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RESUMO

Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) € o patogeno causador da colibacilose, doenga com
manifestagdes localizadas ou sistémicas. A colibacilose ¢ uma das principais doencas que
acarretam prejuizos econdmicos na avicultura industrial devido a alta morbidade, mortalidade
e por ser uma das principais doengas infecciosas envolvidas na condenagdo de carcacas de
frangos. O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana ¢ um problema crescente de
preocupacdo mundial. Os bacteriéfagos lisogénicos sdo vetores eficazes na aquisi¢do e
disseminagdo de genes de resisténcia a antibidticos (ARGs). Tendo em vista o exposto, este
estudo visou isolar e caracterizar Escherichia coli patogénica avidria obtidas de carcagas de
frangos necropsiados em granjas avicolas do Brasil. Para tal, foram coletadas amostras de 100
lotes de frangos de corte pertencentes aos estados do Parana (30), Santa Catarina (15), Rio
Grande do Sul (15), Sao Paulo (10), Minas Gerais (10) e Ceara (20), entre os meses de agosto
e novembro de 2021. Para cada lote, foram coletados dez swabs nasotraqueais, trés figados, trés
bacos e trés fémures de aves j4 necropsiadas pela rotina de inspecdo. As amostras foram
submetidas a isolamento bacteriano em agar MacConkey. Os isolados de fémures foram
submetidos a reacdo de PCR qualitativa para deteccdo de genes preditores minimos para
identificacdo de APEC. Foi realizado teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de
difusdo com discos e avaliou-se a capacidade de formagao de biofilme utilizando placas de
microtitulagdo e coloracdo com cristal violeta, seguido de analise em espectrofotdmetro. As
cepas foram classificadas em nao produtoras de biofilme, produtoras de biofilme fraco,
moderado ou forte, com base na densidade 6ptica (DO) dos biofilmes bacterianos. Por meio de
sequenciamento de genoma completo determinou-se a espécie dos isolados, o sorogrupo dos,
presenga de genes de viruléncia e de genes de resisténcia, dentre eles os genes associados a
bacteriofagos. Os indices de resisténcia fenotipica encontrados foram 69.2% para Acido
Nalidixico, 66,1% para Ampicilina, 9,2% para Azitromicina, 44,6 para Ceftiofur, 44,6% para
Ceftriaxona, 38,4% para Enrofloxacina, 29,2% para Gentamicina, 19.95% para
Lincomicina/Espectinomicina 9,2% para Nitrofurantoina, 13,8% para Norfloxacina e 44,6%
para Sulfazotrim. Os isolados apresentaram genes de viruléncia ligados a patogenicidade das
cepas APEC, incluindo genes de adesdo, aquisicao de ferro, resisténcia ao soro e toxinas. Genes
de resisténcia a antimicrobianos contra classe de aminoglicosideos foram detectados em
79,36% dos isolados, 74,6% apresentaram genes preditos de resisténcia a sulfonamidas, 63,49%
tinham genes preditos de resisténcia contra B-lactamicos, e 49,2% dos isolados possuiam pelo
menos um dos genes de resisténcia a tetraciclinas. Entre os genes detectados, 27 ja foram
descritos em estudos anteriores e associados a bacteriofagos. Dos isolados testados, 71,43%
demonstrou a capacidade de formar biofilme, destes 57,14% foram classificados como fracos
formadores. Este estudo identificou uma prevaléncia de 58% de Escherichia coli aviaria
patogénica no rebanho avicola brasileiro. As cepas também apresentaram resisténcia
antimicrobiana significativa a antibidticos amplamente utilizados na produgdo animal quanto
no tratamento de infeccdes humanas. A presenca de cepas multirresistentes enfatiza a
importancia em adotar medidas de monitoramento e farmacovigilancia para conter a
dissemina¢do dessa resisténcia. Os resultados deste estudo ressaltam o papel dos bacteriofagos
na propagacdo de genes de resisténcia antimicrobiana na induUstria avicola, destacando a
necessidade de estudos antimicrobianos que considerem ndo apenas as bactérias em si, mas
também suas interagdes com bacteridéfagos.

Palavras-chave: Colibacilose; APEC; biofilme; transferéncia horizontal de genes.



ABSTRACT

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) is the pathogen responsible for colibacillosis, a
disease with localized or systemic manifestations. Colibacillosis is one of the main diseases
causing economic losses in the poultry industry due to high morbidity, mortality, and its
involvement in the condemnation of chicken carcasses. The development of antimicrobial
resistance is a growing global concern. Lysogenic bacteriophages are effective vectors in
acquiring and disseminating antibiotic resistance genes (ARGs). This study aimed to isolate
and characterize avian pathogenic Escherichia coli obtained from necropsied chicken carcasses
in poultry farms in Brazil. Samples were collected from 100 batches of broiler chickens from
the states of Parana (30), Santa Catarina (15), Rio Grande do Sul (15), Sdo Paulo (10), Minas
Gerais (10), and Ceard (20), between August and November 2021. For each batch, ten
nasotracheal swabs, three livers, three spleens, and three femurs from necropsied birds during
routine inspection were collected. The samples were subjected to bacterial isolation on
MacConkey agar. Femur isolates underwent qualitative PCR to detect minimal predictive genes
for APEC identification. Antimicrobial sensitivity tests were performed using disc diffusion,
and biofilm-forming capacity was assessed with microtiter plates and crystal violet staining,
followed by spectrophotometric analysis. Complete genome sequencing determined the species
of isolates, serogroups, presence of virulence genes, and resistance genes, including those
associated with bacteriophages. The phenotypic resistance indices found were 69.2% for
Nalidixic Acid, 66.1% for Ampicillin, 9.2% for Azithromycin, 44.6% for Ceftiofur, 44.6% for
Ceftriaxone, 38.4% for Enrofloxacin, 29.2% for Gentamicin, 19.95% for
Lincomycin/Espectinomycin, 9.2% for Nitrofurantoin, 13.8% for Norfloxacin, and 44.6% for
Sulfamethoxazole. The isolates carried virulence genes associated with APEC pathogenicity,
including adhesion, iron acquisition, serum resistance, and toxins. Antibiotic resistance genes
against the aminoglycoside class were detected in 79.36% of the isolates, 74.6% presented
predicted sulfonamide resistance genes, 63.49% had predicted B-lactam resistance genes, and
49.29% of'isolates possessed at least one tetracycline resistance gene. Among the detected genes,
27 were previously described in studies related to bacteriophages. Out of the tested isolates,
71.43% demonstrated biofilm-forming ability, with 57.14% classified as weak formers. This
study identified a 58% prevalence of pathogenic avian Escherichia coli in the Brazilian poultry
population. The strains also exhibited significant antimicrobial resistance to antibiotics widely
used in animal production and human infection treatment. The presence of multidrug-resistant
strains emphasizes the importance of adopting monitoring and pharmacovigilance measures to
curb the spread of this resistance. The results underscore the role of bacteriophages in
propagating antimicrobial resistance genes in the poultry industry, highlighting the need for
antimicrobial studies that consider not only bacteria but also their interactions with
bacteriophages.

Keywords: Colibacillosis; APEC; biofilm; horizontal gene transfer.
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1 INTRODUCAO

Em 2022, o Produto Interno Bruto (PIB) do agronegocio representou 24,8% do PIB
brasileiro. O agronegocio ¢ representado pela soma de quatro segmentos: insumos para a
agropecuaria, producdo agropecudria bésica (ou primaria), agroindustria (processamento) e
agrosservicos. A analise desses segmentos ¢ realizada para os ramos agricola e pecuario, que
juntos representam o agronegécio. Enquanto o PIB do ramo agricola teve um recuo em 2022,
0 ramo pecudrio apresentou um crescimento de 2,11%. Nesse contexto, no ano de 2022, a
producdo pecudria foi impulsionada pela avicultura de corte, pela suinocultura e pela
bovinocultura de corte (CEPEA, 2023).

Em 2022 a produ¢do mundial de carne de frango foi de 101.086 milhdes toneladas. O
Brasil figura entre os maiores produtores e exportadores de carne de frango do mundo. Segundo
a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2022, o Brasil produziu 14.524
milhdes de toneladas de carne de frango, sendo o segundo maior produtor mundial,
representando um valor bruto de 112,145 bilhdes de reais. Desta produgdo, 66,80% foi
destinada ao mercado interno e 33,20% destinada a exportagdes. Foram exportadas 4.822
milhdes de toneladas de carne de frango, mantendo o Brasil como maior exportador mundial
(ABPA, 2023).

A industria avicola passou por significativas transformagdes em seus sistemas de
producdo. Embora os galpdes onde as aves sdo alojadas e criadas tenham melhorado em termos
de condi¢des do bem-estar animal e incorporagdo de tecnologias avancgadas, as densidades
populacionais também aumentaram proporcionalmente. Essa evolucdo representa um desafio
significativo em termos de saude animal, apesar das muitas medidas adotadas, como
biosseguranga, imunoprofilaxia, manejo e nutricdo (COLLETT et al, 2020). A alta
concentracdo de aves em um mesmo ambiente se torna um fator de risco sanitario, podendo
favorecer o surgimento e disseminagdo de doencgas, especialmente as doengas respiratérias.
Além disso, as rotas de migragdo das aves podem contribuir para a disseminagdo de doengas.

A colibacilose ¢ uma doenga de manifestagdo local ou sistémica. Geralmente esta
associada a Escherichia coli patogénica avidria (APEC), embora nem todos os casos de
colibacilose sejam necessariamente causados por APEC (JOHNSON et al, 2022). A
colibacilose ¢ uma das doencas mais importantes na produgdo avicola, pois leva a perdas
econdmicas significativas, devido a morbidade, mortalidade e condenacao de carcagcas (DHO-
MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; LA RAGIONE; WOODWARD, 2002; NOLAN et al.,
2020).
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Para o tratamento da colibacilose diversos agentes antimicrobianos pertencentes a
diferentes classes, incluindo B-lactdmicos, aminoglicosideos, lincosamidas, tetraciclinas,
sulfonamidas, quinolonas e fluoroquinolonas (IBRAHIM et al, 2019a; LANDONI;
ALBARELLOQOS, 2015; NOLAN et al., 2020). Atualmente, muitos dos antimicrobianos usados
na produgdo de aves também sdao empregados na medicina humana, fato que gera preocupagoes
acerca da possivel transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos entre animais e seres
humanos (MARSHALL; LEVY, 2011).

Nos ultimos anos, tem-se testemunhado um aumento na resisténcia a antimicrobianos,
atribuido em parte a crescente pressao seletiva exercida pelo uso extensivo de antimicrobianos.
Além disso, a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas
contribui para a disseminagao da resisténcia a antimicrobianos, tornando o problema ainda mais
desafiador (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2016; REYGAERT, 2018).

Considerando a importancia e o papel da avicultura brasileira, os impactos causados
pela infecgdo por APEC e os problemas enfrentados pela resisténcia aos antimicrobianos, ¢ de
grande importancia a caracterizacdo de cepas de APEC visando um melhor entendimento da
patogénese da colibacilose para desenvolver estratégias efetivas de prevencao e controle dessa
doenga. Portanto, este estudo visa determinar a prevaléncia de Escherichia coli em frangos de
corte de diferentes regides brasileiras e caracterizar os isolados obtidos dos fémures de aves

necropsiadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Escherichia coli

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1884 pelo microbiologista e pediatra
alemdo Theodor Escherich. Foi inicialmente denominada Bacterium coli commune € em 1919
renomeada como Escherichia coli ( BLOUNT, 2015). Escherichia coli tem sido estudada desde
a sua descoberta e ¢ considerada um organismo modelo para pesquisas em microbiologia,
genética e biologia molecular. Pertence a familia Enterobacteriaceae, ¢ um bastonete Gram-
negativo, ndo esporulado e anaerdbio facultativo, ja que possui metabolismo respiratdrio e
fermentativo. E mesoéfila, sua temperatura ideal de crescimento é 37 °C, porém pode variar de
18 a 44 °C. Devido a existéncia de flagelos peretriqueos a maioria das cepas ¢ movel. Apresenta
distribuicdo cosmopolita, e seus varios sorotipos s3o habitantes intestinais que ocorrem em
grande niimero na maioria dos animais, incluindo humanos (FERREIRA; KNOBL, 2009; YU;
BANTING; NEUMANN, 2021).

As cepas de E. coli podem ser classificadas de acordo com sua estrutura antigénica.
Sua membrana externa ¢ composta de lipopolissacarideos (LPS) que inclui lipidio A,
oligossacarideos centrais e um polissacarideo tnico, conhecido como antigeno-O. O antigeno
H ¢ de natureza proteica e forma o flagelo bacteriano quando este esta presente. Os antigenos
capsulares (K) e fimbriais (P) também sdo utilizados na tipagem soroldgica, porém com menor
frequéncia. Existem aproximadamente 180 antigenos O, 80 K, e 60 H. O antigeno O determina
0 sorogrupo, enquanto a adi¢do do antigeno H e, as vezes, do antigeno K determinam o sorotipo
(FRATAMICO et al., 2016; NOLAN et al., 2020; ORSKOV et al., 1977).

Com base nos mecanismos de viruléncia especificos das cepas patogénicas, E. coli
pode ser classificada em patotipos, conforme o local de infec¢do. Sdo divididas em E. coli
patogénica de origem intestinal (InPEC) e E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC)
(FERREIRA; KNOBL, 2009). As InPEC sio responsaveis por diarreias e apresentam diferentes
estratégias para invasao das células intestinais. Sdo elas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli produtora de shigatoxina/enterohemorragica (STEC/EHEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de adesao
difusa (DAEC), todas potenciais patogenos (CROXEN; FINLAY, 2010). Ja as ExPEC,
dividem-se em trés diferentes patotipos: E. coli uropatogénica (UPEC) causadora de infec¢des
no trato urindrio de humanos, E. coli causadora da meningite neonatal (NMEC) e E. coli

patogénica aviaria (APEC), que causa a colibacilose aviaria (FERREIRA; KNOBL, 2009).
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A tipagem filogenética classifica as cepas de E. coli, principalmente as extraintestinais,
conforme o filogrupo. Nesta primeira classificagdo, as cepas poderiam pertencer a quatro
filogrupos (A, B1, B2 e D), os quais eram identificados a partir de uma reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) triplex, baseado em dois genes (chud, yjaAd) e um fragmento de DNA
anonimo (TSPE4.C2). Nesta classificagdo, as cepas extraintestinais virulentas pertenceriam
principalmente ao grupo B2 e cepas comensais pertenceriam em sua maioria ao grupo A
(CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000). Em 2013, com o aumento dos dados de
sequenciamento multilocus e gendmico, a classificacdo passou a conter oito grupos
filogenéticos: sete (A, B1, B2, C, D, E, F) pertencentes a E. coli sensu stricto, € o oitavo sendo
o clado criptico I de Escherichia. Utilizando a técnica de PCR quadriplex, avaliando a
presenca/auséncia dos genes arpA/chuAlyjaA/TspE4.C2 ¢ possivel atribuir a um isolado de E.
coli um dos oito filogrupos (CLERMONT et al., 2013). Os grupos B2 e F contém a maioria dos
isolados patogénicos (NOLAN et al., 2020).

Em 2019, houve uma revisdo e modificagdo da classificacdo de Escherichia coli, ja
que foi identificado um grupo intermediario entre os filogrupos B2 e F, denominado filogrupo
G, que inclui cepas anteriormente classificadas como pertencentes aos grupos B2 e F. A maioria
das cepas APEC altamente patogénicas pertencem ao filogrupo G (CLERMONT et al., 2019;
NOLAN et al., 2020).

A tipagem de sequéncia multilocus (MLST) ¢ um método de tipagem molecular,
utilizado principalmente em patdogenos bacterianos. Diferente de outras abordagens de
caracterizagdo, o MLST se baseia nos principios da genética populacional que sustentavam a
técnica de eletroforese enzimatica multilocus (MLEE). Em 1998 um método para analisar os
polimorfismos de sete genes cromossomicos (abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm) que
codificam enzimas envolvidas no metabolismo da bactéria Neisseria meningitidis foi
desenvolvido (MAIDEN et al., 1998). O método utiliza fragmentos de genes housekeeping
amplificados e posteriormente submetidos ao sequenciamento (MAIDEN, 2006). Com base
neste método € possivel determinar se os isolados recuperados de um surto localizado de doenga
sdo indistinguiveis geneticamente e avaliar a relagdo entre as cepas que causam doengas em
uma determinada area geografica e cepas isoladas em diferentes partes do mundo (MAIDEN et
al., 1998; MEHAT; VAN VLIET; LA RAGIONE, 2021).

Os Tipos de Sequéncia (STs) sdo equiparaveis aos Tipos Eletroforéticos (ETs)
empregados em protocolos de Eletroforese Enzimatica Multi-Locus (MLEE). Cada ST distinto

¢ igualmente associado a um numero singular, embora arbitrario. Cada ST caracteriza uma
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sequéncia de nucleotideos exclusiva e condensa uma consideravel quantidade de informagdes
provenientes de sequéncias de nucleotideos (MAIDEN, 2006).

