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RESUMO

Essa dissertacdo possui como objetivo tragar, uma nova metodologia de
classifica¢ao de patogenicidade da Escherichia.coli,.através de um indice no qual, além
do nimero de animais mortos, também foi considerado o tempo de morte e a capacidade
da cepa causar lesdo compativel a colibacilose em pintos de 1 dia. Para gerar esse
critério, foram utilizadas 300 amostras de E.coli oriundas de lotes com lesdo de celulite,
cama desses mesmos aviarios e amostras de quadros respiratorios. Através desse
experimento foi possivel observar que as amostras de E.coli originadas das camas dos
aviarios, apresentavam indice de patogenicidade significativamente menor do que
aquelas isoladas das lesdes cutineas e de quadros respiratorios. Também foi associado as
cepas de E.coli a capacidade de causar lesoes de: pericardite, perihepatite, acrossaculite,
peritonite e celulite. Dentre as lesdes citadas somente a celulite foi considerada de

apresentacao significativamente mais freqiiente em comparagao as outras.



ABSTRACT

That dissertation possesses as objective to trace, a new methodology for the
classification of patogenicity of Escherichia coli through an index in which, besides the
number of dead animals, it was also considered the time of death and the capacity of the
isolate to cause compatible lesion to the colibacilosis in day old chicken To generate
that approach, 300 samples of E.coli were used originating from flocks with cellulitis
lesions,litter of and samples of respiratoru symptons. Through of that experiment it was
possible to observe that the samples, originated from litter of the presented patogenicity
index significantly smaller than those isolated of cutaneous lesions and of respiratory
signs. It was also associated to the isolates of E. coli the capacity to cause lesions of
pericarditis, perihepatitis, aerossaculitis, peritonitis and cellulite. Among the lesions
mentioned only the cellulite were considered significantly of more frequent in

comparison the other ones.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2005, a receita com as exportagdes atingiu cerca de US$ 3,5 bilhdes
referente a 2,8 milhdes de toneladas de carne de frango. Este numero correspondeu a um
aumento de, aproximadamente, 35% em relacdo ao ano anterior, € com isso posicionou o
Brasil como primeiro exportador mundial, com isso ampliando a nossa lista de parceiros

econdmicos de 100 para 122 paises.

Nossas vendas ainda foram prejudicadas pelo aumento das taxas protecionistas da
Unido Européia, por exemplo, o aumento de 15% para 79% da sobretaxa do corte de peito

de frango salgado e o sistema de cotas da Russia.

Apesar desses fatores negativos, fomos beneficiados pelo surgimento de problemas
sanitarios em alguns paises, tais como a Alemanha, a Bélgica, a Holanda e a China,
acarretando um acréscimo significativo nas atividades de exportagdo. No entanto, vale a

pena lembrar, que 75% da produgdo de carne de frango ¢ destinada ao mercado interno.

O sucesso dessa atividade ¢ garantido principalmente pelo sistema de integracao,
que possibilita que milhares de pequenos produtores tenham acesso a moderna tecnologia
de producdo, ao processamento e a comercializagdo do produto final pelas grandes
industrias. O produto avicola de qualidade e competitivo e as rigorosas politicas de controle
sanitario, adotadas pelo Brasil, permitem ao Pais garantir seu status de pais livre das
doengas listadas pelo Escritério Internacional de Epizootias (O.LE), estas impeditivas ao

comércio internacional .

Por outro lado, nos atuais modelos de producdo tém-se observado o aumento da
ocorréncia de varias doencas que prejudicam a qualidade final do produto, entre estas,

destacam-se as colibaciloses e, entre elas as lesdes cutaneas, tais como a celulite aviaria.

A avicultura é o ramo do agronegdcio que mais utiliza tecnologias modernas de

producdo e de gerenciamento. Dentro deste espirito empreendedor, as empresas tém
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montado laboratorios proprios ou contratado servigo de terceiros, para a verificagdo do
controle de qualidade dos seus produtos. Portanto, ¢ comum entre o pessoal da industria
avicola o uso de termos que seriam mais comumente usados entre aqueles que pertencem a
comunidade académica. Fala-se, com naturalidade, de testes sorologicos, como ensaio
imuno-enzimatico (ELISA) ou de procedimentos de biologia molecular, como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Estas técnicas modernas ja sdo rotineiramente utilizadas nos
diagnosticos das enfermidades avicolas e/ou na monitorizagdo do controle de qualidade dos

plantéis ou produtos.