No caso das linhagens EXPEC, a abordagem mostra-se 1til na identificagdo de cepas
envolvidas em surtos, particularmente na identificagdo de linhagens associadas a surtos de
colibacilose aviaria (NOLAN et al., 2020). Algumas linhagens de EXPEC sdo consideradas
pandémicas e tém importancia global para a saude humana e animal. Essas linhagens
demonstram um processo evolutivo caracterizado por alta viruléncia, resisténcia
antimicrobiana, potencial pandémico e persisténcia da infecgao.

As linhagens ExPEC descritas como epidémicas sdo ST-131, ST-95, ST-69, ST-73 e
ST-648 (XIA et al., 2022). As principais linhagens relacionadas a cepas APEC altamente
patogénicas sdo ST-23, ST-117, ST-95, ST-140, ST-428/429, ST-131 ¢ ST-355 (JOHNSON et
al.,2022; MEHAT; VAN VLIET; LA RAGIONE, 2021).

2.2 Escherichia coli patogénica aviaria

Escherichia coli patogénica aviaria € o patdgeno associado a colibacilose, doenga de
manifestagdo local ou sistémica, embora nem todos os casos de colibacilose sejam
necessariamente causados por cepas APEC (JOHNSON et al., 2022). A colibacilose ¢
considerada a doenca bacteriana infecciosa mais comum em frangos e perus de corte, afetando
a maioria das espécies aviarias. E considerada uma das doengas mais importantes na produgao
avicola, pois leva a perdas econdmicas significativas, devido a alta morbidade, mortalidade e
condenacdo de carcaca (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; LA RAGIONE;
WOODWARD, 2002; NOLAN et al., 2020).

A doenga ¢ naturalmente oportunista e a infecgdo pode ser causada por falhas de
manejo, como altas concentracdes de amonia, alta densidade populacional, flutuagdes de
temperatura e outras mudancas ambientais que causam estresse nas aves. Também pode estar
associada a infec¢des causadas por virus respiratérios, como o virus da doenca de Newcastle
(NDV), o metapneumovirus aviario (aMPV) e o virus da bronquite infecciosa (IBV), ou agentes
bacterianos como Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synovae (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; JOHNSON et al., 2022; NOLAN et al., 2020).

Coinfecgdes sdo comuns, € nesses casos, mais de um patdgeno esta envolvido. Nessas
situagdes, as aves podem apresentar sinais clinicos mais graves do que nos casos de infecgdes
causadas por um Unico agente. Geralmente, a interacdo entre diferentes patdogenos no mesmo

local de infecgao resulta em uma exacerbagao dos sinais clinicos. No entanto, h4 casos em que
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a infec¢do por um patdgeno pode interferir na infecgdo por um segundo patdégeno, atenuando
os sinais clinicos (SAIF et al., 2020; SAMY; NAGUIB, 2018).

O IBV ¢ um coronavirus que afeta aves e ¢ responsavel pela Bronquite Infecciosa
Aviaria, uma doenga contagiosa € imunossupressora que causa perdas econdmicas
significativas para os produtores. A presenca da Escherichia coli como um agente secundario
ao IBV ¢ comumente observada e essa infec¢do secundaria afeta gravemente as galinhas,
resultando em manifestacoes de septicemia aguda que frequentemente levam a Obito
(MATTHUS et al., 2009; SMITH; COOK; PARSELL, 1985).

O aMPV ¢ um importante agente envolvido em doencas multifatoriais do trato
respiratorio superior de perus e galinhas e tais infeccdes podem estar associadas a outros virus
ou bactérias, que podem agravar as infeccdes (LEGNARDI et al., 2021). Nas aves, quadros de
Sindrome da Cabeg¢a Inchada (SCI) sdo caracteristicos quando bactérias oportunistas atuam
como agentes secundarios, sendo Escherichia coli a mais comum nesses casos (ARNS;
ZUANAZE, 2009; SUAREZ et al., 2020).

Cepas APEC podem ser encontradas na microbiota intestinal de aves saudaveis,
portanto permanecem nas criagdes por um longo periodo, contaminando alimentos e dgua, o
que pode disseminar a bactéria para outras aves. A via de entrada mais comum da bactéria ¢
através do trato respiratorio superior. Apds a entrada, ocorre a colonizacao e multiplicacao do
agente na traqueia e nos sacos aéreos, seguidos pela infeccao do figado, pericardio, bacteremia
e infec¢do em outros Orgdos. As principais lesdes encontradas sdo: traqueite, aerossaculite,
pericardite e perihepatite (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2020).
Todavia, a transmissao de E. coli patogénica por contaminacao fecal da casca do ovo ¢ comum
e pode ser responsavel por uma alta mortalidade de pintinhos (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2020).

2.3 Fatores de viruléncia

Diferentes fatores de viruléncia e patogenicidade sdo utilizados por cepas APEC para
causar quadros de colibacilose nas aves. Os principais fatores de viruléncia descritos incluem
proteinas que promovem aderéncia e invasdo, fatores envolvidos na produgdo de toxinas,
sistemas de secrecdo e resisténcia a antibioticos (KATHAYAT et al., 2021; NOLAN et al.,
2020).

Um conjunto de cinco genes foi identificado e estes genes sdo considerados preditores

de viruléncia minima para o isolado ser capaz de causar colibacilose e sdo usados para
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diferenciar APEC de Escherichia coli fecal aviaria (AFEC). Esses genes sdo iut4 (gene do
receptor de sider6foro de aerobactina), iss (gene de sobrevivéncia sérica aumentada epissomal),
iroN (gene do receptor de sideroforo de salmochelina), 4/yF (hemolisina avidria putativa) e
ompT (gene de protease de membrana externa epissomica) (FERREIRA; KNOBL, 2009;
JOHNSON et al., 2008; LA RAGIONE; WOODWARD, 2002).

2.3.1 Adesinas

A aderéncia ¢ um fator importante para o estabelecimento da infec¢do, e as cepas
patogénicas de E. coli possuem fimbrias e adesinas especificas que permitem a aderéncia as
células do tecido que € o foco da infecgao.

Na grande parte das linhagens APEC, tem-se fimbrias do tipo 1, codificadas por um
operon de nove genes (fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG ¢ fimH). Entre as linhagens
APEC, as fimbrias do tipo 1 facilitam a adesao as células epiteliais do trato respiratdrio superior
(LA RAGIONE; WOODWARD, 2002; NAKAZATO et al., 2009; NOLAN et al., 2020).

As fimbrias P ou F11 (pyelonephritis associated pil), codificadas pelo operon pap
(papA, papE, papF, papG, papH, papK e pap(C) sdo relacionadas ao estabelecimento da bactéria
em Orgdos internos e foi descrita pela primeira vez em UPEC como um pilus associado a
pielonefrite (NAKAZATO et al., 2009; NOLAN et al., 2020).

As fimbrias Curli, codificadas pelo gene crl (Curli fiber gene), sdo apéndices
superficiais finos, associadas a ligacdo bacteriana a proteinas da matriz extracelular e a
sobrevivéncia da bactéria fora do hospedeiro. As fimbrias sdo codificadas por dois operons,
csgBAC e csgDEFG. A expressao de csgDEGF ¢ controlada por fatores ambientais, como
temperatura, osmolaridade e pH (LA RAGIONE; WOODWARD, 2002; NOLAN et al., 2020).

A hemaglutinina sensivel a temperatura (7s4), uma adesina ndo fimbrial, ¢ uma
proteina que atua como adesina e protease e medeia a colonizagdo do trato respiratdrio do
hospedeiro durante a fase inicial da infecgo. E responsavel pela aglutinagdo de eritrécitos em

temperaturas inferiores a 26 °C (LA RAGIONE; WOODWARD, 2002; NOLAN et al., 2020).

2.3.2 Invasinas

As invasinas sdo associadas a entrada do patdogeno nas células hospedeiras. Apds a

adesdo de E. coli aos receptores de membrana das células hospedeiras, uma cascata de vias de
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transducdo de sinal da célula hospedeira ¢ desencadeada, resultando em rearranjos do
citoesqueleto de actina da célula hospedeira, necessarios para a invasdo bacteriana das células
endoteliais (SORA et al., 2021).

Dentre os genes que codificam tais proteinas, tem-se o gene ibeA (invasion of brain
endothelium), ibeB (invasion), tia (toxigenic invasion locus in ETEC strains) e gim B (genetic
island associated with newborn meningitis), que ja foram relatados em APEC (KATHAYAT
etal.,2021).

As invasinas também contribuem para a resisténcia da APEC ao estresse oxidativo
induzido por macrdfagos, na formacdo de biofilme, além da colonizagdo e proliferacdo no

hospedeiro (KATHAYAT et al., 2021).

2.3.3 Resisténcia aos sistema complemento

A grande maioria das APECs ¢ resistente ao sistema complemento. Tal resisténcia €
conferida por estruturas como LPS, capsula, ColV colicina e proteinas de membrana externa
(NAKAZATO et al., 2009).

Os plasmideos ColV, variam em tamanho de 80 a 180 kb e sdo associados com a
viruléncia de E. coli, principalmente em APEC. Porém, tal viruléncia ndo ¢ associada a
capacidade de producdo de ColV, mas pelo fato de o plasmideo possuir uma regido que contém
uma grande quantidade de genes de viruléncia conhecidos ou putativos, como genes para
motilidade, resisténcia ao soro, sistemas sideroforos e adesinas (JOHNSON et al., 2006; LA
RAGIONE; WOODWARD, 2002).

O gene iss (increased serum survival), localizado no plasmideo ColV, ¢ encontrado
com maior frequéncia entre cepas patogénicas do que ndo patogénicas. Acredita-se que seu
papel seja prevenir a deposi¢cdo do complexo de ataque de membrana do sistema complemento
(JOHNSON et al., 2006).

Os genes cvad, cvaB, cvaC, cvi, também localizados no plasmideo ColV, sdo
associados a sintese de colicinas, que sdo bacteriocinas letais para outras bactérias que nao as
produzem. Elas sdo produzidas por algumas cepas de Escherichia coli e ttm como fungao matar
bactérias concorrentes na mesma ecologia bacteriana (JOHNSON et al., 2006; LA RAGIONE;
WOODWARD, 2002; OVl et al., 2023).

As proteinas da membrana externa constroem uma barreira adaptativa eficiente que
protege as bactérias contra substancias deletérias externas. Os genes ompA e ompT (Outer

membrane protein) sao encontrados no cromossomo de diversas espécies de bactérias Gram-
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negativas, incluindo E. coli. Ambos codificam uma proteina importante na composicao da
membrana externa dessas bactérias, com funcdo de adesdo e invasdo de células hospedeiras,
bem como a sua resisténcia a certas defesas do sistema imunoldgico. JOHNSON et al. (2022)
relataram que a presenga do gene ompT, em associacdo com o gene hlyF (putative avian
hemolysin), dois marcadores de plasmideo APEC, caracteriza um clone APEC de alto risco.

A proteina codificada pelo gene tral (Transfer Protein), que também pode ser
carreado pelo plasmideo de ColV, aumenta a sobrevivéncia das células na presencga do soro por
antagonizar a deposi¢cdo de C3 e inibir a formagdo do complexo C5b6 (KATHAYAT et al.,
2021).

2.3.4 Sistemas de aquisicao de ferro

Apods a invasdo, o ferro ¢ um micronutriente essencial para o crescimento e
proliferagdo bacteriana dentro do hospedeiro. As APECs sdo capazes de sobreviver, pois
possuem diversos sistemas que permitem a aquisi¢ao de ferro por meio de multiplos sideroforos
(tais como aerobactina, salmocolina e yersiniabactina) e transportadores, os quais sio
responsaveis por sequestrar o ferro dos fluidos corporais. Diversos genes codificantes para
sistemas de captacao e transporte de ferro ja foram descritos em APEC, dentre eles iucCD, iutA,
aerJ (aerobactin), iroBCDEN (salmochelin), fyuA (yersiniabactin), sitABCD, mntH (iron and
manganese transporter), irp2 (iron repressible protein), feoB (ferrous ion transporter), fepC
(ferric enterobactin transporter), ireA (iron-regulated virulence gene), eitABCD (putative iron
transporter), chuA (outer membrane hemin receptor) e bfr (bacterioferritin) (KATHAYAT et
al.,2021; LA RAGIONE; WOODWARD, 2002; LING et al., 2013; NOLAN et al., 2020).

Dentre os sideroforos, o sistema aerobactina € codificado pelo operon composto pelos
genes iucABC e iut, tais genes podem ser plasmidiais ou cromossomicos, porém na maioria dos
isolados clinicos ¢ cromossomico (LA RAGIONE; WOODWARD, 2002).

Os sistemas de aquisi¢do e transporte de ferro transportados no plasmideo ColV
compreendem o sistema de sideroforos como o gene iroBCDEN (catecholate siderophore
salmochelin receptor). O gene sitABCD (sistemas de transporte de ferro), assim como os genes
fyuA (absor¢ao de yersiniabactina férrica) e irp2 (proteina repressivel de ferro), também estdao
envolvidos na captacdo de ferro do hospedeiro e foram encontrados em isolados de casos de

colibacilose (DZIVA; STEVENS, 2008; LA RAGIONE; WOODWARD, 2002).
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2.3.5 Toxinas

Diferente da E. coli patogénica para mamiferos, as APECs tendem a ser menos
toxigénicas (NOLAN et al., 2020). Porém, isolados podem ser capazes de produzir toxinas,
dentre elas a toxina codificada pelo gene vat (vacuolating autotransporter toxin), a qual induz
a formagao de vacuolos intracelulares, resultando em um efeito citotoxico (KATHAYAT et al.,
2021; PARREIRA; GYLES, 2003).

As hemolisina de E. coli podem ser citotdxicas para muitos tipos diferentes de células
hospedeiras e para muitos hospedeiros, tanto animais como humanos. Assim ocorre a formagao
de poros na membrana dos eritrdcitos, devido a perda de ions K + intracelulares e o influxo de
cations e agua ocorre a lise osmotica. No inicio ha uma lise parcial das células que desencadeia
a ativagdo do receptor purinérgico e cria um poro de panexina mediado pelo hospedeiro,
levando a lise completa dos eritrocitos (SORA et al., 2021). As hemolisinas sdo codificadas
pelos genes hlyF, hlyA, hlyE (putative avian hemolysin). O gene hlyF ¢ encontrado nos
plasmideos ColV e ColBM, e ocorre com elevada frequéncia em cepas APEC altamente
patogénicas (KATHAYAT et al., 2021).

O gene astA codifica a proteina EAST1 (heat-stable enterotoxin), que apresenta alta
similaridade com a toxina estdvel ao calor de ETEC. Enquanto, o gene sat (secreted

autotransporter toxin) possui atividade de serino-protease (KATHAYAT et al., 2021).

2.3.6 Outros fatores de viruléncia

Os genes icmF, upaB, ibeA, epcA, waal, ychO e yfcO foram relacionados a capacidade

de contribuir para a formag¢ao de biofilme em APEC (NOLAN et al., 2020).

Fatores como ilhas gendmicas, ilhas de patogenicidade e genes associados a viruléncia
encontrados em elementos genéticos moveis ja foram descritos em linhagens APEC

(KATHAYAT et al., 2021).

2.4 Colibacilose

A colibacilose avidria abrange todas as infec¢des em aves, tanto localizadas quanto
sistémicas. Geralmente ¢ mais comum em galinhas, perus e patos, enquanto em outras espécies
de aves, como gansos, passaros domésticos e aves silvestres, ¢ menos frequente. Dentre as

formas localizadas da doenca tém-se quadros como aerossaculite, celulite, coligranuloma,
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colisepticemia, ooforite, onfalite, osteomielite, panoftalmia, pericardite, pleuropneumonia,
peritonite, pneumonia, salpingite, sindrome de cabeca inchada (SCI) e sinovite (DHO-

MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2020).

2.4.1 Formas localizadas de colibacilose

As taxas de mortalidade por E. coli tendem a ser mais altas nos primeiros dias de vida.
A onfalite, uma infec¢@o do saco da gema, ¢ comum em pintinhos na primeira semana de vida.
As aves tendem a apresentar sinais de inflamacdo (inchaco, edema e vermelhiddo) podendo
haver a presenca de pequenos abscessos, que caracterizam inflamacdo aguda do umbigo. O
abdomen tende a estar distendido e os vasos sanguineos podem apresentar-se hiperémicos. Aves
que vivem mais de 4 dias também podem desenvolver peritonite, pericardite ou peri-hepatite,
indicando disseminacdo local e sistémica do organismo a partir do saco vitelino. Os animais
que sobrevivem a infec¢do se tornam uma fonte de disseminag¢ao para os demais animais (DHO-
MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2020).

Em aves adultas, pode ocorrer septicemia devido a infec¢do por APEC. As lesdes
podem estar ausentes ou incluir pericardite, peritonite e coloracdo biliar e focos necroticos no
figado. Em aves poedeiras, cepas APEC podem atingir o oviduto através do saco aéreo
abdominal esquerdo, levando a salpingite e perda da postura de ovos. Alternativamente, APECs
podem invadir a cavidade peritoneal através do oviduto, levando a peritonite e morte
(FERREIRA; KNOBL, 2009; NOLAN et al., 2020).

A celulite em frangos foi relatada pela primeira vez em 1984 na Inglaterra. Celulite ¢ a
inflamacdo aguda do tecido subcutaneo, caracterizada pela presenca de lesdes contendo
exsudato serossanguinolento a caseoso, com aspecto fibrinoheterofilico, nos tecidos
subcutaneos. Essas lesdes, muitas vezes referidas como "placas", sdo encontradas na pele sobre
0 abdomen ou entre a coxa e a linha média. Em alguns casos, podem ocorrer outras lesdes
colibacilares ou uma reducdo na produtividade (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999;
FERREIRA; KNOBL, 2009; NOLAN et al., 2020). Por nio causar sinais clinicos ou
mortalidade, a lesdo ¢ geralmente descoberta no momento do abate. Segundo artigo técnico
divulgado pela revista Avicultura Industrial, as perdas econdomicas devido as condenagdes de
carcaca por celulite nos abatedouros ultrapassam os 10 milhdes de dolares (BONATTO et al.,
2022).

Fatores como a linhagem da ave, sexo, densidade de aves no lote e tipo de cama, sdo

fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento de celulite. Diferentes microrganismos
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podem estar envolvidos nos casos de celulite, porém Escherichia coli ¢ o organismo mais
frequentemente isolado nas lesdes. As cepas envolvidas em casos de celulite pertencem aos
mesmos sorogrupos das envolvidas em outras formas de colibacilose. Esses isolados
geralmente produzem colicina e aerobactina, e ha a presenca de invasinas, dentre eles os genes
ibeA e gimB, bem como a cépsula do grupo II KpsMTII, que aumenta a capacidade das cepas
em causar celulite (NOLAN et al., 2020).

Descrita pela primeira vez em frangos de corte na Africa do Sul, a SCI é uma celulite
aguda ou subaguda envolvendo os tecidos periorbital e subcutineo adjacente da cabeca
(NOLAN et al., 2020; PAIVA et al., 2015). A presen¢a do inchago da cabega ¢ associada ao
exsudato inflamatdrio sob a pele que se acumula devido a infec¢do bacteriana, majoritariamente
E. coli, ap6s infecgdes virais do trato respiratorio superior, geralmente causadas por aMPV e
IBV (NOLAN et al., 2020).

Os fatores de viruléncia de isolados envolvidos em casos de SCI geralmente sdo os
mesmos envolvidos em quadros de colissepticemia, e incluem adesinas fimbriais, produgdo de
colicina, aerobactina e resisténcia ao sistema complemento (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2020).

Aves jovens (com idade entre quatro e nove semanas) sao mais susceptiveis aos quadros
respiratorios, forma mais comum de colisepticemia. A infec¢ao do trato respiratdério com APEC
resulta em depressdo, febre e morte. As lesdes respiratorias incluem aerossaculite com um
exsudato seroso a fibrinoso, uma infiltracdo inicial com heteréfilos e um subsequente
predominio de fagodcitos mononucleares. Nas infec¢des mais generalizadas, observam-se
também lesdes de pericardite e peri-hepatite (FERREIRA; KNOBL, 2009; NOLAN et al.,
2020).

2.4.2 Formas sistémicas de colibacilose

Quando presente na corrente sanguinea e, consequentemente, de forma sistémica, a
infeccdo denomina-se colisepticemia. A colisepticemia progride por estagios que incluem
septicemia aguda, poliserosite subaguda e inflamacao granulomatosa cronica (NOLAN et al.,
2020).

Dentre as lesdes, durante a necropsia, tecidos podem adquirir uma coloragdo verde apos
exposi¢ao ao ar, a Bursa de Fabricius pode encontrar-se atrofiada ou inflamada e as aves podem
apresentar pericardite (inflamacdo da membrana serosa que envolve o coragdo), a qual pode

estar associada a miocardite (FERREIRA; KNOBL, 2009; NOLAN et al., 2020).
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A manifestacdo da doenga depende de variaveis como a gravidade e duracao da doenga,
padrdo das lesdes, viruléncia da cepa envolvida e como o sistema hospedeiro reage a infec¢ao
(NOLAN et al., 2020).

Em frangos e perus, a colisepticemia de origem respiratoria ¢ a forma mais comum de
colisepticemia. Nesses casos, a bactéria atinge a corrente sanguinea apds danos na mucosa
respiratéria causados por agentes infecciosos ou ndo infecciosos e a mortalidade ocorre nos
primeiros 5 dias. Dentre os agentes mais comuns, tem-se o IBV, o virus da doenca de Newcastle
(NDV), aMPV, micoplasmoses ¢ amoOnia. As lesdes concentram-se no trato respiratdrio
superior, os sacos aéreos apresentam espessamento e frequentemente apresentam exsudato
caseoso na superficie respiratoria (FERREIRA; KNOBL, 2009; NOLAN et al., 2020).

Quando nao ha mortalidade, apds a infecgao as aves podem desenvolver sequelas em
areas mais vulneraveis como cérebro, olhos, tecidos sinoviais € 0ssos. Dentre as complicagdes
pos-infeccdo tem-se a pericardite constritiva, fibrose do figado, ascite (acimulo de liquido na
cavidade abdominal), meningite e meningoencefalite (inflamacdo das membranas que
envolvem o cérebro e a medula espinhal), panoftalmite (inflamacdo generalizada dos tecidos
oculares) e osteoartrite e sinovite (inflamagdo da articulacao, do tecido osseo ¢ dos tecidos

sinoviais) (NOLAN et al., 2020).

2.5 Resisténcia a antimicrobianos

2.5.1 Antimicrobianos e o processo de resisténcia

Agentes antimicrobianos sdo substancias naturais, semissintéticas ou sintéticas, que
atuam inibindo ou matando microrganismos e sao utilizados no tratamento de diversos tipos de
infec¢des causadas por bactérias, virus, fungos e parasitas (OIE, 2021).

A busca por novos compostos bioativos tornou-se um foco crucial para a sociedade
moderna. Uma das abordagens para identificar esses compostos ¢ o estudo e andlise de
microrganismos. Em 1880, Pasteur observou uma relagdo antagonica entre fungos e bactérias.
Frederick William Twort e Felix d'Hérelle fizeram descobertas independentes de bacteriofagos
em 1915 e 1917, respectivamente. Desde o inicio da década de 1920 até o final da década de
1930, o uso de bacteriofagos para tratar doencgas infecciosas aumentou em todo o mundo. Mais
tarde, em 1923, Selman Waksman descobriu uma atividade inibitoria entre bactérias e

protozoarios no solo (ASWANI; SHUKLA, 2021; BRUNEL, 1951; FLEMING, 1929).
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Essas observacgdes foram fundamentais para lancar as bases para a descoberta de novos
antibidticos. Talvez o exemplo mais conhecido disso seja a descoberta da penicilina por
Alexander Fleming em 1928. Essa descoberta levou ao uso generalizado de antibidticos e
revolucionou a medicina moderna. Nos anos seguintes, os pesquisadores continuaram a busca
por novas fontes de compostos bioativos, incluindo aqueles derivados de microrganismos
(LAXMINARAYAN et al., 2013).

A Era de Ouro da descoberta de antibioticos foi marcada por uma rapida sucessao de
novas descobertas e pelo desenvolvimento de muitos antibidticos diferentes. No entanto, o uso
excessivo dessas drogas levou ao surgimento de bactérias resistentes a antibioticos, criando
novos desafios para a medicina moderna (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Na avicultura, os antimicrobianos mais utilizados sao os betalactamicos (penicilinas,
amoxicilina, ampicilina e ceftiofur), polipeptideos (bacitracina), aminoglicosideos
(gentamicina, estreptomicina e neomicina), aminociclitéis (espectinomicina), macrolideos
(eritromicina, tilosina e tilmicosina) e lincosamidas (lincomicina), florfenicol, tetraciclinas,
sulfonamidas, quinolonas e fluoroquinolonas (4cido nalidixico e enrofloxacina) e iondforos
(LANDONI; ALBARELLOS, 2015).

E comum o uso de antibidticos como agentes profilaticos, metafilaticos e promotores
de crescimento (SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001). Entretanto, o uso de
antibidticos como promotores de crescimento na produgdo pecuaria tem estado sob escrutinio
nos ultimos anos. Enquanto os primeiros estudos em meados do século XX demonstraram que
esse uso era benéfico, surgiram preocupacgdes sobre o seu potencial impacto na resisténcia a
antibidticos em populagdes animais e humanas (CALLAWAY et al., 2003; GAMBI et al.,
2022; IBRAHIM et al., 2019a; ROTH et al., 2019).

Para lidar com essas preocupacdes, muitos paises implementaram regulamentacdes
sobre o uso de antibidticos na produg@o animal. Alguns paises proibiram totalmente o uso de
antibidticos como promotores de crescimento, enquanto outros impuseram restrigdes ao seu uso
(EFSA; ECDC, 2022).

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana ¢ um processo complexo. A
resisténcia pode ser classificada como natural ou adquirida. A resisténcia natural pode ser
intrinseca e induzida. A resisténcia intrinseca € aquela que esta sempre presente na espécie
bacteriana, independentemente da exposi¢do prévia a antibioticos. Ja a resisténcia induzida
ocorre quando os genes relacionados a resisténcia estdo naturalmente presentes na bactéria, mas
sO sdo expressos em niveis de resisténcia apds a exposi¢cdo a um antibidtico (MCVEY;

KENNEDY; CHENGAPPA, 2016; REYGAERT, 2018).
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A resisténcia adquirida, por outro lado, ¢ o resultado de alteragcdes genéticas em
bactérias, como mutagdes ou transferéncia de genes de resisténcia de outras bactérias
(MACGOWAN; MACNAUGHTON, 2017; TORRES-BARCELO, 2018). Essa transferéncia
pode ocorrer por varios mecanismos, incluindo a transferéncia horizontal de genes (HGT), que
envolve a transferéncia de material genético entre diferentes células bacterianas. Existem trés
mecanismos classicos de HGT: conjugacdo (transferéncia por contato direto, como a
transferéncia de plasmideos e outros elementos conjugativos por meio de um pilus conjugativo),
transformagao (captacdo de DNA do ambiente) e transducao (dependente de bacteriofagos),
que permitem a transferéncia de material genético. Além dos mecanismos classicos, 0 DNA
tem outras rotas de transferéncia entre bactérias, por exemplo por meio de vesiculas de
membrana (ARNOLD; HUANG; HANAGE, 2022; COLLETT et al., 2020; IBRAHIM et al.,
2019a; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2016; REYGAERT, 2018).

2.5.2 Desinfetantes

A emergéncia da resisténcia a antimicrobianos e bactérias multirresistentes levanta a
necessidade de identificar alternativas que possam substituir o seu uso. Dentre essas
alternativas, os desinfetantes tém se destacado como uma das opg¢des mais eficazes e
amplamente utilizadas (MC CARLIE; BOUCHER; BRAGG, 2020).

O processo de desinfec¢ao compreende a aplicagdo de métodos fisicos ou quimicos para
eliminar microrganismos, especialmente aqueles com potencial patogénico presentes em
superficies de objetos ou no ambiente. No entanto, devido a sua praticidade, a utilizagdo de
agentes quimicos tem sido amplamente adotada. Diferentes tipos de agentes quimicos podem
ser empregados na desinfec¢do, incluindo acidos, alcalis, alcodis, aldeidos, halogénios, fenois
e compostos quaternarios de amonia. A sele¢do desses agentes baseia-se em seu espectro de
atividade, eficacia e capacidade de inativagdo pela matéria organica (MCVEY; KENNEDY;
CHENGAPPA, 2016).

Os desinfetantes representam uma alternativa vidvel para o controle do crescimento de
microrganismos em diversas areas, tais como induastria alimenticia, agroindustria,
estabelecimentos de satde, residéncias e na fabricacdo de produtos farmacéuticos (MC
CARLIE; BOUCHER; BRAGG, 2020; TONG et al., 2021). Na industria avicola, por exemplo,
alguns dos principais desinfetantes utilizados incluem o formaldeido, compostos de amdnio
quaternario (QACs), peroxido de hidrogénio e hipoclorito de sodio (BERMUDEZ; STEWART-
BROWN, 2003; JAENISCH; KUCHIISHI; COLDEBELLA, 2010).
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Assim como a resisténcia a antimicrobianos, a resisténcia aos agentes desinfetantes
pode ser classificada como intrinseca ou adquirida. A tolerancia intrinseca é uma propriedade
natural controlada cromossomicamente, o que significa que certas espécies bacterianas sao
menos suscetiveis a determinados desinfetantes em comparacdo a outras espécies. Ja a
resisténcia adquirida ¢ observada em certas cepas de bactérias que sdo menos suscetiveis a
certos antimicrobianos em comparagdo com a média da espécie bacteriana, e isso pode ocorrer
devido a alteragdes genéticas celulares ou a aquisi¢ao de elementos genéticos moveis exdgenos

contendo genes de resisténcia (CHEN et al., 2021; MC CARLIE; BOUCHER; BRAGG, 2020).

2.5.3 Transferéncia horizontal de genes mediada por bacteriofagos

Bacteriofagos, também conhecidos como fagos, sdo virus que infectam e se replicam
dentro de bactérias. Eles sdo as entidades bioldgicas mais abundantes na Terra e desempenham
um papel crucial na formag¢ao de comunidades microbianas e na evolucdo das populacdes
bacterianas. No entanto, estudos recentes destacaram o potencial dos fagos para transferir e
propagar genes de resisténcia a antibidticos, um fendmeno que pode ter consequéncias
significativas para a saide humana (CLOKIE et al, 2011; SIMMONDS; AIEWSAKUN,
2018).

Os fagos podem infectar bactérias como fagos liticos ou como fagos lisogénicos (Figura
1). Os fagos liticos se replicam dentro da célula hospedeira, levando a sua destrui¢ao e liberagao
de fagos descendentes. Em contraste, os fagos lisogénicos integram seu DNA no genoma do
hospedeiro e podem permanecer inativos por longos periodos sem causar lise. Durante esse
tempo, eles podem se replicar junto com o cromossomo hospedeiro e serem transmitidos

verticalmente para as células-filhas (HARADA et al., 2018; HOBBS; ABEDON, 2016).
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Figura 1 — Ciclos de Infec¢ao dos Fagos: No ciclo litico, a lise da célula hospedeira ¢ a unica
maneira de liberar as novas particulas virais. Ja no ciclo lisogénico, o acido nucleico do fago
recombina-se com o acido nucleico da bactéria, resultando na formacao de um profago. Este

profago se replica com o cromossomo hospedeiro e ¢ transferido verticalmente da célula

inicialmente infectada para suas células filhas durante a divisao celular.

i CICLO
LiTICO LISOGENICO

Fonte: elaborado pela autora

Embora os bacteriofagos tenham sido explorados como potenciais agentes de
biocontrole contra infec¢des bacterianas, estudos recentes levantaram preocupagdes sobre seu
impacto ndo intencional nas populagdes bacterianas. Uma dessas preocupacdes € o potencial
dos fagos para transferir inadvertidamente material genético, incluindo genes de resisténcia a
antibioticos, entre bactérias (ELOIS et al., 2023; ROGOVSKI et al., 2021; SCHNEIDER,
2021).

Estudos demonstram que os fagos lisogénicos carregam genes que codificam a
resisténcia a antibidticos e os transferem para bactérias suscetiveis por meio de um processo
chamado conversao lisogénica. Esse processo ocorre quando um fago lisogénico integra seu
DNA ao cromossomo hospedeiro, carregando consigo um gene de resisténcia a antibioticos. O
gene de resisténcia pode entdo ser expresso pela bactéria hospedeira e transferido
horizontalmente para outras bactérias por meio de elementos genéticos moveis, como
plasmideos ou transposons (BRUSSOW; CANCHAYA; HARDT, 2004; CANCHAYA et al.,
2003; HOBBS; ABEDON, 2016).
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2.6  Biofilmes

Em 1683, Antoni van Leeuwenhoek descreveu a presenca de biofilmes na matéria de
seus proprios dentes (HOIBY, 2017). Porém, foi a partir de 1970 que estudos foram
desenvolvidos visando entender a sua formagao (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

As bactérias podem viver de duas formas diferentes, no estado planctonico (flutuagdo
livre) ou no estado séssil (aderido a uma superficie). Quando no estado séssil, podem resistir ao
ataque imunoldgico do hospedeiro ¢ mostram-se mais resistentes aos antibidticos quando
comparadas com seu estado planctonico (KHATOON et al., 2018; LANDINI et al., 2010;
RUAN et al., 2021; SAUER et al., 2022).

O biofilme, termo atribuido por Bill Costerton em 1978, ¢ um agregado de
microrganismos de uma Unica espécie ou de diferentes espécies e géneros bacterianos,
envolvidos por uma matriz extracelular polimérica, que se desenvolvem e fixam-se em
superficies inertes ou organicas (BERLANGA; GUERRERO, 2016; DONLAN, 2002). A
maioria das bactérias em ecossistemas naturais € em infecgdes cronicas crescem em formato de
biofilme. Além da capacidade de adquirir elementos genéticos transmissiveis, as bactérias que
vivem em biofilmes também apresentam maior resisténcia a limpeza e saneamento (SKYBERG
et al.,2007).