Entre os exames mais realizados para o diagndstico das enfermidades avicolas esta
o tradicional exame bacteriologico. Este, no caso das colibaciloses, retorna ao médico
veterinario no campo um laudo onde diz somente “isolado Escherichia coli da amostra
enviada”. Ora, esta informagdo parcimoniosa reflete a pouca utilizagdo que ¢ dada a outras
tecnologias que buscam informar adequadamente o médico veterinario clinico e, assim,
oferecer-lhe uma melhor orientagdo de como proceder. E freqiiente, quando se consulta a
literatura sobre colibacilose aviaria que se encontre um bom numero de trabalhos que
relatam diferentes formas para conhecer a patogenicidade das amostras isoladas, enquanto
outros publicam trabalhos cientificos sobre testes laboratoriais que ddo a conhecer os
fatores de viruléncia presentes nas amostras estudadas e quais os genes que os controlam.
Estranhamente, nada muda no laudo final e ele continua engessado na mesma informacao

oferecida ha muitos anos que é: “isolado Escherichia coli da amostra enviada”.

As universidades e a industria avicola brasileira estdo atentas a uma tendéncia que
cresce no mundo todo, o bem estar animal. Para atender esta expectativa a avicultura tera
que ajustar alguns procedimentos do processo de produgdo. Os laboratdrios de diagnostico
e de pesquisa, por uma questdo ética, deverdo adaptar-se as novas limitagdes na
experimentagdo que utiliza animais. Desta forma, o desenvolvimento de alternativas que
possibilitem reduzir significativamente o sacrificio de animais na busca do crescimento
cientifico, sempre sera positiva.

A presente dissertacdao objetiva realizar o tracado da patogenicidade de um grande

nimero de amostras de E. coli isolados da cama dos aviarios, de quadros respiratorios e de
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lesdes cutaneas de frangos de corte em uma mesma regido do sul do Brasil. Pretende,
também, que trabalhos futuros a serem realizados no Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Avidria (CDPA) possam utilizar o banco de dados aqui gerados para simular, e
prever, a patogenicidade de novas amostras da bactéria sem a necessidade de recorrer ao

sacrificio de outros animais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Escherichia coli
A Escherichia coli é uma bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae,
possui morfologia de bacilo curto, gram negativo, ndo esporulado e mede de 2 a 3um de

comprimento por 0,6 um de largura. Em sua maioria, sdo moveis e o fazem através de

flagelos peritriquios (BEER,1988).

Possui metabolismo aerdbico e anaerdbio facultativo, cresce em temperaturas de 18
a 44° C, porém sua temperatura ideal de crescimento ¢ de 37° C. Nas provas bioquimicas ¢
positiva para vermelho de metila (VM) e catalase e negativo para Vogues Proskauer (VP) e
oxidase. Nao ¢ capaz de utilizar a uréia como unica fonte de nitrogénio, descarboxila os
aminodcidos arginina, lisina e ornitina e possui, como principal caracteristica, fermentar

glicose produzindo acido e gas (GYLES, 1994).

No ano de 1947, Kauffman propds um esquema de classificacdo baseado no perfil
de trés antigenos bacterianos, através de provas sucessivas de soroaglutinagdo. O antigeno
flagelar “H” pode ser identificado pela seqiiéncia de aminoacidos que compde a unidade
fundamental do flagelo, a flagelina. Essa, ndo resiste ao tratamento térmico de 100° C,
tornando-se instavel. J4 o antigeno somdtico “O* compde o corpo da bactéria e possui
estabilidade apds tratamento térmico. Por outro lado, o antigeno “K” que faz parte da
capsula bacteriana quando presente em quantidade suficiente possui funcao antifagocitaria.
Inicialmente, se conhecia 25 antigenos “O”, 55 antigenos “K” e 20 antigenos “H”.
Atualmente, sdo conhecidos 173 antigenos “O”, 103 antigenos “K” e 56 antigenos “H”
(Bettelheim & Thomas,2006) e, freqlientemente, se desenvolvem pesquisas em que se

associa uma doenga a um certo sorogrupo de E.coli.

Sua distribui¢do ¢ cosmopolita e esta bactéria ¢ o principal habitante do trato
gastrintestinal de mamiferos e de aves. Nos avidrios ¢ possivel encontrar 10° UFC/grama
de fezes e 10°UFC/grama estario presentes na poeira, tornando praticamente impossivel a

eliminagdo deste agente no ambiente (HARRY & HEMSLEY, 1965).
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2.2 A colibacilose aviaria

A Colibacilose ¢ a denominagdo comum a diferentes grupos de lesdes causadas pela
bactéria E.coli com propriedades patogénicas, presentes no meio ambiente €/ ou em animais
doentes. Sao lesdes comuns entre as aves domésticas: aerossaculite, pericardite, peritonite,
onfalite, salpingite, sinovite e celulite. Sdo duas as formas de entrada na qual a E.coli pode
chegar as vias respiratorias do animal: danificando o trato respiratério superior, ou
associando-se a algum fator que o tenha produzido, e ou através de imunodepressao
anterior NAKAMURA et al., 1992). Exceto no caso da infec¢do via saco da gema a E.coli
necessita de um fator que a torne potencialmente patogénica (BARNES & GROSS, 1997).

A sindrome respiratoria acomete freqiientemente aves de 2 a 12 semanas de idade.
Normalmente, o lote apresenta alta morbidade e baixa letalidade, porém existem casos nos
quais a doenca se complica e pode se observar uma alta letalidade. As aves doentes
apresentam estertores respiratorios, secrecdo nasal de composi¢do variavel, retardo no
crescimento e diminuicdo nos indices de conversio alimentar. (FERREIRA & KNOBL,

2000).

Uma vez inalada, a bactéria necessita aderir ao epitélio traqueal e esse momento ¢
fundamental para que se desenvolva a doenga. A partir dai, ocorre a colonizagdo e a
invasdo de outros o6rgaos, provocando quadros de septicemia e de lesdes como a pericardite
e perihepatite. Portanto, a ciliostase causada por um agente primario como o pneumovirus
aviario, o virus da bronquite infecciosa, a Doenca de Newcastle, entre outros, favorece a
instalagdo da colibacilose. A associac¢ao entre a E.coli e um, ou mais, agentes infecciosos
gera um quadro respiratério denominado doenga cronica respiratoria. Outro quadro que
pode ser observado ¢ a Sindrome da Cabega Inchada. Nela, ocorrem edema de face, celulite
facial e secrecdo Oculo-nasal. A bactéria pode aproveitar-se de quadros provocados por
agentes nao infecciosos, como excesso de amodnia no ambiente e falta de ventilagdo e

aumentar o dano aos animais. (BARNES & GROSS, 1997).

2.3.1 A celulite aviaria
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A celulite ¢ uma inflamagao purulenta e difusa que acomete o tecido subcutaneo,
embora se manifeste em varios planos teciduais. Na superficie da pele, pode ser observado
um espessamento de coloracao acastanhada, ou vermelha amarronzada, o que torna a lesao
facil de ser visualizada na linha de abate. A celulite pode vir acompanhada de crostas, de
hiperemia e de uma lesdo semelhante a um “favo de mel”. Quando a pele ¢ removida, nota-
se um variado grau de edema subcutineo e de exsudato, podendo aprofundar-se até a
musculatura. Neste local, causard hemorragias em forma de petéquias. A principal
caracteristica da celulite, ¢ a presenga de uma placa fibrinopurulenta de consisténcia solida

(MESSIER et al.,1993;ELFADIL et al.,1996; FALLAVENA et al., 2000)

Na microscopia optica, a celulite é caracterizada por hiperqueratose moderada e
hiperplasia de epiderme. A derme apresenta espessamento fibroso e neovascularizagao,
além de infiltracao difusa de heterofilos e de linfocitos. Alguns animais ainda apresentam
granulomas e invasdo de células inflamatorias no tecido subcutaneo. Também, podem ser
observados os capilares da musculatura congestos. Observam-se grumos bacterianos com
células inflamatorias proximas as camadas de fibrina. Esse conteudo fica circundado por
uma capsula de tecido conectivo contendo heterdfilos, linfocitos e macrofagos (MESSIER

etal., 1993; PEIGHAMBARI et al., 1995;0NDERKA et al., 1997).