A transi¢do das cé€lulas planctonicas para o biofilme ¢ regulada por uma variedade de
sinais ambientais e fisiologicos, como densidade celular bacteriana, disponibilidade de
nutrientes e estresse celular. Organismos unicelulares unem-se formando uma comunidade que
esta ligada a uma superficie solida e coberta por uma matriz de exopolissacarideos
(SATPATHY et al., 2016).

O processo de formacdo do biofilme (Figura 2) envolve cinco estagios: (I) aderéncia
inicial e reversivel das bactérias planctonicas a superficies. Diversos fatores fisicos e quimicos
influenciam esta etapa, como a natureza da superficie, a disponibilidade de nutrientes e a
presenca de outras células bacterianas. Durante essa etapa, os microrganismos se aderem a
superficie por meio de interacdes quimicas e fisicas, como a formacao de ligacdes de hidrogénio
e interagdes de Van der Waals; (II) transicdo da aderéncia reversivel para a irreversivel,
mediada por adesinas e/ou por produgao de substancias poliméricas extracelulares (EPS) pela
bactéria; (III) as células adsorvidas a superficie se multiplicam e ocorre desenvolvimento inicial
da arquitetura do biofilme, a matriz extracelular produzida pelos microrganismos comega a se
tornar mais complexa e a se acumular; (IV) as bactérias comegam a se agrupar e formar

microcoldnias dentro do biofilme maduro e; (V) dispersdao de células do biofilme para o
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ambiente ao redor, com retorno ao estado planctonico e possibilidade de colonizagdo de novo

ambiente (STOODLEY et al., 2002).

Figura 2— Processo de formagao do biofilme.
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Fonte: elaborado pela autora

Diversos estudos investigam a composi¢ao de biofilmes que se formam na superficie de
equipamentos utilizados em diferentes industrias alimenticias (KUMAR; ANAND, 1998; SHI;
ZHU, 2009). No setor da industria e producdo animal, a formacao de biofilmes pode resultar
em problemas como incrustacdes e contamina¢do de bebedouros, bem como na cadeia de
producao de alimentos, devido ao risco de contaminagdo cruzada, representando uma ameaga a
saude do consumidor. Além disso, os biofilmes podem servir como reservatorios de resisténcia
aos antimicrobianos, uma vez que a matriz protetora favorece a transferéncia horizontal de
genes (BERLANGA; GUERRERO, 2016; NEWMAN et al., 2021).

Alguns genes (icmF, upaB, ibeA, epcA, waal, ychO e yfc) associados a capacidade de
formagao de biofilme ja foram identificados em APEC, porém os mecanismos exatos de

formagao desses biofilmes ainda ndo foram completamente elucidados (NOLAN et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar Escherichia coli patogénica avidria (APEC) em frangos de corte do plantel

brasileiro e caracterizar APEC oriunda de fémures dos frangos.

3.2 Objetivos especificos

I. Isolar e determinar a prevaléncia de Escherichia coli em frangos de corte da
producao brasileira;

II. Caracterizar molecularmente Escherichia coli oriundas dos fémures dos frangos de
corte da produgdo brasileira;

III. Avaliar a capacidade de producao de biofilme dos isolados de Escherichia coli;

IV. Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia dos isolados de Escherichia coli frente a
diferentes classes de antimicrobianos;

V. Determinar por meio de sequenciamento genoma completo a espécie dos isolados,
o sorogrupo dos isolados, presenga de genes de viruléncia e presenga de genes de resisténcia a

antimicrobianos, incluindo genes relacionados a bacteriofagos.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras

Todas as amostras foram obtidas a partir do projeto “Rastreabilidade e caracterizagdo
de patégenos entéricos e respiratérios na avicultura brasileira com foco em Saiide Unica”
(Termo de convénio UFSC: 23080.051764/2020-78). Carcagas de aves de corte (Gallus gallus
domesticus) necropsiadas a campo para inspecao de rotina foram cedidas para o presente estudo
por granjas produtoras de aves no Brasil. Um total de 100 lotes foram avaliados no Brasil, sendo
as coletas realizadas entre os meses de agosto ¢ novembro de 2021. As amostras foram
provenientes dos estados do Parana (n=30), Santa Catarina (n=15), Rio Grande do Sul (n=15),
Sao Paulo (n=10), Minas Gerais (n=10) e Ceara (n=20). Os estados que participaram do estudo
representam aproximadamente 80% da producdo de carne de frango no Brasil (ABPA, 2023).

Os lotes foram selecionados com base no historico de problemas respiratdrios e as aves
necropsiadas tinham entre 13 e 32 dias de idade. Além do histérico, alguns dos lotes
apresentavam sinais clinicos respiratorios como espirros, ronqueira ¢ corrimento nasal. No
momento da coleta realizou-se a anamnese de todos os lotes, junto da avaliagdo clinica do lote.

Para cada lote coletou-se dez swabs nasotraqueais, trés figados, trés bagos e trés
fémures. De imediato, logo apds as coletas, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de
Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foram
recepcionadas e processadas.

A Figura 3 apresenta o desenho experimental do estudo, compondo o fluxograma de

atividades.
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Figura 3— Desenho experimental das atividades do presente estudo, considerando: (a) Coleta

amostral, isolamento de colonias caracteristicas de Escherichia coli (fermentadoras de

lactose em agar MacConkey) de swabs nasotraqueais, figado, baco e fémures e

armazenamento dos isolados em biobanco; b) Caracterizacao dos isolados de fémures por

PCR qualitativa para identificacdo e confirmacdo de APEC, teste de sensibilidade a

antimicrobianos, avaliagdo da capacidade de formacao de biofilme in vitro e sequenciamento

de genoma completo.
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Fonte: elaborado pela autora

Para o processamento, os swabs nasotraqueais foram suspensos em PBS 1x (cloreto
de sodio (NaCl) - 137 mM; cloreto de potassio (KCI) - 2,7 mM; fosfato de sdédio dibasico
(Na2HPO4) - 10 mM; fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) - 1,8 mM). Os fémures foram

processados em cabine de seguranca biologica de forma asséptica, realizou-se o corte da cabega

do fémur e a coleta da medula 6ssea com swab, que foi suspenso em PBS 1x. Figados e bagos

foram individualmente lavados com PBS 1x, pesou-se 2g de cada 6rgdo e este volume do
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material foi macerado/picoteado. Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C na sala de

criopreservacao do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFSC.

4.2  Isolamento de Escherichia coli

Para o isolamento de E. coli, os swabs nasotraqueais, swabs dos fémures, figados e
bacos foram inoculados em placas de agar MacConkey (KASVI, Espanha), e incubados a 37
°C por 24 horas. Colonias tipicas de E. coli (coldnias rosadas, precipitadas) foram isoladas,
repicadas e armazenadas em repositério e biobanco, em caldo Luria Bertani (LB) (KASVI,
Espanha) com glicerol (5:1), e mantidos a -80 °C para posterior extragdo do DNA genomico

(OLIVEIRA et al., 2009).

4.3 Identificagdo de E. coli por MALDI-TOF

Os isolados caracteristicos de E. coli em 4dgar MacConkey, provenientes de swab
nasotraqueal, figado e bago foram enviados ao Instituto de Microbiologia Paulo de Gées (UFRJ)
para a realizacdo da técnica Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time-of-Flight
(MALDI TOF) Mass Spectrometry (MS), para a identificacdo das espécies. Esta técnica
caracteriza as moléculas pela medida da relacdo massa/carga (m/z) de espécies ionizadas em
fase gasosa, e pode ser utilizada para a pesquisa e identifica¢do de proteinas e peptideos ou na
identificacdo taxondmica de microrganismos, por exemplo (DAVIES et al., 2022; SANDRIN;
GOLDSTEIN; SCHUMAKER, 2013; SENG et al., 2009).

A preparagdo da amostra para analise utilizando MALDI-TOF-MS envolve a mistura
de proteinas ou peptideos com uma matriz de absor¢do de luz, geralmente um composto
organico, depositado em um alvo de metal e submetido ao vacuo para remover o ar. Um laser
¢ utilizado para ionizar as moléculas da amostra, gerando ions carregados positivamente, os
quais sdo acelerados por um campo elétrico e separados conforme a sua relagdo m/z em um
espectrometro de tempo de voo (TOF). A detecg¢do dos ions gerados ¢ realizada por meio de
um detector que gera um espectro de massa que pode ser usado para identificar as proteinas e
peptideos presentes na amostra por comparagdo com bancos de dados de espectros de massa
previamente identificados (SANDRIN; GOLDSTEIN; SCHUMAKER, 2013).

Utilizou-se o equipamento Microflex LT (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemanha). As amostras foram preparadas por transferéncia direta estendida da seguinte forma:

colonias bacterianas foram colhidas e depositadas (em duplicata) nos alvos de uma placa de aco
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polido, sendo aplicado 1ul de acido férmico a 70% (v/v), e apos a secagem, 1pul da solucao
matriz (HCCA alfa-ciano-4-hidroxicinamico). Para obtencao dos dados, foram realizados dois
experimentos independentes para cada amostra. Além disso, foi utilizada a cepa DHS5a de
Escherichia coli como padrao para calibracdo e espectro de referéncia do equipamento. O
processamento dos espectros das proteinas entre 2 ¢ 20 kDa foi obtido através do software
flexControl versao 3.4 (Bruker Daltonics, EUA) e comparado com os espectros presentes no
pacote MBT 7854 MSP Library do software MALDI Biotyper versao 3.1 (Bruker Daltonics).
Os parametros utilizados para interpretacdo dos resultados da identificagdo por meio de
MALDI-TOF foram os seguintes: a) A identifica¢do da espécie foi considerada como altamente
provavel quando a pontuagdo foi de 3.000 a 2.300; b) A identificagdo em nivel de género foi
considerada segura e de espécie considerada provavel quando a pontuagado foi de 2.299 a 2.000;
¢) A identificagdo apenas em nivel de género foi considerada provavel quando a pontuagdo foi
de 1.999 a 1.700; d) A identificacdo foi classificada como ndo confiavel quando a pontuagao

foi < 1.699.

4.4 Identificagdo e confirmagao de APEC

Para a realizagdo da reacdo de PCR qualitativa, antibiogramas, teste de biofilme e
sequenciamento completo, optou-se em utilizar os fémures, pois estes foram encaminhados
integros ao LVA, minimizando, assim, as possibilidades de contaminag¢do da medula 6ssea.
Ademais, h4d uma elevada probabilidade de que os isolados sejam altamente patogénicos, por
estarem circulando em fémur.

A extragdo de DNA genomico foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio
adaptado (WILSON, 2001). Foi realizado crescimento das colonias criopreservadas em caldo
LB por 6 horas a 37 °C, em seguida foi realizado o cultivo em dgar MacConkey, e incubou-se
por 24 horas a 37 °C. Uma coldnia foi selecionada e inoculada, novamente, em 25 mL de caldo
LB por 18 horas. Apos a incubagdo, foi realizada a centrifugacao (700 xg x 10 minutos), o
sobrenadante foi descartado e o pellet (sedimento) foi lavado 2 vezes em PBS 1x pH 7,2. Foi
realizada nova centrifugacdo, separando o pellet em um microtubo. Para a lise da amostra, o
pellet foi suspenso em 200 pL de tampao de lise (10mM Tris HCI pH 7,4, 10mM NaCl, 25mM
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) pH 8, 1% dodecil sulfato de sodio (SDS)), adicionou-
se 26,2 puL de Proteinase K e incubado em termobloco a 56 °C por 30 minutos. Para a extragao
do DNA, adicionou-se igual volume de fenol equilibrado, foi homogeneizado por inversao,

centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 Xg a temperatura ambiente. A fase aquosa foi
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transferida para um novo microtubo e adicionou-se 0 mesmo volume de uma solug¢do Fenol-
Cloroférmio (1:1), foi homogeneizado por inversdo, centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 xg
a4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e adicionou-se igual volume de
cloroférmio, foi homogeneizado por inversao e centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 xg a 4
°C. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, adicionou-se a cada tubo 2,5x o
volume total de etanol 100% gelado. Os microtubos foram mantidos a —20 °C por 1 hora. Em
seguida, foram centrifugados por 30 minutos a 14.000 xg a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% gelado, e centrifugado por 10 minutos
a 14.000 xg a 4 °C. O pellet foi seco em termobloco a 37 °C. Por fim, o pellet foi suspenso em
50 puL de 4gua DNase-, RNase-free. O DNA foi quantificado por meio de densidade optica em
espectrofotometria pelo aparelho NanoVue ™ e armazenado a -20 °C.

Conforme descrito por Johnson et al. (2008), para a reagdo em cadeia da polimerase
convencional (PCR), os genes (iroN, ompT, hlyF, iss e iutA) foram utilizados como os
preditores de viruléncia minima de APEC (Tabela 1). Os reagentes para a amplificagdo dos
cinco alvos génicos foram utilizados nas seguintes concentragdes: cloreto de magnésio 2 mM,
desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP) 0,25 mM, 0,3 uM de cada iniciador, 1 U de Taq
DNA polimerase GoTag® DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA), tampao 1x Green
GoTaq® Reaction Buffer (Promega, Madison, WI, EUA), 3 uL de amostra e dgua ultrapura
estéril para completar 25 pL. As reagdes foram realizadas em termociclador (TECHNE
Flexigene), utilizando os seguintes parametros de ciclagem: 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos de
94 °C por 30 segundos, 63 °C por 30 segundos, 68 °C por 3 minutos; e um ciclo final de 72 °C
por 10 minutos (JOHNSON et al., 2008). Como controle positivo utilizou-se uma cepa APEC,
positiva para os cinco genes, gentilmente fornecida pelo Dr. Jorge Augusto Petroli Marchesi do
MercoLab Laboratérios LTDA.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel horizontal de agarose a 1%,
utilizado GelRed como agente intercalante de DNA. Os tamanhos dos amplicons foram
determinados por comparacdo com o marcador de peso molecular low molecular weight

(LMW).
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Tabela 1 — Gene alvo, sequéncia dos iniciadores, tamanho dos fragmentos amplificados e

referéncia bibliografica.

Gene Sequéncia do iniciador Tamanho do Referéncia
alvo amplicon
iroN F 5-~AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG -3' 667 pb (RODRIGUEZ-
R 5'-GATCGCCGACATTAAGACGCAG -3' SIEK et al., 2005)
ompT | F5'- TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT -3' 496 pb (JOHNSON et al.,
R 5'- TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC -3' 2008)
hlyF F 5'- GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC -3' 450 pb (JOHNSON et al.,
R 5'- GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG -3' 2008)
iss F 5'- CAGCAACCCGAACCACTTGATG -3' 323 pb (RODRIGUEZ-
R 5'- AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA -3' SIEK et al., 2005)
iutA F 5'- GGCTGGACATCATGGGAACTGG -3' 302 pb (JOHNSON et al.,
R 5'- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG -3' 2008)

Fonte: elaborado pela autora

4.5 Avaliacdo da capacidade de formacido de biofilme pelos isolados de fémures

O procedimento foi adaptado a partir de trabalhos anteriores que avaliaram a formagao
de biofilmes (NIELSEN et al., 2018; SKYBERG et al., 2007). Foi realizado o cultivo dos
isolados em 4agar MacConkey, e incubou-se por 24 horas a 37 °C. Trés colonias foram
selecionadas e inoculadas em 2 mL de caldo LB e incubadas por 16 horas a 37 °C. Em seguida,
2 pL de in6culo foram adicionados a 198 pL. de caldo LB em cada poco de uma placa de
microtitulagdo de 96 pogos. Foram utilizados trés pogos por isolado, trés po¢os como controle
positivo, utilizando a cepa de E. coli ATCC 25922, e trés pogos como controle negativo (sem
crescimento), contendo apenas o caldo nao inoculado. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas sem agitagdao. Apods 24 horas de crescimento, realizou-se a leitura de densidade optica
(DO) em espectofotometro (Thermo Scientific® Multiskan GO) a 600nm. Em seguida, o caldo
foi descartado e os pocos foram lavados suavemente trés vezes com agua. ApoOs a secagem,
adicionou-se 200pL de metanol por pogo, e incubou-se por 20 minutos. Apds a lavagem com
agua, as placas foram coradas por 10 minutos com 200 puL de solugao de cristal violeta 0,1%.
Apos a coloracdo, as placas foram lavadas trés vezes com agua e secas ao ar por uma hora. Por
fim, a ressolubilizacdo foi realizada adicionando-se 200 puL de acido acético glacial a 33%. A
formacao de biofilme foi quantificada por meio da mensuracdo da DO em espectrofotdmetro a
600 nm (NIELSEN et al., 2018; SKYBERG et al., 2007). Todos os testes foram realizados em

triplicata, e a média dos resultados foi calculada.
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Apos a leitura, a densidade dptica da amostra (DOa) foi obtida calculando-se a média
aritmética das absorbancias dos trés pocos. Esse valor foi comparado a trés desvios padrao
acima da média das absorbancias do controle negativo (DOcn). Com base nessa comparagao,
as cepas foram classificadas em quatro categorias diferentes: A) ndo produtora de biofilme
(DOa < DOcn); B) fraco produtor de biofilme (DOcn < DOa < 2 x DOcn); C) moderado
produtor de biofilme (2 X DOcn < DOa <4 x DOcn); e D) forte produtor de biofilme (4 x DOcn
<DOa) (STEPANOVIC et al., 2000).