2.3.1 Caracterizacio das lesoes de celulite

Lesdes de celulite em abatedouros sdo descritas da seguinte forma: possuem area de
1 x2cm?a4x 10 cm® e com espessura de 3-5 mm, porém, em alguns casos, pode ser
observada uma massa semi-solida com superficie de 1x2 cm. (GOMIS et al., 1997). Em
experimentos que visam induzir a lesdo em aves com mais de 20 dias de idade as
caracteristicas das lesdes sdo as mesmas das observadas em abatedouros; (JEFFREY et al.,

1999).
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Observando a localizagdo de lesdes ao abate Elfadil et al, (1996) e Fallavena et al,
(2000), estes ultimos trabalhando com dados brasileiros, obtiveram resultados semelhantes,
quanto a localizagdo destas mesmas lesdes nos animais. Os primeiros autores ao
observarem 295 carcagas com celulite, encontraram a seguinte distribuicdo de lesoes:
abdome (89,7%), coxa (5,8%) e dorso (1,0% ). Fallavena et al, (2000) também verificaram
resultados semelhantes encontrando em 340 amostras de celulite a seguinte distribuicao:
abdome (80,66%), coxa (9,6%) e dorso (2,2%). Depois de analisar 340 carcagas de frango
condenadas por celulite, Fallavena et al, (2000) notaram que algumas lesdes
freqlientemente =~ acompanhavam a lesdo principal, tais como espessamento de pele
(86,18%), coloracao amarelo-acastanhada de pele (61,05%), aparéncia do tipo “waffle” da

derme, erosao e ulcera (25%), arranhdes (72,09%) e crostas (18,5%) na epiderme.

2.3.2 Etiologia da celulite aviaria

A celulite aviaria ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, pois sdo necessarios, pelo
menos, dois fatores para a sua ocorréncia. Em primeiro, estd a necessidade de um trauma
qualquer resulte em ferimento na pele, independente da razdo,em segundo a presenca
macica de contaminag@o bacteriana por E.coli (NORTON et al., 1997). Os fatores de risco
que levam ao trauma sdo diversos e resultam no aparecimento da celulite. A densidade,
porque, quanto mais agrupados estiverem os animais, maior serd o contato e a competi¢ao
entre eles. A propor¢ao ente machos e fémeas, ja que machos sdo mais agressivos e
possuem um tempo de empenamento mais tardio em comparacdo com as fémeas. Assim
sendo, ficam mais vulneraveis, pois as areas cobertas por penas sdo mais protegidas. A
cama dependendo do material que seja composta. A palha, por exemplo, pode possuir
extremidades pontiagudas que, por sua vez levariam ao trauma e, acrescente-se, camas
mal manejadas sdo verdadeiros sitios de crescimento bacteriano, inclusive para a E. coli
(ELFADIL et al., 1996).

Também sao fatores relacionados a celulite o didmetro de superficie do peito, a

velocidade em ganho de peso, o uso de probidticos que ao inibirem as bactérias gram
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positivas, podem favorecer a propagagdo da E.coli e o manejo alimentar. Algumas
patologias podem aumentar a incidéncia de celulite em um lote, entre elas estdo a ascite e
as deformidades valgus e valrus, doengas que dificultam a mobilidade do animal

(ELFADIL et al., 1996).

2.3.3 Lesoes de celulite concorrentes com outras causas de condenacio por colibacilose

Ordenka et al, (1997) analisaram a prevaléncia de lesdes de celulite e de outras
lesdes sistémicas associadas em uma mesma carcaca.Constataram que 12,5% dessas
carcacas possuiam ao menos uma lesdo, além da celulite. Os mesmos autores, ainda citam
que os 30,5% de prevaléncia de lesdes de colibacilose encontrados por GOMIS et al,

(1997), provavelmente, estariam ligados ao baixo nimero de lotes observados.

Esses resultados levam a questionar se a E.coli que gera celulite ¢ a mesma que
origina outras formas de colibacilose. Dois estudos tranversais, um com 118 e outro com
236 carcagas condenadas por celulite, chegaram aos seguintes resultados: 36% das carcagas
do primeiro estudo apresentavam outras lesdes de colibacilose concomitante com a de
celulite. No segundo experimento, 0 mesmo autor constatou que em 34,6% das carcagas
havia, a0 menos, mais uma lesdo de colibacilose, além da lesdo de celulite. Essas lesoes
eram  pericardite  (19/237), aerossaculite  (21/237),  osteomielite  (26/237),
polisserosite(4/237) e perihepatite(4/237). Essas tltimas amostras de E.coli foram testadas
verificando-se o perfil genotipico e fenotipico e se mostraram diferentes quanto aos fatores
de viruléncia, indicando que a celulite ndo leva a manifestagdo de outras colibaciloses ¢
nem as colibaciloses levam a celulite. O que existe, na verdade, sdo fatores de risco em
comum entre a celulite e as outras formas de colibacilose (GOMIS et al., 1997;GOMIS et
al., 2000).

E possivel se isolar E.coli da maioria das lesdes de celulite. Em um estudo que
utilizou 115 carcagas, o indice foi de 97,5% e foram associados os sorogrupos Oz, O,, O e
Ogs ao aparecimento da celulite. Nesse mesmo trabalho, 60% das amostras isoladas

pertenciam aos trés primeiros sorogrupos. Entretanto, outros agentes foram, eventualmente,
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isolados das lesdes e houve o registro da presenca de Pasteurella multocida, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aglomerans, Proteus vulgaris e Streptococcus dysagalactiae
(PEIGHAMBARI et al., 1995).

2.3.4 A celulite aviaria e os riscos a saude publica

E importante ressaltar que nunca houve associacdo entre um caso de
intoxica¢do alimentar no homem e a presenca de celulite avidria. Entretanto, existe
semelhanga entre o perfil genético da E.coli proveniente de celulite e a mesma bactéria
causadora de septicemia e meningite em humanos. Existe o risco da E.coli de origem
aviaria servir de banco de genes de resisténcia para os patdgenos presentes em humanos
(KUMOR et al., 1998). Ao se compararem bactérias provenientes de amostras de celulite e
de aerossaculite com amostras de pacientes doentes de uma mesma regido geografica,
concluiu-se que as E.coli aviarias diferiam, fenotipica e genotipicamente, das que causavam

doengas nos humanos (CAYA et al., 1999).

A E.coli também desempenha papel fundamental para que ocorra a celulite.
Admitindo-se que somente 10 a 15% das E.coli presentes nas fezes causam algum tipo de
doenca, esse grupo de bactérias patogénicas, provavelmente, possui fatores de viruléncia
que as diferenciam das nao patogénicas. Esse conjunto de bactérias capazes de produzir
dano aos animais recebeu a denominacdo de E.coli Patogénicas as Aves (HARRY &

HEMSLEY, 1965; GYLE, 1994).

A realizacdo de testes fenotipicos e genotipicos propicia o conhecimento dos
principais fatores de viruléncia da E.coli. Entretanto, as publica¢des cientificas atuais
tendem a associar a presenca de genes de eleicdo com um teste in Vivo para que essa
bactéria seja considerada patogénica. Os testes em animais proporcionam um conhecimento
da real capacidade da bactéria invadir, colonizar e se replicar em seu hospedeiro. Nao se
pode afirmar somente através do perfil genético que os genes contidos na bactéria venham a
se expressar e causar alguma doenga. Deve ser acrescentado que interagdo entre a presenca

de dois, ou mais, genes nao pode ser visualizada em provas in vitrol MOURA et al., 2001).
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Os fatores de viruléncia, freqiientemente associados a patogenicidade em amostras
de lesdo de celulite, sdo a resisténcia sérica, a producao de colicina e areobactina, o flagelo,
a fimbria P, produgdo do antigeno K; e a fimbria F (VIDOTTO et al.,1990 ;POURBAKSH
etal.,1997;NOLAN et al., 2003; DELICATO et al.,2003).

Com relagdo ao perfil de patogenicidade de amostras de E.coli de origem
respiratoria Rocha et al.,(2002) constataram que nas 63 amostras investigadas eram
freqlientemente expressos os seguintes fatores de viruléncia: produgdo de colicina,
resisténcia sérica, a presenca do operon pap e capacidade de hemaglutinar hemacias de
galinha. Embora quando esses fatores de viruléncia foram analisados em conjunto a
variacdo de combinagdes foi muito diversa, caracterizando assim que, no campo, as

amostras possuem perfis muito diversos para obedecerem a um padrao.

Normalmente, os testes de patogenicidade se dividem em quatro categorias: o teste
em animais com mais de 15 dias de vida, os ensaios em pintos de um dia, o teste de LDsg ¢

a inoculagdo em ovos embrionados.

O teste em animais com mais de 15 dias de vida tem por objetivo reproduzir a lesao
de celulite ja os ensaios em pintos de um dia, ou com idade préxima a esta, levam os
pintinhos & morte e a uma série de lesdes sistémicas. Essa ultima alternativa ¢ mais
utilizada quando associada a experimentos envolvendo o estudo do perfil genético. A
inoculagdo em pintos também ¢ utilizada para estabelecer a concentragdo em unidades
formadoras de coldnia suficientes para matar 50 % dos animais inoculados (DOZOIS et al.,

1992; NGELEKA et al., 2002; DELICATO et al., 2003).