4.6 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O método de difusao com discos foi utilizado para realizar o teste de sensibilidade a
antibioticos, utilizando a metodologia de Kirby e Bauer (KB) (BAUER ef al., 1966). Foram
testados onze antibidticos (Laborclin): Acido Nalidixico (30 pg), Ampicilina (10 pg),
Azitromicina (15 pg), Ceftiofur (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Enrofloxacina (5 pg),
Gentamicina (10 pg), Lincomicina/Espectinomicina (109 pg), Nitrofurantoina (300 pg),
Norfloxacina (10 pg) e Sulfazotrim (25 pg). As cepas isoladas foram inoculadas em tubos
contendo caldo LB e incubadas a 37° C por 18 horas. Apos a incubagdo, as culturas diluidas
foram semeadas com auxilio de swabs estéreis em placas contendo agar Mueller-Hinton
(HIMEDIA, India). Os discos antimicrobianos foram adicionados e as placas foram incubadas
por 18 horas a 37 °C. As placas foram lidas medindo-se o didmetro dos halos de inibicdo,
usando uma régua milimetrada. Um padrao de resisténcia de halo foi considerado segundo os
documentos VETO1S Padrdes de Desempenho para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos
com Discos e Diluicdo para Bactérias Isoladas de Animais, 6 Edigdo e M100 Padrdes de
Desempenho para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos, 33* Edi¢do estabelecidos pelo

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2023a, 2023b).

47 Sequenciamento de genoma completo

Para o sequenciamento, as bibliotecas de DNA gendémico foram preparadas com o kit
[llumina DNA Prep - Nextera (Illumina, Inc., San Diego, EUA) e quantificadas com o Collibri
Library Quantification Kit (Invitrogen Inc., Carlsbad, California, EUA), conforme as
recomendagdes do fabricante. Um sistema Nextseq (Illumina) foi usado para gerar leituras

brutas com base em 300 ciclos, sequenciamento paired-end (2 x 150 pb reads).
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Os dados brutos obtidos da plataforma MiSeq (Illumina) foram processados usando o
escore de qualidade Phred (Q score). As leituras com Q menor que 20 foram removidas das
analises. Adaptadores ou segmentos de sequéncias com qualidade ruim também foram
descartados.

Apo6s o QC, a montagem do genoma foi realizada usando o pipeline proprietario da
empresa, oneshotWGS v1.9. O OneshotWGS v1.9 reune um conjunto de ferramentas de
bioinformatica comumente utilizadas pela comunidade cientifica. Um desses programas ¢ a
montagem A5, que processa etapas adicionais para ajuste do adaptador, filtragem de qualidade
e correcao de erros para gerar scaffolds (COIL; JOSPIN; DARLING, 2015). Ao final das etapas
de montagem, os segmentos quiméricos foram removidos (melhor montagem). As estatisticas
de montagem (scaffolds totais, percentual de contetido de GC, N50, L50, etc) foram realizadas
utilizando o software QUAST (GUREVICH et al., 2013).

Os dados de sequenciamento e montagem do genoma foram depositados no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sob o nimero de acesso do
Bioproject (PRINA917297).

A anotacdo do genoma foi realizada no sofiware Prokka (SEEMANN, 2014). Para esta
etapa, foram utilizados bancos de dados proprietarios customizados. Esses bancos de dados
eram compostos de sequéncias de genes curadas obtidas de bancos de dados publicos, como
Pfam, GenBank, nt/nt, etc. Um protocolo semelhante foi aplicado para genes de viruléncia e
resisténcia.

As caracteristicas das sequéncias dos genomas dos 63 isolados de E. coli sequenciados

encontram-se na tabela do APENDICE A.

4.8 Analise in silico

4.8.1 Confirmacao de espécie

Foi realizada a confirmagao in silico da espécie e utilizada a melhor montagem para o
processo de identificacdo da espécie, implementada pelo moéddulo pipeline da empresa,
neogSpecies. Este modulo foi escrito em linguagem Python e aplicou-se uma anélise de
Average Nucleotide Identity (ANI) para estimar as espécies do genoma (cutoff: 97%). O método
ANI ¢ o método padrao para definir uma espécie procariotica (RICHTER et al., 2016).
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4.8.2 Identificacdo de sorogrupo

A determinacdo do sorogrupo foi realizada utilizando todos os dados de
sequenciamento do genoma da amostra e o programa Sorotypefinder 2.0
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4508402/) foi usado para predicdo do

SOrogrupo.

4.8.3 Deteccao de genes de viruléncia

A partir dos dados obtidos no sequenciamento de genoma completo, foi realizada a
predicdo de genes de viruléncia utilizando o programa virulencefinder 2.0

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24574290/) com minimo de identidade de 90%.

4.8.4 Deteccao de genes de resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes

A presenca de genes de resisténcia antimicrobiana foi avaliada com os dados de
sequenciamento completo do genoma das amostras, utilizando o programa Abricate 1.0.1
(https://github.com/tseemann/abricate), com a versao do banco de dados Resfinder (2022-maio-
24) com cobertura minima e identidade de 80% (ZANKARI et al., 2012).

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Jamovi versao 2.3.28. O teste
qui-quadrado foi aplicado para permitir a comparacao de resisténcia antimicrobiana fenotipica,
genes de resisténcia antimicrobiana e capacidade de formacdo de biofilme, utilizando a

comparagdo de Pearson, com p < 0.05 indicando significancia estatistica.
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5  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Historico dos lotes

Dos lotes analisados, 61% apresentaram histérico de problemas respiratdrios,
septicemia e/ou mortalidade. Durante a coleta amostral, 42% dos lotes exibiram sinais clinicos
respiratorios, como estertores, espirros, secrecdo e corrimento nasal, alargamento do seio
infraorbitario e cabec¢a inchada.

Entre os lotes provenientes dos estados da regido Sul, 13,3% utilizaram antibioticos
durante a fase de alojamento das aves. Os farmacos utilizados foram ciprofloxacina,
sulfaclorpiridazina+trimetoprim e florfenicol. Na regido Sudeste, apenas um lote (5%)

apresentou sinais clinicos, sendo tratado com ciprofloxacina no dia da coleta.

5.2 Isolamento de E. coli

Em um total de 100 lotes aviarios foram coletadas 1000 amostras respiratorias, 300
amostras de fémur, 300 amostras de bago e 300 amostras de figado de aves/carcagas

necropsiadas e avaliadas quanto a presenca de E. coli (Figura 4).

Figura 4 — Colonia tipica de E. coli isolada em agar MacConkey.

Fonte: elaborado pela autora
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A Tabela 2 resume as positividades e a prevaléncia de colonias caracteristicas de E. coli por

estado conforme a amostra analisada.

Tabela 2 — Resultados da frequéncia de coldnias caracteristicas de E. coli em amostras de aves

de corte produzidas no Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais

e Ceara.
Estado da Swab Respiratorio Figado Baco Fémur
Federacao (%/N) (%/N) (%/N) (%/N)
PR 100% (30/30) 86% (26/30) 83% (25/30) 73% (21/30)
SC 60% (9/15) 53% (8/15)  73% (9/15)  46% (6/15)
RS 80% (12/15) 80% (12/15) 46% (6/15)  60% (9/15)
SP 30% (6/10) 80% (7/10)  80% (3/10)  70% (9/10)
MG 90% (9/10) 100% 100% 100%
(10/10) (10/10) (10/10)
CE 100% (20/20) 40% (8/20)  45% (9/20)  50% (10/20)

Fonte: elaborado pela autora

Dos swabs nasotraqueais obteve-se um total de 86 isolados de E. coli, do figado e baco
tem-se 71 e 62 isolados de E. coli, respectivamente. Nos fémures obteve-se um total de 65

isolados de E. coli.

5.3 MALDI-TOF para confirmagio de espécie

Utilizando os programas MALDI Biotyper (eDT), os isolados obtidos de swab naso-
traqueal, figado e bago foram analisados. Dos 86 isolados obtidos dos swabs, 88,37% foram
identificados como Escherichia coli, 3,94% dos isolados foram identificados como
Enterobacter hormaechei. Dos 71 isolados de figado, 87,32% foram identificados como

Escherichia coli, 1,4% foram identificados como Enterobacter hormaechei, 3,22% como
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Leclercia adecarboxylatae 1,40% como Enterobacter cancerogenus. Ja dos 62 isolados obtidos
de bago, 88,70% foram identificados como Escherichia coli ¢ 1,81% como Enterobacter
hormaechei. Ao todo, ndo foi possivel realizar a identificacao de 7 isolados de swab, 5 de figado
e 6 de baco. Todas as espécies identificadas, Escherichia coli, Enterobacter hormaechei,
Leclercia adecarboxylata e Enterobacter cancerogenus, sao pertencentes a familia

Enterobacteriaceae.

5.4 Confirmacao molecular de APEC

Um total de 65 isolados caracteristicos de E. coli foram obtidos dos fémures. Destes, 63
isolados foram selecionados e submetidos ao sequenciamento de genoma completo. Por meio
do sequenciamento, os 63 (100%) isolados foram identificados como Escherichia coli.

Por meio da PCR qualitativa, dos 63 isolados de E. coli, 58 (92%) apresentavam entre
trés e cinco dos genes considerados preditores minimos de viruléncia para cepas APEC,
estabelecendo, assim, sua confirmagdo como APEC (Figura 5). Comparativamente, na Polonia,
um estudo demonstrou que 43% de todas as cepas testadas foram caracterizadas como APEC,
no norte do Egito 51,85% desses lotes foram positivos para APEC enquanto no Nepal 90% dos
1solados de colibacilose foram identificados como APEC (AWAD et al., 2020; SUBEDI et al.,
2018; WILCZYNSKI et al., 2022).
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Figura 5 — Imagem fotografica de gel de agarose a 1% demonstrando os cinco preditores
minimos de viruléncia de APEC, utilizando o marcador de PM (peso molecular) LMW e

os genes iroN (667 pb), ompT (496 pb), hiyF (450 pb), iss (323 pb) e iut4 (302 pb); C-

(controle negativo); C+ (controle positivo).

Fonte: elaborado pela autora

Dos 63 isolados analisados, 40 (63,4%) apresentaram os cinco genes, 14 (22,2%)
apresentaram quatro genes, quatro (6,3%) apresentaram trés genes e quatro (6,3%)
apresentaram entre um e dois genes. Dos isolados APEC, 96,5% apresentavam os genes ompT
e o gene iss, 93,1% hlyF, 94,8% o gene iutA e 89,6% iroN. Outros estudos realizados no Brasil,
com galinhas e perus, descreveram valores semelhantes, nos quais a prevaléncia de APEC nos
isolados foi de 58,6% e 84,34%. A frequéncia génica foi de 98,8% para iroN, 96,3% para iss,
iutA 81,5%, hlyF 100% e 100% para ompT, 92,5% para iroN, iss 92,5%, iutA 92,5%, hiyF 100%
e 100% para ompT, respectivamente (DE CARLI et al., 2015; HOEPERS, 2016). Enquanto
Awad et al. (2020) encontrou os genes iss (93,3%) e iutA (46,6%).

E importante ressaltar que o uso dos cinco genes de viruléncia isoladamente néo é capaz

de determinar a capacidade de viruléncia das cepas. Johnson e colaboradores (2022)
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propuseram correlacionar a presenca dos dois marcadores plasmidiais APEC hlyF e ompT, que
estdo entre os plasmideos mais conservados, associados a tipagem de sequéncia multilocus
(MLST) ou sorogrupo, para identificar cepas APEC altamente virulentas (JOHNSON et al.,
2022). Neste estudo, os isolados foram obtidos do fémur, 6rgdo naturalmente asséptico, até
porque indica o potencial da bactéria ser altamente patogénica, pois para atingir o fémur, o
agente tinha capacidade de atingir a corrente sanguinea. Aliado a isso, foi utilizada a triagem
por PCR com os cinco genes estabelecidos por Johnson et al. (2008), associado a identificagao

dos sorogrupos desses isolados.

5.5 Avaliag¢do da capacidade de formagdo de biofilme pelos isolados de fémures

A capacidade de formagao de biofilmes ¢ um dos principais fatores de viruléncia de
diferentes espécies bacterianas, ja que atua como fonte de nutrientes e auxilia na prote¢ao contra
diversos fatores, como dessecacdo, agentes antimicrobianos ¢ desinfetantes. A matriz
extracelular pode atuar como uma barreira fisica, impedindo a penetragdo eficaz de
antimicrobianos. Além de permitir a transferéncia horizontal de genes de resisténcia
(SHARMA et al., 2016). Dos isolados testados, 71,43% demonstraram a capacidade de formar
biofilme, destes, 57,14% foram classificados como fracos formadores de biofilme, 12,70%
foram classificados como moderados formadores € 1,59% como fortes formadores de biofilme.
Enquanto 28,57% dos isolados ndo formaram biofilmes. A Figura 6 demonstra os dados

descritos acima.



53

Figura 6 — Distribui¢do dos isolados de acordo com a capacidade de formagao de biofilme.

B 1.59% Forte produtora

[l 57.14% Fraca produtora
O 28.57% Nao produtora

Fonte: elaborado pela autora

Em estudo desenvolvido na Republica Tcheca, 68% dos isolados demonstraram
capacidade de formacao de biofilme, sendo 22% forte formadores, 21% moderado e 25% fracos
produtores de biofilme (PAVLICKOVA et al., 2017). Rodrigues et al. (2019) analisaram 238
APEC isolados oriundos de cama de frango, lesdes de celulite e doengas respiratdria, destes,
55,8% foram classificados como produtores de biofilme, 63,8% isolados APEC eram
produtores moderados a fortes, enquanto 17 (36,2%) isolados APEC eram produtores fracos a
nao produtores. Grakh et al. (2022) analisaram isolados de APEC e do ambiente, destes 63,8%
isolados APEC eram produtores moderados a fortes de biofilme e 36,2% dos isolados APEC
eram produtores fracos a ndo produtores. Ao contrario do encontrado neste trabalho, em que a
maioria dos isolados € fraco formador de biofilme, Newman et al. (2021) descreveu que 16,39%
dos isolados de aves com colibacilose foram classificados como fortes formadores de biofilme,

40,98% como moderados, 37,7% como fracos € 4,91% como ndo formadores de biofilme.

1 12.70% Moderada produtora
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5.6 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para este estudo, foram selecionados os antibioticos mais amplamente utilizados na
avicultura, sendo que alguns destes sao utilizados no tratamento de seres humanos, como a
ceftriaxona, nitrofurantoina e o sulfazotrim.

Os didgmetros obtidos (APENDICE B) foram comparados com os pontos de corte
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023a, 2023b). Os
indices de resisténcia geral encontrados (Figura 7) foram de 66,67% para Ampicilina, 7,94%
para Azitromicina, 44,44% para Ceftriaxona, 44,44% para Ceftiofur, 39,68% para
Enrofloxacina, 30,16% para Gentamicina, 19,95% para Lincomicina/Espectinomicina, 69,84%
para Acido Nalidixico, 7,94% para Nitrofurantoina, 14,29% para Norfloxacina e 42,86% para

Sulfazotrim.

Figura 7 — Resisténcias apresentadas pelos 63 isolados frente aos antimicrobianos testados,
onde: Acido Nalidixico (NAL), Ampicilina (AMP), Azitromicina (AZI), Ceftiofur (CFT),
Ceftriaxona (CRO), Enrofloxacina (ENRO), Gentamicina (GEN),
Lincomicina/Espectinomicina (LIN/SPT), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina (NOR) e
Sulfazotrim (SUT).
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Na regido Sul (Figura 8), as taxas de resisténcia encontradas para os isolados de E. coli
foram de 64,71% para Ampicilina, 2,94% para Azitromicina, 47,06% para Ceftriaxona, 47,06%
para Ceftiofur, 32,35% para Enrofloxacina, 23,53% para Gentamicina, 14,71% para
Lincomicina/Espectinomicina, 61,76% para Acido Nalidixico, 2,94% para Nitrofurantoina,

8,82% para Norfloxacina e 26,47% para Sulfazotrim.

Figura 8 — Resisténcias apresentadas pelos isolados dos estados da regido Sul frente aos
antimicrobianos testados, onde: Acido Nalidixico (NAL), Ampicilina (AMP), Azitromicina
(AZI), Ceftiofur (CFT), Ceftriaxona (CRO), Enrofloxacina (ENRO), Gentamicina (GEN),
Lincomicina/Espectinomicina (LIN/SPT), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina (NOR) e

Sulfazotrim (SUT).
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Fonte: elaborado pela autora

Na regiao Sudeste (Figura 9), os resultados encontrados para os isolados de E. coli
indicam resisténcia & Ampicilina de 57,89%, 47,37% a Ceftriaxona, 47,37% ao Ceftiofur,
44,11% a Enrofloxacina, 26,32% a Gentamicina, 31,58% a Lincomicina/Espectinomicina,
68,42% ao Acido Nalidixico, 5,26% para Nitrofurantoina, 5,26% para Norfloxacina e 63,16%

para Sulfazotrim, todos os isolados foram sensiveis a Azitromicina.
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Figura 9 — Resisténcias apresentadas pelos isolados dos estados da regido Sudeste frente aos
antimicrobianos testados, onde: Acido Nalidixico (NAL), Ampicilina (AMP), Azitromicina
(AZI), Ceftiofur (CFT), Ceftriaxona (CRO), Enrofloxacina (ENRO), Gentamicina (GEN),
Lincomicina/Espectinomicina (LIN/SPT), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina (NOR) e
Sulfazotrim (SUT).