A inoculacdo em ovos embrionados surge como uma nova alternativa para modelos
de patogenicidade in vivo. Ao relacionarem essa nova modalidade de inoculagdo com
métodos ja empregados, através das vias endovenosa, subcutdnea e intratraqueal, foi
possivel observar uma forte correlagdo entre o desafio em ovos embrionados e a alta

mortalidade quando se empregavam as vias subcutanea e intravenosa. A via intratraqueal
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mostrou baixa letalidade em relag@o a outras vias de inoculagdo, embora entre as amostras
utilizadas na via intratraqueal tenham ocorrido diferencas nos quadros de mortalidade e
morbidade. Esses achados estariam relacionados com o potencial individual de cada

amostra em causar doenga (GIBBS et al, 2004).

Dentre os autores que trabalham com testes de patogenicidade em animais jovens ¢
comum o uso do conceito de dosagem letal a 50% (LD50), que significa a dose necessaria
para que morram 50% dos animais inoculados. Para mensurar a patogenicidade de lesdes de
celulite ¢ comum o uso da via subcutanea (SC).(DOZOIS et al., 1992; NGELEKA et al.,
2002). Ja para testes usando cepas de lesdes respiratorias, ou de colisepticemia, a via mais
comum ¢ através dos sacos aéreos (POURBAKHSH et al., 1997;DOZOIS et al., 2000;
ASSIS, 2001).

O que caracteriza os testes de patogenicidade de E.coli em pintos de um dia de
idade com amostras provenientes de lesdes de celulite ¢ que, embora se consiga reproduzir
as lesdes de celulite, o que, freqlientemente, se observa ¢ a alta mortalidade nos primeiros
dias apo6s a inoculagdo da bactéria e a presenca de lesdes septicémicas no pintinho
(NORTON,2000). A septicemia aguda por E.coli mata as aves em bom estado corporal e,
normalmente, sem lesdes macroscopicas, o que indica a natureza aguda da infecgdo.
Quando encontradas, as lesdes observadas sdo o figado esverdeado e pontos necroéticos, a

musculatura peitoral congesta (GROSS,1997).

Johnson et al., (2001) ao inocularem aves com diferentes idades (4, 7, 10, 16, 28 ¢
52 dias) observaram que esses animais apresentaram celulite em todas as idades, porém as
aves entre 4 ¢ 16 dias apresentaram lesdes caracteristicas de outras formas de colibacilose e

alta mortalidade até 2 dias apos a inoculagao.

Um dos primeiros experimentos realizados para comparar amostras patogénicas e
apatogénicas de E. coli foi executado por Dho & Lafont., (1982). O trabalho tinha como
objetivo relacionar indice de letalidade em pintos de 1 dia, capacidade de adesdo e

resisténcia sérica. Esses mesmos autores utilizaram 5 pintos de 1 dia e inocularam 0,1 ml de
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solugdo de BHI contendo 10° UFC/ml E.coli , através da via subcutinea. A partir dai, os

animais foram observados por 4 dias e registrado o indice de morte a cada 24 horas.

Animais que recebem E.coli patogénica provenientes de lesdo de celulite podem
desenvolver a lesdo em menos de 18 horas ap6s a inoculagdo. Porém, apos 6 horas do
periodo pos-inoculacdo, j4 se pode observar uma lesdo amarelo rosada de caracteristica
sero-sanguinolenta que, provavelmente, resultara na lesdo de celulite, quando a infeccao
for resolvida. No experimento em questdo, a persisténcia da lesdo de celulite se manteve

por um periodo de 3 semanas (NORTON et al., 1997).

Gomis et al ., (1997) verificaram que ao inocular aves de 25 dias de idade com
doses variando entre 10°UFC/ml a 10° UFC/ml por via (SC), em 6 horas apds inoculagio os
animais exibiam sintomas respiratorios suaves. Neste periodo de tempo, foi encontrado no
sangue contagens bacterianas oscilando entre 4x10%a 1 x 10* UFC/ml e foi registrado que o
nimero de bactérias foi decrescendo com o passar do tempo, mas ainda se manteve

contavel por até 3 dias.

O isolamento da bactéria apos inoculagao ¢ dependente do local de inoculagdao. Ou
seja, € possivel isolar E.coli de lesdes de celulite até 14 dias ap6s a indugdo da lesdo. O
tempo maximo para se isolar a bactéria do figado, do sangue e do coragdo foi de 7 dias
(POURBAKHSH et al., 1997). Embora a bactéria seja eliminada em poucos dias do
organismo a infec¢do, quando resolvida, resulta em grande quantidade de fibrina nos 6rgaos
acometidos. Devido ao curto periodo do ciclo de produgdo de frango de corte essas lesodes

provavelmente acompanhardo o animal até o0 momento do abate (GOMIS et al., 1997).

Cepas bacterianas oriundas de quadros respiratorios, inoculadas em aves com 12
dias de idade, na dose de 0,1 ml 10°UFC/ml, induziram o surgimento de sinais
respiratorios sutis algumas horas pods-inoculagdo. Na necropsia destes animais, ja era
possivel visualizar edema nos sacos aéreos. Apos 24 horas da inoculagdo, os animais ja se
mostravam moribundos ou morreram, apresentando lesdes de aerossaculite com intensidade

de moderada a severa e exsudato fibrino purulento (POURBAKHSH et al., 1997).
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Na tentativa de explicar melhor a patogenicidade das amostras em estudo, os autores
se valem de diversas formas de avaliacdo. Em razao disto, a literatura oferece uma grande
variedade de métodos, majoritariamente baseados em critérios subjetivos e,

conseqiientemente, de dificil reproducao.

Macklin et al., (1999) ao desafiar em aves de 28 dias de idade por via SC, com uma
dose de Iml contendo 1x 10° UFC/ml, estabeleceram um critério de classificacdo das
lesdes que variou de zero a quatro. No escore zero nao foram detectadas lesdes de celulite.
Ja o escore 1, correspondia a lesdo menor que 2cm de didmetro e infiltragdo muscular
minima. No escore 2 era observado um quarto (1/4) do total do peito coberto por lesdo de
celulite e infiltracdo muscular moderada. O escore 3 estava representado pelas lesdes que
cobriam a metade da massa total do peito e podia ser visualizada infiltracio muscular
severa. Finalmente, no escore 4, o peito achava-se completamente tomado pela lesdo e esta

era acompanhada por severa infiltragdo muscular.

Peighambeari et al,(1995) ao avaliarem a fun¢do do trauma no desenvolvimento da
celulite e relacionarem a capacidade de formar a lesdo com amostras de diferentes origens,
sugeriram que, baseado no aspecto macroscopico da lesdao, poderia dividi-las em quatro
grupos. No primeiro grupo colocaria as aves com auséncia de lesdo. O segundo, seria
composto por animais com pele de coloracdo amarelada suave, lesdes cutineas com
menos de 5 cm’ de 4rea e auséncia de hemorragia. No terceiro, poderiam ser observadas
aves com pele de coloragio amarela moderada, area de lesdo entre 5 ¢ 10 cm” e auséncia de
hemorragia. O quarto grupo conteria os animais com severas lesdes na pele com area maior

que 10 cm” e presenca de hemorragias.

Peighambari et al, (1995) desenvolveram conceitos de severidade de lesdo
microscopicas e se basearam em alteracdes na capsula do tecido conectivo, contagem de
células inflamatdrias por campo e presenca de neo-vascularizagdo Desta forma, “sem lesao”
significaria auséncia de tecido conectivo de capsula, auséncia de heterdfilos, 1 a 2 linfocitos

por campo e auséncia de neo-vascularizacdo. Na categoria “lesdo leve” estariam os quadros
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histolégicos caracterizados pelo dominio de tecido conectivo maduro composto por
colageno, menos de 10 heterdfilos e 3 a 5 linfocitos por campo e auséncia de neo-
vascularizacdo. Como “lesdo intermediaria” seriam classificadas as lesdes histologicas que
apresentassem quantidades iguais no tecido conectivo de tecido celular e tecido conectivo
com colageno, 10 a 50 heterofilos, 6 a 10 linfocitos e auséncia de neo-vascularizacdo. Por
ultimo, um quadro de “lesdo severa” seria representado por grande quantidade de tecido
conectivo jovem, mais de 50 heterdfilos e 10 linfocitos por campo e presenga de neo-

vascularizacao .