100-
< o
5 B . 3
(7} M~ M~ T
o < < (o]
% % ©
°= n
N
0O & 0 &
& G \;Q' oQ’ ,{32 >
¢ N
W
ANTIBIOTICOS

Fonte: elaborado pela autora

Na regido Nordeste (Figura 10), os indices de resisténcia encontrados para os isolados
de E. coli indicam resisténcia & Ampicilina de 70%, 30% para Azitromicina, 30% para
Ceftiofur, 30% para Ceftriaxona, 60% para Enrofloxacina, 40% para Gentamicina, 10% para
Lincomicina/Espectinomicina, 80% para Acido Nalidixico, 20% para Nitrofurantoina, 40%

para Norfloxacina e 40% para Sulfazotrim.
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Figura 10 — Resisténcias apresentadas pelos isolados dos estados da regido Nordeste frente
aos antimicrobianos testados, onde: Acido Nalidixico (NAL), Ampicilina (AMP),
Azitromicina (AZI), Ceftiofur (CFT), Ceftriaxona (CRO), Enrofloxacina (ENRO),

Gentamicina (GEN), Lincomicina/Espectinomicina (LIN/SPT), Nitrofurantoina (NIT),
Norfloxacina (NOR) e Sulfazotrim (SUT).
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Fonte: elaborado pela autora

Ao realizar o teste qui-quadrado (APENDICE C), encontrou-se associagdes
significativas (p < 0,05) entre a resisténcia fenotipica ao ceftiofur e ceftriaxona, acido
nalidixico, enrofloxacina e ampicilina. Entre o 4cido nalidixico, ampicilina enrofloxacina e
ceftriaxona. Entre norfloxacina e os antibidticos enrofloxacina e acido nalidixico. Entre a
enrofloxacina e o sulfazotrim.

Ceftiofur e ceftriaxona sao cefalosporinas de terceira geragao semelhantes em estrutura,
porém o primeiro ¢ amplamente utilizado na avicultura enquanto o segundo ¢ utilizado no
tratamento em humanos (FAN et al., 2021; WAGNER et al., 2011).

A resisténcia de Escherichia coli a diferentes classes de antimicrobianos tem sido
descrita. Cepas APEC sdo frequentemente resistentes a tetraciclinas, sulfonamidas, ampicilina

e estreptomicina. No entanto, esse perfil de resisténcia varia conforme a localizagao geografica
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e as caracteristicas das aves (KATHAYAT et al., 2021; NOLAN et al., 2020; RABELLO et
al., 2020).

Os antibidticos selecionados para o presente estudo sao os mais utilizados em aves, além
de serem utilizados para tratamento em humanos. Todos (100%) os isolados de E. coli sao
resistentes a, pelo menos, um antibidtico, apresentando diferentes perfis de resisténcia a
antibidticos e 60% das cepas apresentaram resisténcia a mais de trés classes de antibioticos,
sendo consideradas multirresistentes. No Brasil, taxas de multirresisténcia de 54,6%, 78,9%,
94,2% e 71%, respectivamente, foram observadas em APEC isolados de casos de aerossaculite,
celulite, em aves comerciais e isolados de carcagas de frango (BARBIERI et al., 2013;
BARROS et al., 2012; CARDOSO; TESSARI; LUCIANO, 2019; CYOIA et al., 2019). Em
outros paises, taxas de multirresisténcia de 100%, 80% e 81,1% (AFAYIBO et al., 2022;
RACEWICZ et al., 2022; THOMRONGSUWANNAKIIJ et al., 2022) ja foram descritas.

Quinolonas e fluoroquinolonas sdo as drogas de primeira escolha no tratamento de aves
e sdo amplamente utilizadas na avicultura. A maior taxa de resisténcia foi encontrada para o
acido nalidixico, que apresentou uma taxa de resisténcia de 69,84%, semelhante as taxas
descritas em outros estudos realizados no Brasil (CYOIA et al., 2019; KORB et al., 2015), e de
estudos realizado em frangos de corte na Coréia ¢ no sul da Tailandia (KIM et al., 2020;

THOMRONGSUWANNAKIJ et al., 2022).

5.7 Sorogrupos

O sequenciamento de genoma completo foi utilizado para determinar os sorogrupos de
E. coli. Foi possivel determinar o sorotipo de um total de 60 (92%) isolados, distribuidos em
40 sorogrupos (Figura 11). Os sorogrupos predominantes foram O128 e O53, ambos com
frequéncia de 6,8%. Os sorogrupos O78 e O16 ocorreram com frequéncia de 5,1%, enquanto
02, 025, 05, 0110, O71 e O109 ocorreram com frequéncia de 3,4%. Os demais sorogrupos

aparecem em menor frequéncia (1,7%).
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Figura 11 — Distribui¢ao dos isolados testados nos diferentes sorogrupos.
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Fonte: elaborado pela autora

Diferentes sorogrupos O foram associados a colibacilose, todavia os mais comuns
associados a esses casos, encontrados em diferentes estudos ao redor do mundo sdao 078, O2,
Ol1, 018, 035, 036, 0109, O115, O111 (MEHAT; VAN VLIET; LA RAGIONE, 2021;
NOLAN et al., 2020). No presente estudo a soma da prevaléncia destes sorogrupos mais
prevalentes representa um total de 18,7% dos isolados do presente estudo que foram
classificados.

Os sorogrupos 0128 e O53 nao sdao os mais associados a casos de colibacilose, porém
foram os mais prevalentes nos isolados analisados no presente trabalho. Trabalhos anteriores
caracterizaram isolados de frangos de corte com historico de sintomas respiratorios e
pericardite, peri-hepatite e aerossaculite como pertencentes ao sorogrupo O128 (CASALINO
et al.,2023; KHAFAGY; EID; MOHAMMED, 2019). Em outro estudo, que utilizou amostras
de aves com lesdes caracteristicas de colibacilose, 8,9% dos isolados avaliados pertenciam ao
sorogrupo O53 (KIM et al., 2020).

Tais dados demonstram a diversidade de sorogrupos das cepas APEC. Dentre os fatores
que podem influenciar a variagdo geografica desses sorogrupos, destacam-se a diversidade
genética das cepas bacterianas e a exposi¢do a diversas fontes de infeccio (MEHAT; VAN

VLIET; LA RAGIONE, 2021; NOLAN et al., 2020).
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5.8 Detec¢do e distribui¢do de genes associados a viruléncia

Assim como as demais Escherichia coli patogénicas, cepas APEC abrigam uma ampla
variedade de genes de viruléncia, que as distinguem de cepas comensais, dentre eles, os dez
mais frequentemente associados a cepas APEC sao iss, tsh, iroN, ompT, iutA, cvaC, hlyF, iucD,
papG allel (II/I1) e papC (OVI et al., 2023). Esses genes localizam-se em cromossomos ou
plasmideos, como os plasmideos ColV e ColBM. Os fatores de viruléncia comumente
associados a cepas APEC incluem adesinas, toxinas, mecanismos de aquisi¢ao de ferro,
invasinas e plasmideos (MEHAT; VAN VLIET; LA RAGIONE, 2021; NEWMAN et al., 2021,
NOLAN et al., 2020).

Os isolados sequenciados abrigavam de 4 a 27 genes de viruléncia e a prevaléncia dos
genes de viruléncia variou de 1,58% a 100%. Dos isolados sequenciados, 88% abrigavam ao
menos um gene relacionado a adesdo (eae, papA_F11, papA _F19, papA F20, papC, hra, iha,
IpfA e tsh). Enquanto 93,65% abrigavam ao menos um gene relacionado a sistemas de aquisi¢ao
de ferro (chuA, fyuA, ireA, irp2, iroN, iucC, iutA, sitA). Com relagdo aos fatores de resisténcia
ao soro, 96,82% dos isolados abrigavam ao menos um gene de viruléncia (iss, kpsE, kpsMII,
kpsMIII K98, kpsMII K1, kpsMII K5, neuC, ompT, traT). Todas os isolados abrigavam ao
menos um gene codificando toxinas (ast4, cma, cvaC, hiyE, hlyF, usp, vat). A Tabela 3 abrange

os genes de viruléncia encontrados e sua prevaléncia.

Tabela 3 — Prevaléncia de genes de viruléncia nos isolados de Escherichia coli.

Gene, operon ou Descricio Prevaléncia
regiio (%)
Adesinas
eae Intimin 1,58
papA_Fl1 Major pilin subunit F11 3,17

papA_F19 Major pilin subunit F19 1,58



papA_F20

papC

hra

iha

IpfA4

tsh

Invasinas

ibeA

Resisténcia ao soro

cvaC

kpsMIl

kpsMIIT_K98

kpsMII K1

kpsMII K5

Major pilin subunit F20

Pilus associated with pyelonephritis

Heat-resistant agglutinin

Adherence protein

Long polar fimbriae

Temperature-sensitive hemagglutinin

Invasion of brain endothelium

Structural genes of colicin V operon (Microcin ColV)

Capsule polysaccharide export inner-membrane protein

ABC-type polysaccharide/polyol phosphate export systems

permease;, Group 3 capsule

Polysialic acid transport protein;, Group 2 capsule

Polysialic acid transport protein, Group 2 capsule

Polysialic acid transport protein;, Group 2 capsule

11,11

23,80

69,84

12,69

60,31

34,92

1,58

30,15

11,11

4,76

1,58

1,58

3,17

61



neuC

traT

Sistemas de aquisi¢io

de ferro

chuA

fruAd

ired

irp2

iucC

SitA

Toxinas

astA

cma

hiyE

usp

vat

Polysialic acid capsule biosynthesis protein

Outer membrane protein complement resistance

Heme receptor gene (E. coli haem utilization)

Siderophore receptor

Siderophore receptor

Iron repressible protein (versiniabactin synthesis)

Aerobactin synthetase

Iron transport protein

EAST-1 heat-stable toxin

Structural gene for ColM activity

Avian E.coli haemolysin

Uropathogenic-specific protein (bacteriocin)

Vacuolating autotransporter toxin

3,17

82,53

41,26

31,74

20,63

31,74

53,96

61,90

39,68

23,80

77,77

3,17

15,87

62



Outros fatores de

viruléncia

air

pic

eilA

espA

espB

espl

espJ

etpD

etsC

capU

cha

cea

celb

cia

Enteroaggregative immunoglobulin repeat protein

Serin protease autotransporter

Salmonella HilA homolog

Type Il secretions system

Secreted protein B

Type Il secretion system

Prophage-encoded type 111 secretion system effector

Type 1l secretion protein

Putative type I secretion outer membrane protein

Hexosyltransferase homolog

Colicin B

Colicin E1

Endonuclease colicin E2

Colicin ia

63

12,69

17,46

12,69

1,58

1,58

1,58

1,58

1,58

73,01

1,58

3,17

17,46

4,76

30,15



cib

cif

gad

mchB

mchC

mchF

memA

nleAd

nleB

tecP

terC

tir

yfcV

Colicin ib

Type 11l secreted effector

Glutamate decarboxylase

Microcin H47 part of colicin H

MchC protein

ABC transporter protein MchF

Microcin M part of colicin H

Non-LEE encoded effector A

Non-LEE encoded effector B

Tir-cytoskeleton coupling protein

Tellurium ion resistance protein

Translocated intimin receptor protein

Fimbrial protein

17,46

1,58

100

1,58

1,58

23,80

1,58

1,58

1,58

1,58

100

1,58

6,34
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Fonte: elaborado pela autora

Os genes gad (Glutamate decarboxylase) e terC (Tellurium ion resistance protein)

foram detectados em 100% dos isolados.

O telurito, um oxianion do teltrio, € um elemento toxico para as bactérias devido a sua

capacidade oxidativa. Todavia, Escherichia coli mostra-se altamente resistente ao telurito,

dentre os genes associados a resisténcia, tem-se ferB, terC, terF, terX, terY3 (NGUYEN et al.,
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2021). Estudos anteriores descreveram a presenca do gene terC em todos os isolados analisados
(JONARE et al., 2023; TOFANI et al., 2022).

A glutamato descarboxilase (GAD) transforma o glutamato (Glu) € um préton em acido
y-aminobutirico (GABA) e didxido de carbono, com o piridoxal 5'-fosfato (PLP) atuando como
cofator (DE BIASE et al., 1999; HOU et al., 2018). O sistema gad ¢ um mecanismo comum
encontrado em bactérias que lhes permite sobreviver e se adaptar a ambientes acidos (HOU et
al., 2018). Tofani et al. (2022) descreveu a presenca do gene gad em 100% dos isolados
testados.

Para além dos cinco genes utilizados como preditores minimos, diversos estudos
descrevem outros genes que podem ser associados 8 APEC dentre eles iucD, hlyE, irp2, papC,
cvalevi e tsh (MEHAT; VAN VLIET; LA RAGIONE, 2021; OVI et al., 2023).

Genes que codificam adesinas estdo relacionados aos processos de adesdo, motilidade,
formacao de biofilme e a sobrevivéncia em macrofagos. Dos isolados, 69,84% abrigavam o
gene hra, 60,31% o gene Ipf4 e 34,92% o gene tsh. O gene pap foi detectado em 23,80%,
estudos anteriores descreveram a presenca do gene em 15% dos isolados sistémicos e 26% dos
isolados de celulite (DE OLIVEIRA et al., 2020).

A capacidade de resistir ao soro ¢ um dos fatores relacionados a cepas APEC, 96,82%
dos isolados abrigavam genes relacionados a resisténcia sérica, dentre eles 82,53% abrigavam
o gene traT, estudos anteriores detectaram o gene tral em 82% dos isolados sistémicos e
62,29% em isolados de casos de colibacilose, respectivamente (DE OLIVEIRA et al., 2020;
NEWMAN et al., 2021).

Genes relacionados a aquisi¢ao de ferro foram detectados em 59 isolados, dentre eles os
mais prevalentes foram chud (41,26%), fyud (31,74%), iucC (53,96%), irp2 (31,74%) e sitA
(61,90%). A presenca do gene fyud foi detectada em 32,78% dos isolados de casos de
colibacilose e 45% dos isolados sistémicos, respectivamente (DE CARLI et al., 2015;
NEWMAN et al., 2021).

O gene cvaC relaciona-se a producao de colicinas, e € comumente encontrado em cepas
extraintestinais virulentas, porém, diferente do descrito por Rodriguez-Siek et al. (2005) que
detectaram o gene em 66,8% do isolados de casos de colibacilose, no presente estudo, o gene
foi detectado em 30,15% dos isolados, enquanto dois estudos detectaram o gene em 4% isolados
obtidos de casos de celulite em perus e em 19,67% obtidos de casos de colibacilose (DE
OLIVEIRA et al., 2020; NEWMAN et al., 2021).

A hly ¢ uma exotoxina proteica formadora de poro produzida por um sistema de

secrecao tipo I, que causa a lise de eritrécitos do hospedeiro para a liberagdo de ferro e sua



66

posterior captacao pelo patéogeno (KOLENDA et al.,, 2021; MCVEY; KENNEDY;
CHENGAPPA, 2016). O gene hlyE foi detectado em 77,77% das amostras, enquanto estudos
anteriores descreveram a presenc¢a do gene em 95,3%, 4% de isolados APEC, respectivamente

(AZAM et al., 2020; WANG et al., 2010).

5.9 Detecgao e distribuigdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e

desinfetantes

Dentre os isolados analisados, todos apresentam ao menos um ARG (Tabela 4), e todos
eles (100%) abrigavam o gene formA. Os genes de resisténcia detectados em 20% ou mais dos
isolados foram su/2 (60,31%), sitABCD (57,14%), sull (52,38%), ant(3")-1a (50,79%), qacE
(50,79%), aac(3)-VIa (36,5%), aph(6)-1d (31,74%), tet(A) (31,74%), tet(B) (20,63%), aadA2
(20,63%) e aph( 3")-1b (20,63%).

Neste estudo, 78,1% dos isolados APEC abrigaram pelo menos um dos genes de
resisténcia aos aminoglicosideos (aac(3)-11d, aac(3)-1Va, aac(3)-Vla, aadA12, aadA2, aadAS,
ant(2")-1a, ant(3")-1a, aph(3')-1a, aph(3")-1b, aph(4)-1a, and aph(6)-1dii).

Ao menos um dos genes de resisténcia previstos contra sulfonamidas (sull, sul2 e sul3)
foi encontrado em 73,4% dos isolados.

Da mesma forma, ao menos um gene de resisténcia previstos contra B-lactamicos foi
encontrado em 64,06% dos isolados, dentre os genes tém-se blaCMY-2, blaCTX-M-1, blaCTX-
M-15, blaCTX-M-164, blaCTX-M-2, blaCTX-M-55, blaCTX-M-8, blaSHV-12, blaSHV-187,
blaTEM-106, blaTEM-141, blaTEM-1A4, and blaTEM-1B.

Para os genes de resisténcia a tetraciclina, tet(4), tet(B) e tet(D), 48% dos isolados
abrigavam pelo menos um dos genes de resisténcia a tetraciclina.

A Tabela 4 abrange as classes de antimicrobianos, os genes de resisténcia a

antimicrobianos encontrados e sua prevaléncia.
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Tabela 4 — Prevaléncia de genes de resisténcia a antimicrobianos nos isolados de Escherichia

Classse de antimicrobiano Gene de resisténcia a Prevaléncia
antimicrobianos
Aminoglicosideos aac(3)-11d 4,76
aac(3)-1Va 3,17
aac(3)-Vla 36,5
aadAl2 1,58
aadA?2 20,63
ant(2")-la 7,93
ant(3")-la 50,79
aph(3')-la 20,63
aph(3")-1b 31,74
aph(4)-la 3,17
aph(6)-1d 31,74
Betalactimicos blaCMY-2 9,52
blaCTX-M-1 3,17
blaCTX-M-15 1,58
blaCTX-M-164 1,58
blaCTX-M-2 17,46
blaCTX-M-55 9,52
blaCTX-M-8 12,69
blaSHV-12 1,58
blaTEM-106 1,58
blaTEM-141 6,34



Trimetoprim

Fenicois

Lincosamidas

Colistina

Macrolideos

Quinolonas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

blaTEM-1A4
blaTEM-1B
dfrAl
dfrAl2
dfrA14
dfrAl5
dfrA7
dfrA8
catAl
cmlAl
floR
Inu(A)
Inu(F)
mcer-1,5
mcr-9
mph(A4)
mph(B)
gqnrdl
qnrB19
gnrS1
sull
sul2
sul3
tet(A)

tet(B)
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7,93
14,28
7,93
4,76
4,76
4,76
3,17
3,17
3,17
9,52
19,04
4,76
7,93
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
11,11
6,34
52,38
60,31
7,93
31,74

20,63
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tet(D) 1,58

Outros fosA 6,25
fosA3 1,5625

qacE 50,79

sitABCD 57,14

formA (Genbank Acc, No, X73835) 100

Fonte: elaborado pela autora

Dentre os genes de resisténcia detectados, os que estiveram presentes em mais de 20%
das amostras da regido Sul foram aac(3)-Via (35,29%), aadA2 (26,47%), ant(3")-Ia (50%),
aph(6)-1d (29,41%), blaCTX-M-2 (20,58), sull (47,05%), sul2 (47,05%) e tet(4) (29,41%).

Na regido Sudeste, os genes mais prevalentes entre os lotes foram aac(3)-Via
(36,84%), ant(3")-1a (52,63%), aph(3")-1b (21,05%), aph(6)-1d (31,57%), sull (63,15%), sul2
(73,68%), tet(4) (31,57%) e tet(B) (26,31%).

Ja na regido Nordeste, os genes de resisténcia detectados em mais de 20% das amostras
foram aac(3)-Via (40%), aadA2 (20%), ant(3")-1a (50%), aph(3")-1b (40%), aph(3')-1a (20%),
aph(6)-1d (40%), blaTEM-1 (20%), blaTEM-1B (20%) , dfrA12 (20%), floR (40%), gnrB19 1
(20%), sull (50%), sul2 (80%), tet(4) (40%) e tet(B) (30%).

Na medicina veterinaria, os aminoglicosideos sdo amplamente utilizados para tratar
infecgdes bacterianas em diversas espécies animais, incluindo aves. Esses antibidticos sdo
eficazes contra uma variedade de bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli, Salmonella
e Pseudomonas aeruginosa. Na industria avicola, os aminoglicosideos sdo frequentemente
empregados na prevencdo e tratamento de infec¢des respiratorias e entéricas causadas por
bactérias Gram-negativas (VAN DUIJKEREN et al, 2019). A gentamicina ¢ um dos
aminoglicosideos mais utilizados na medicina veterinaria. Uma alta presenca de genes de
resisténcia a aminoglicosideos foi relatada neste estudo, muito semelhante as altas taxas
descritas no Paquistdo (AZAM et al., 2020). Thomrongsuwannakij et al. (2022) descreveu a
presenca do gene aac(3)-1I em apenas 5,1% dos isolados APEC.

A resisténcia as sulfonamidas pode ser explicada por sua ampla utilizagdo no tratamento
de infeccdes causadas por bacilos Gram-negativos e sua ampla disponibilidade no
mercado(PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020). Trabalhos anteriores descreveram

prevaléncias de genes de resisténcia a sulfonamidas em 70% e 89,3% dos isolados, taxas
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proximas ao descrito neste trabalho (AZAM et al., 2020; IBRAHIM et al., 2019a). Enquanto
Thomrongsuwannakij et al. (2022) encontraram os genes de resisténcia a sulfonamidas, sull e
sul2, em 6,3% dos isolados e 25,3% dos isolados.

Devido a sua ampla disponibilidade e custo acessivel, as tetraciclinas sdo uma classe de
antibioticos comumente utilizados na medicina veterindria para tratar uma variedade de
infeccdes bacterianas em animais. Elas sdo eficazes contra uma ampla gama de bactérias,
incluindo tanto as Gram-positivas quanto as Gram-negativas, ¢ sio comumente utilizadas para
tratar infecgdes respiratorias, do trato urinario e de pele em animais (PALMA; TILOCCA;
RONCADA, 2020). Na Jordania, Ibrahim et al. (2019a) demonstrou que 90,7% dos isolados de
APEC abrigavam pelo menos um dos genes de resisténcia a tetraciclina (tet 4 e tet B), enquanto
Newman et al., (2021), demonstraram que 16,4% dos isolados de casos de colibacilose
abrigavam genes de resisténcia a tetraciclina (tetA4).

Os B-lactamicos sdo amplamente utilizados na medicina veterinaria. Um dos principais
fatores envolvidos nas altas taxas de resisténcia aos beta-lactamicos é a producdo de -
lactamases de espectro estendido (ESBLs) por espécies da familia Enterobacteriaceae
(KRIZMAN et al., 2017; PITOUT, 2008). O presente estudo indicou uma prevaléncia de
64,06% de isolados que abrigam pelo menos um gene de resisténcia contra B-lactamicos. A
presenca do gene blaTEM foi encontrada em 43,3% dos isolados, Thomrongsuwannakil et al.,
2022) e Ibrahim et al. (2019a) descreveram a presenca deste em 72,9% e 43,3% dos isolados,
respectivamente.

A exposicdo constante a residuos de desinfetantes em baixas concentragdes pode
resultar em maior tolerancia bacteriana. Esse aumento na tolerancia pode levar a uma maior
resisténcia adaptativa bacteriana aos antibidticos e aos proprios desinfetantes, podendo
aprimorar a capacidade de sobrevivéncia frente a diversos estresses ambientais (CHEN et al.,
2021; ROZMAN et al., 2021). Estudos sugerem que ha relagdo entre o uso desinfetantes e a
transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos (ITZEK et al., 2011; JIANG et al., 2017,
KAMPF, 2018). No presente trabalho encontrou-se trés genes associados a resisténcia a
desinfetantes utilizados na cadeia produtiva, estes sdo formaldeido, QACs e perdxido de
hidrogénio.

Conforme o estudo de Kiimmerle; Feucht; Kaulfers (1996), foi observado que certas
cepas de E. coli possuem um mecanismo de resisténcia ao formaldeido que envolve a
degradagdo enzimatica do composto por uma variante da enzima presente em um plasmideo.

Em estudo realizado na Alemanha, a resisténcia fenotipica ao formaldeido foi associada a
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presenca desse gene (ROEDEL et al., 2021). Neste estudo, todas as cepas analisadas continham
um gene de formaldeido desidrogenase.

Os QACs sao amplamente utilizados na industria avicola devido a sua baixa toxicidade
relativa, boas propriedades antibacterianas, nao irritantes, nao corrosivos e de baixa toxicidade
e razoavelmente eficazes na presenca de matéria organica (IBRAHIM et al., 2019b). O gene
qacE ¢ amplamente difundido em bactérias Gram-negativas, principalmente em
Enterobacteriaceae. Neste estudo, 50,79% das cepas APEC continham o gene gacE. A
presenca do gene gacEA 1, descrito como uma mutacgado de dele¢do gacE, foi descrita em alguns
estudos e aparece com uma frequéncia relativamente alta em isolados (IBRAHIM et al., 2019b;
Lletal., 2021; ZOU et al., 2014).

O operon SitABCD foi inicialmente descrito em Sal/monella enterica e ¢ composto por
quatro regides distintas. O gene sit4 codifica uma proteina de ligacdo periplasmatica
responsavel por capturar o manganés e o ferro. O gene sitB codifica o componente de ligacao
do ATP, que fornece energia para o transporte dos ions através da membrana celular. O gene
sitC codifica uma permease, que atua no transporte ativo dos ions através da membrana. Por
fim, o gene sitD codifica o componente da membrana interna do sistema, auxiliando no
transporte ¢ na incorporagdo dos ions no citoplasma bacteriano. Em conjunto, esses genes
formam um sistema de transporte ABC que confere resisténcia aos efeitos bactericidas do
peroxido de hidrogénio, além de desempenhar um papel importante na captacao e homeostase
de manganés e ferro nas células bacterianas (SABRI; LEVEILLE; DOZOIS, 2006). No presente
estudo, 57,14% dos isolados abrigavam o gene sitABCD, em casos de mortalidade de aves com
colibacilose, foi observado que em 71,3% dos isolados bacterianos, o gene sitABCD estava
presente (LOZICA et al., 2022).

Ao realizar a andlise do teste qui-quadrado (APENDICE C) para a capacidade de
formacao do biofilme, foi observada uma associagao significativa (p <0,05) entre a resisténcia
fenotipica ao ceftiofur, e os genes de resisténcia a antimicrobianos aph(3")-1b, dfrA14, dfrA7,
SitABCD, sul?2.

As anélises utilizando o teste qui-quadrado (APENDICE C) para a resisténcia
antimicrobiana genotipica e fenotipica em todas as cepas de APEC revelaram associagdes
significativas (p < 0,05) entre os gene de resisténcia ant(3")-Ia, aph(3'")-1b, blaCTX-M-8,
SitABCD, sul2 e a ceftriaxona, aac(3)-1Va, aph(4)-1a, blaSHV-12, dfrA1, floR e a azitromicina,
blaTEM-106, dfrA7, sul e a nitrofurantoina. Entre os genes blaSHV-12, cmlAl, dfrA12, mcr-
1.5, mph(A), sull, sul3 e a norfloxacina. Entre o sulfazotrim e os genes floR, qacE, sull e sul2.

Enrofloxacina e os genes ant(3")-1a, aph(3")-1b, dfrA12, qacE, sitABCD, sull, sul2. Dos genes
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blaCTX-M-2, e blaCTX-M-55, blaCTX-M-8, sitABCD e o ceftiofur. Os genes de resisténcia
Inu(F), gnrB19, sul? e o 4cido nalidixico. Entre os genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, sitABCD.

Entre os genes de resisténcia aac(3)-1ld, aac(3)-Via, qacE, sull e gentamicina e entre os genes

aph(3')-1a, blaCTX-M-1, blaTEM-106, [nu(A), mph(B), sull.

5.10 Genes de resisténcia mediados por bacteriéfagos

O surgimento de bactérias resistentes a antibioticos tem superado o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, atualmente existe um numero limitado de antibidticos
disponiveis sem resisténcia (ISKANDAR et al., 2022). Medidas como o uso prudente de
antibioticos, o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias, a melhoria das praticas de
higiene e a vigilancia epidemioldgica sdo importantes visando mitigar os efeitos da resisténcia
ao antimicrobianos, assim como a compreensdo dos diferentes mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia.

Em conjunto com os mecanismos de mutacdo, deriva genética, selecdo natural e
dispersdo, a transferéncia horizontal de genes (HGT) constitui um componente fundamental da
evolucdo bacteriana (ARNOLD; HUANG; HANAGE, 2022). Por meio de mecanismos como
transformagao, conjugacao ou transducao, a HGT ¢ um dos principais meios de disseminagdo
de genes de resisténcia a antimicrobianos (BORODOVICH et al., 2022). Os bacteridéfagos sao
vetores altamente eficazes na aquisi¢do e disseminagdo de genes de resisténcia a antibioticos
(ARGs) (COLOMER-LLUCH; JOFRE; MUNIESA, 2011).

Embora a transferéncia de genes de resisténcia possa ocorrer por meio de mecanismos
como a transducao especifica, € principalmente por meio da transducao generalizada que esse
processo ocorre. Nesse mecanismo, os fagos infectam as bactérias e incorporam fragmentos de
DNA bacteriano em seu capsideo. Esses fragmentos podem incluir genes de resisténcia a
antibidticos presentes na bactéria hospedeira. Quando o fago infecta outras bactérias, os
fragmentos de DNA bacteriano contendo ARGs podem ser transferidos para as novas bactérias,
disseminando a resisténcia (BLANCO-PICAZO et al., 2022; COLOMER-LLUCH; JOFRE;
MUNIESA, 2011; PFEIFER; BONNIN; ROCHA, 2022).

Estudos anteriores descreveram a presenca de genes de resisténcia das classes descritas
anteriormente no genoma de bacteriofagos obtidos de diferentes matrizes como esgoto, estagdes
de tratamento de efluentes, no meio ambiente, produtos de origem animal (carnes suinas,
bovinas e de frango), fezes suinas, fezes de frango e de compostagem. Foram detectados genes

de resisténcia a aminoglicosideos (aac(6’)-Im, aac-(Ib)-cr, aac(3)-Via, aphAl, aadA2, aph(3')-
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Illa, ant(6)-la, aph(2’’)-lIg, aph(3’)-IIl), a betalactimicos (blaCTX-M-1, blaCTX-M-15,
blaCTX-M-164, blaCTX-M-2, blaCTX-M-55, blaCTX-M-8, blaSHV-12, blaSHV-187, blaTEM-
106, blaTEM-141, blaTEM-1A4 e blaTEM-1B), a sulfonamidas (sull, sul2, and sul3) e a
tetraciclinas (fet(4)) (ANAND et al., 2016; BLANCO-PICAZO et al., 2020; BLANCO-
PICAZO et al., 2022; COLOMER-LLUCH; JOFRE; MUNIESA, 2011; GOMEZ-GOMEZ et
al., 2019; PFEIFER; BONNIN; ROCHA, 2022; SHI et al., 2023; SHOUSHA et al., 2015;
WANG et al., 2018; YANG et al., 2020; ZECHNER et al., 2020).

Zankari et al. (2012) desenvolveram o ResFinder, uma ferramenta online que utiliza o
BLAST para identificar genes de resisténcia a antimicrobianos adquiridos em dados de genoma
completo. Um estudo desenvolvido por Kleinheinz; Joensen; Larsen (2014) utilizou o
ResFinder para identificar genes adquiridos de resisténcia a antibioticos associados a E. coli em
genomas de fagos coletados de bancos de dados publicos e de profagos previstos a partir de
genomas bacterianos. O gene catA4 1, que pertence a classe dos fendis, foi encontrado no genoma
do fago, no atual estudo, 3,125% dos isolados de E. coli abrigavam o gene. No conjunto de
profagos, 14 profagos previstos continham um total de 31 genes de resisténcia. Os genes
identificados nos profagos foram catA 1, qacE, aaAS5, mph(A), sull, dfrA17, blaTEM-1, qacEl
e aph(3')-la. No presente estudo, cat4l foi detectado em 3,17% dos isolados, blaTEM-1
(22,22%), mph(A4) (1,58%), gacE (50,79%) e sull (52,38%).

No presente estudo, foram identificados os genes de resisténcia a antimicrobianos
dfrA12, dfrA135, floR, qnrA e gnrS. Estudos recentes tém demonstrado a presenga destes genes
no genoma de bacteriofagos (GOMEZ-GOMEZ et al., 2019; MARTI; VARIATZA;
BALCAZAR, 2014; PFEIFER; BONNIN; ROCHA, 2022; SHOUSHA et al., 2015; WANG et
al.,2018; YANG et al., 2020).

Dentre os genes detectados, 27 foram descritos em estudos anteriores e associados a
fagos, sendo eles aac(3)-VIa, aph(3')-1a, blaCTX-M-1, blaCTX-M-15, blaCTX-M-164, blaCTX-
M-2, blaCTX-M-55, blaCTX-M-8, blaSHV-12, blaSHV-187, blaTEM-106, blaTEM-14, dfrA12,
dfrAl5, catAl, floR, mph(A), qnrS1, sull, tet(4), tet(B), qacE. Tais genes foram detectados no
genoma do fago Enterobacteria P7 (ntimero de acesso AF503408) (KLEINHEINZ; JOENSEN;
LARSEN, 2014), em fagos das familias Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae (ANAND et
al.,2016; BLANCO-PICAZO et al., 2020; COLOMER-LLUCH; JOFRE; MUNIESA, 2011) e
familia Drexlerviridae (BLANCO-PICAZO et al., 2022). Kleinheinz; Joensen; Larsen (2014)
identificou o gene gacE no profago (uid33411 _0.8) de Escherichia coli 1A139, e os genes catA 1,
blaTEM-1, mph(A) e sull e no profago (uid33415_0.1) de Escherichia coli UMNO026.
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Portanto, como evidenciado pelos estudos citados, bem como pelo presente trabalho, os
bacteriofagos t€m a capacidade de disseminar genes de resisténcia em diferentes ambientes.
Consequentemente, as bactérias podem nao apenas de adquirir esses genes resisténcias, mas
também de facilitar a transferéncia de genes entre diferentes espécies bacterianas, ampliando o
cenario de aquisi¢do de resisténcia.

Neste contexto, a resisténcia a antimicrobianos ¢ uma questao mundial e ligada a Satude
Unica, uma vez que envolve e interrelaciona com os trés pilares fundamentais da abordagem:
meio ambiente, saude humana e satide animal. Estratégias integradas, baseadas no conceito de
Satide Unica e considerando os trés dominios, apresentam-se como possiveis solugdes no

enfrentamento da resisténcia a antimicrobianos (ROBINSON et al., 2016; RYU et al., 2017).
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo identificou a prevaléncia de Escherichia coli patogénica avidria em 58%
dos lotes de frangos de corte analisados, considerando as regides produtoras de aves comerciais.
Além disso, demonstrou-se uma ampla diversidade dos sorogrupos distribuidos pelo pais.

A capacidade de formacgdo de biofilmes ¢ uma ferramenta importante para a viruléncia
de diversas espécies bacterianas, pois fornece nutrientes e prote¢ao contra dessecagao, o sistema
imunologico do hospedeiro, agentes antimicrobianos e desinfetantes. Entre os isolados testados,
71,43% demonstraram capacidade de formagao de biofilmes.

Todos os isolados do estudo abrigavam ao menos um gene de viruléncia. Tais genes sdo
relacionados a fatores de viruléncia que desempenham um papel importante na patogenicidade
das cepas APEC. A maioria dos isolados continha genes relacionados a adesdo, ao sistema de
aquisi¢ao de ferro e ao fator de resisténcia ao soro, enquanto todos os isolados demonstraram a
presenca de genes relacionados a produgdo de toxinas.

A caracterizacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana revelou uma presenga
significativa de cepas multirresistentes ndo apenas aos antibioticos mais utilizados na produgao
animal, mas também aos antibioticos comumente empregados no tratamento de infecgdes em
seres humanos.

Os resultados demonstram a prevaléncia de genes de resisténcia a antimicrobianos de
diferentes classes de antibidticos e desinfetantes, destacando o papel dos bacteriéfagos na
disseminacdo desses genes de resisténcia na industria avicola. Este foi o primeiro estudo
brasileiro revelando o papel dos bacteriofagos nas resisténcias a antimicrobianos em APEC.

O estudo destaca um alerta, ndo apenas para a saude animal e humana, mas também no
contexto da abordagem de Saude Unica, evidenciando a importancia de ampliar os estudos
relacionados a resisténcia a antimicrobianos, considerando a interagdo entre bactérias infectadas
por bacteriofagos e a relacdo parasita-hospedeiro frente aos estudos de eficiéncia
antimicrobiana. Assim como a vigilancia, que desempenha um papel critico na avaliagdo da
eficdcia das intervengdes adotadas para enfrentar este desafio, bem como na investigagao desses

eventos, visando a identificagdo e preven¢ao da resisténcia antimicrobiana.
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APENDICE A - RESUMO DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE GENOMA COMPLETO DE 63 ISOLADOS DE E. COLI

Amostra gc (;t;;.:);i;s Com%)zi;r:ento Sgi’}zfd Contél’lcdo de Melhor identificacio Ali};ﬁ:ﬁ;gﬁ tos Cobertura
1 222 5.270.087 329.295 50,6 Escherichia coli 4.004.026 75,98%
4 331 5.395.010 282.352 50,49 Escherichia coli 4.395.695 81,48%
5 140 5.248.759 276.751 50,52 Escherichia coli 4.470.200 85,17%
6 132 5.629.284 644.814 50,37 Escherichia coli 4.399.480 78,15%
7 269 5.381.592 223.932 50,44 Escherichia coli 4.195.668 77,96%
18 324 5.193.542 178.154 50,58 Escherichia coli 4.220.977 81,27%
19 161 4.984.352 357.384 50,67 Escherichia coli 4.449.173 89,26%
20 195 5.514.786 511.501 50,54 Escherichia coli 4.055.825 73,54%
23 215 5.592.920 323.179 50,54 Escherichia coli 4.111.447 73,51%
24 176 5.244.174 446.709 50,41 Escherichia coli 4.392.453 83,76%
26 222 5.136.410 198.216 50,5 Escherichia coli 4.206.165 81,89%
28 342 5.929.039 311.629 50,51 Escherichia coli 4.600.493 77,59%
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83

87

88

&9

90

93

95

98

99

266

126

160

216

212

209

217

1.370

109

5.848.364

5.179.492

5.264.353

5.285.183

5.447.184

5.450.692

5.064.987

6.647.734

5.247.365

435.124

725.234

534.830

397.562

333.349

333.286

422.401

56.379

414.997

50,51

50,42

50,64

50,68

50,45

50,44

50,53

50,49

50,5

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

4.123.483

4.476.518

4.044.295

4.040.411

4.460.136

4.319.404

4.210.669

4.717.225

4.532.220

70,51%

86,43%

76,82%

76,45%

81,88%

79,25%

83,13%

70,96%

86,37%
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Fonte: Elaborada pela autora
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A

A

APENDICE B - PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS POR

ISOLADO

LINC+

ESPEC

CTF |[ENRO|NAL| NIT | AZI |CRO [NOR|AMP| SUT |GEN

LOTE

ATB
C+

18
19
20

23

24
26
28

29

30
31

32
33
34
35

36
37
38

39
40

41

43

45

46
48

49

51

52

54

~

REGIAO
SUL
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55 S S S S S S S| R|R| S [
56 R R R | I S| R| S| R | R/|I S

57 R I R | S S| R| S| RS S S

58 S S S S S S S S | R | S S

59 S R R | S S S| R| S| R[S R

REGIAO 61 S I R | S S S S S | R | R S
SUDESTE 62 R S R S S R S R R R S
63 S S S S S S S S S S R

64 R R R|R|S|R|S|R|R/|S R

65 R R R | S S| R|S|R| S |R S

66 R R R | S S| R| S| R | R|I S

67 I I I I S S S S | R | S R

68 S S S S S S S S S | R R

69 S R R | S S S I S S | R S

70 R I R | S S| R| S| RS I S

71 S I R | S S S S S | R | S S

72 S I I S S S S S | R | S S

74 R R R | S S | R I R | R | S S

75 I I S| R | S S S S S S S

76 S R R| S| R | R [ S| R | R R

77 S I I S S S S S S | R S

78 S R R | R | S | S| R | S I S

79 R I R | S S| R|S|R|R|R S

80 S R R | S S S| R | R I S S

REGIAO 82 R R R|S|R|S|R|R S S S
NORDESTE| 83 S I R | S S S S S S S S
87 R R R|S|R|R|R|R|R/|I S

88 S R R | S S [ R | R | R|R S

89 R R R | S S | R | R | R | R I

90 I I R | I S S S I R | S S

93 R R R | S S| R|R|RJ| RIS R

95 S S S S S S S| R | S I R

98 S I I S S S S| R | S S S

99 S I R | S S S S S S I S

Fonte: Elaborada pela autora

R=resistente; I= intermediario; S= sensivel.

C+ (Controle positivo) — ATCC 25922.

* Ceftiofur (CFT): Sensivel (> 21); Intermediario (18-20); Resistente (< 17).

* Enrofloxacina (ENRO): Sensivel (> 23); Intermediario (17-22); Resistente (< 16).
* Acido Nalidixico (NAL): Sensivel (> 19); Intermediario (14-18); Resistente (< 13).
* Nitrofurantoina (NIT): Sensivel (>17); Intermediario (15-16); Resistente (<14).

* Azitromicina (AZI): Sensivel (> 13); Resistente (<12).

* Ceftriaxona (CRO): Sensivel (> 23); Intermediario (20-22); Resistente (< 19).

* Norfloxacina (NOR): Sensivel (> 17); Intermediario (13-16); Resistente (<12).

* Ampicilina (AMP): Sensivel (>17); Intermediario (14-16); Resistente (<13).
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* Sulfazotrim (SUT): Sensivel (>16); Intermediario (11-15); Resistente (<10).
* Gentamicina (GEN): Sensivel (> 15); Intermediario (13-14); Resistente (<12).
* Lincomicinat espectinomicina (LINC+ESPEC): Sensivel (> 13); Intermediario (12-11); Resistente (<10).
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APENDICE C - DADOS BRUTOS E ANALISE ESTATISTICA DAS
AMOSTRAS

https://docs.google.com/spreadsheets/d/10x0XrYpZfxtjb-wIR-01Y22fox-
zTqBK/edit?usp=sharing&ouid=111374211294780197338&rtpof=true&sd=true



https://docs.google.com/spreadsheets/d/10x0XrYpZfxtjb-wIR-01Y22fgx-zTqBK/edit?usp=sharing&ouid=111374211294780197338&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10x0XrYpZfxtjb-wIR-01Y22fgx-zTqBK/edit?usp=sharing&ouid=111374211294780197338&rtpof=true&sd=true
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APENDICE D - MATERIAL COMPLEMENTAR

PUBLICACOES E PARTICIPACOES EM EVENTOS

Capitulos de livros

e Virus contaminantes do ambiente em uma abordagem de Saiide Unica.
Ciéncias ambientais e da saude na atualidade: insights para alcancar os
objetivos para o desenvolvimento sustentavel
DAHMER, M.; PILATI, G. V. T.; ELOIS, M. A.; SAVI, B. P.; CADAMURO, R. D.; CAIO,
H.Y.; PENSO, J. Z.; PADILHA, D. A.; SOUSA, A. K. F.; SOUZA, D. S. M.; FONGARO, G.
Editora GS4, 1 ed.:, 2022, v. , p. 43-.

e VigEAI: Vigilancia Epidemiologica Ambiental Integrativa - Laboratorio
de Virologia Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina - Brasil:
Bases da Ferramenta epidemiologica para o monitoramento viral a partir
do esgoto sanitario.
WACHTER, J. K.; CADAMURO, R. D.; SAVI, B. P.; ELOIS, M. A.; PILATI, G. V. T,
SOUZA, E. B.; PADILHA, D. A.; RODRIGUES, V. D.; ROSSI, E. M.; MALUTTA, S,;
SOUZA, D. S. M.; BARAZZETTIL, F. H.; GRISARD, H. B. S.; SCHORNER, M. A.; BAZZO,
M. L.; FONGARO, G. Editora GS4, 1 ed.: , 2023, v., p. 65-86.

e Enteroviruses
SAVIL B. P.; CADAMURO, R. D.; ELOIS, M. A.; PILATI, G. V. T.; DAHMER, M.;
CAIO, H. Y.; PENSO, J. Z.; SOUZA, D. S. M.; FONGARO, G. Environmental and Food
Virology, led.:, 2023, v. , p. 26-.

Artigos completos publicados em periodicos

e Bacteriophage-Associated Antimicrobial Resistance Genes in Avian
Pathogenic Escherichia coli Isolated from Brazilian Poultry
PILATI, G.V.T.; CADAMURO, R.D.; FILHO, V.B.; DAHMER, M.; ELOIS, M.A.; SAVI,
B.P.; SALLES, G.B.C.; MUNIZ, E.C.; FONGARO, G.
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Colibacillosis is a disease caused by Escherichia coli and remains a major concern in poultry
production, as it leads to significant economic losses due to carcass condemnation and clinical
symptoms. The development of antimicrobial resistance is a growing problem of worldwide
concern. Lysogenic bacteriophages are effective vectors for acquiring and disseminating
antibiotic resistance genes (ARGs). The aim of this study was to investigate the complete
genome of Escherichia coli isolates from the femurs of Brazilian broiler chickens in order to
investigate the presence of antimicrobial resistance genes associated with bacteriophages.
Samples were collected between August and November 2021 from broiler batches from six
Brazilian states. Through whole genome sequencing (WGS), data obtained were analyzed for
the presence of antimicrobial resistance genes. Antimicrobial resistance genes against the
aminoglycosides class were detected in 79.36% of the isolates; 74.6% had predicted
sulfonamides resistance genes, 63.49% had predicted resistance genes against -lactams, and
49.2% of the isolates had at least one of the tetracycline resistance genes. Among the detected
genes, 27 have been described in previous studies and associated with bacteriophages. The
findings of this study highlight the role of bacteriophages in the dissemination of ARGs in the
poultry industry.

e Bacteriophages as Biotechnological Tools

ELOIS, M. A.; DA SILVA, R.; PILATI, G. V. T.; RODRIGUEZ-LAZARO, D.; FONGARO,
G.

Bacteriophages are ubiquitous organisms that can be specific to one or multiple strains of hosts,
in addition to being the most abundant entities on the planet. It is estimated that they exceed ten
times the total number of bacteria. They are classified as temperate, which means that phages
can integrate their genome into the host genome, originating a prophage that replicates with the
host cell and may confer immunity against infection by the same type of phage; and lytics, those
with greater biotechnological interest and are viruses that lyse the host cell at the end of its
reproductive cycle. When lysogenic, they are capable of disseminating bacterial antibiotic
resistance genes through horizontal gene transfer. When professionally lytic-that is, obligately
lytic and not recently descended from a temperate ancestor-they become allies in bacterial
control in ecological imbalance scenarios; these viruses have a biofilm-reducing capacity.
Phage therapy has also been advocated by the scientific community, given the uniqueness of
issues related to the control of microorganisms and biofilm production when compared to other

commonly used techniques. The advantages of using bacteriophages appear as a viable and
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promising alternative. This review will provide updates on the landscape of phage applications

for the biocontrol of pathogens in industrial settings and healthcare.

Resumos publicados em anais de congressos

o Phenotypic and genotypic characterization of antimicrobial resistance profiles of
Escherichia coli isolated from chicken carcasses in Brazil.
PILATIL G. V. T.; DAHMER, M.; SAVI, B. P.; SALLES, G. B. C.; MUNIZ, E. C.; VOGT, J.
R.; FONGARO, G. Conferéncia FACTA WPSA-Brasil 2023: Brasil, o supermercado do
mundo!, 2023.

e Real scale monitoring of the behavior of human enteric and respiratory viruses in
Lagoa da Concei¢ao after sanitary effluent overflow.
SAVI, B. P,; PILATIL G. V. T.; ELOIS, M. A.; SOUZA, D. S. M.; CASTRO, D. G.; LEITE,
N. K.; FONGARO, G. Congresso Brasileiro de Virologia, 2022, Porto Seguro (BA).

o Bioprospecting of bacteriophages for biocontrol of pathogenic and spoilage
bacteria in the food industry.
ELOIS, M. A.; CAIO, H. Y.; WACHTER, J. K.; PILATI, G. V. T.; SILVA, R.; OLIVEIRA,
R. R.; OMORI, W. P.; FONGARO, G. Congresso Brasileiro de Virologia, 2022, Porto Seguro
(BA).

e Prevalence and antimicrobial resistance profile of avian pathogenic Escherichia
coli isolated from Brazilian poultry.
PILATI, G. V. T.; SALLES, G. B. C.; SAVIL, B. P.; MUNIZ, E. C.; VOGT, J. R;
NASCIMENTO JUNIOR, D. V.; FONGARO, G. Conferéncia FACTA-WPSA Brasil, 2022,
Campinas. Anais do Prémio Lamas 2022. p. 68-69.

e Seroprevalence of avian metapneumovirus A and B in unvaccinated broilers in
Brazil.
SALLES, G. B. C.; PILATIL, G. V. T.; MUNIZ, E. C.; VOGT, J. R.; LIMA NETO, A. J;
NASCIMENTO JUNIOR, D. V.; FONGARO, G. Conferéncia FACTA-WPSA Brasil, 2022,
Campinas. Anais do Prémio Lamas 2022. p. 66-67.
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e Neofusicoccum parvum, endophytic fungi isolated from Avicennia schaueriana
mangrove of the region of Itacorubi, Floriandopolis-SC, applied to virucide and
antiviral activity.

CADAMURO, R. D.; BASTOS, I. M. A. S.; ZUCHIL, 1. D. P.; PAVI, C. P.; PENSO, J. Z.;
ELOIS, M. A.; PILATIL, G. V. T.; FONGARO, G. Congresso Brasileiro de Virologia, 2022,
Porto Seguro (BA).

o Evaluation of viral contamination in Lagoa da Conceicao after an evapoinfiltration
lagoon extravasation accident.
SAVI, B. P.; FONGARO, G.; PILATL, G. V. T.; CASTRO, D. G.; LEITE, N. K. XXXII
Congresso Brasileiro de Virologia, 2021, Virtual. Anais do XXXII Congresso Brasileiro de
Virologia: Virologia em Casa, 2021. v. 32.

Estagios

e Universidad de Burgos

Microbiology Division Centre for Emerging Pathogens and Global Health and Microbiology
Section
Periodo: 7 de setembro a 11 de novembro de 2022

Supervisao: Prof. Dr. David Rodriguez-Lazaro.

e MercoLab Laboratorios LTDA

Setores de Biologia Molecular e Sorologia
Periodo: 23 de janeiro a 10 de fevereiro de 2023

Supervisao: Dr. Jorge Augusto Petroli Marchesi.
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