Mellata et al., (2003) ao inocularem aves com 25 dias no saco aéreo, desenvolveram
um critério para classificar as lesoes de septicemia. Para tanto, levaram em consideragao as
lesdes presentes nos sacos aéreos , no figado e no coragdo. O escore proposto era
construido da seguinte maneira: saco aéreo (0- normal; 1- leve edema; 2- espessamento
difuso, neovascularizagdo e escudado fibrinoso leve; 3- escudado fibrinoso moderado e 4-
exsudato fibrinoso severo). As lesdes cardiacas foram agrupadas como: 0- sem lesdo; 1-
liquido pericardico turvo; 2- pericardite aguda . O ultimo grupo dizia respeito as lesdes
hepaticas que foram assim divididas: 0- sem lesdo; 1- pequena quantidade de exsudato e 2-

perihepatite marcada.

Jeffrey et al., (1999) além de empregarem critérios quantitativos para medir a lesdo
de celulite e a lesdo de orgdos, acrescentaram uma nova varidvel ao seu método, o tempo de
formacao da lesdo. Assim sendo, foram inoculadas aves aos 22 dias de idade por via SC
com, aproximadamente, Iml de solugdo bacteriana contendo 10’ UFC/ml. Apds a
inoculagdo, as aves foram observadas e necropsiadas em 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas p.i.
Quanto mais precoces fossem as lesdes de celulite, mais pontos eram atribuidos a elas.
Portanto, o quadro podia ser resumido assim: escore 0- sem lesdo aparente; escore 1- leve
opacidade e espessamento do tecido subcutidneo; escore 2- espessamento unilateral
moderado, esxudato fibrinopurulento e hemorragia petequial; escore 3- exsudato
fibrinopurulento tendendo para fibrinocaseoso com hemorragias equimoéticas na
musculatura e lesdo disseminada por todo o lado onde ocorreu a inoculacdo; escore 4-

similar ao escore 3 com predominio de exsudato fibrinocaseoso e lesdo além da linha média
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peitoral; escore 5- similar ao escore 4, mas, além de se estender pela linha média, a lesao
deve comprometer pelo menos a metade da musculatura do peito

Os mesmos autores classificaram as lesdes septicémicas em fracas, moderadas e
severas, depois de observar o figado, o coragdo e as articulagdes. O escore foi graduado de
1 a 5 e obedecia as seguintes normas: escore 1- uma ou duas lesdes leves; escore 2-
presenca de uma lesdo moderada em um 6rgdo ou lesdes suaves em 3 orgdos; escore 3-
quando o animal apresentasse lesdo moderada em dois 6rgaos; escore 4- quando as aves, ao
menos, apresentassem uma lesdo severa no figado e articulagdo e coragdo com lesdes

moderadas e escore 5- quando mais de um 6rgdo apresentassem lesdes severas.

Mesmo em testes de patogenicidade que s6 envolvem a observacao do nimero de
animais mortos por um determinado periodo de tempo, os critérios para avaliar essas

amostras sdo diversos.

Dho & Lafont., (1982) propuseram inocular 0.1 ml de solugdo pura de BHI
contendo 10° UFC/ml, via subcutinea, em grupos de 5 animais e consideraram como cepa
patogénica a que fosse capaz, de matar 3 de 5 animais do grupo inoculado e cepa
apatogénica a que ndo matasse nenhum animal. Infelizmente, estes autores nao relataram
como classificariam amostras que matassem 1 ou 2 animais do grupo testado. Alguns anos
depois, 0s mesmos autores em um outro experimento, associaram a presenca dos fatores de
viruléncia, como a produgdo de aerobactina e a capacidade de adesdao em células epiteliais,
a diferencas na letalidade de diversas amostras. Foi usada a mesma metodologia quanto a
via, dose e numero de animais. Porém, o critério de classificacdo foi diferente da usada
anteriormente. Agora, a amostra letal deveria matar todos os 5 animais inoculados,

amostras intermediarias de 2 a 4 animais e ndo letais 0 ou 1 animal.

Knobl et al., (2001) utilizaram a mesma metodologia proposta por Dho & Lafont,
(1982) s6 que ao invés de utilizar cinco animais usaram oito ¢ estabeleceram que: alta
mortalidade mataria mais de 80% dos animais, intermediaria de 50 a 80% dos animais e

baixa patogenicidade menos de 40% dos animais.
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Brito et al., ( 2002), também usa a metodologia estabelecida por Dho & Lafont,
(1982), observando 5 animais por 7 dias e considerou amostras de alta patogenicidade as
que matassem mais de 80% dos animais, intermediaria de 50 a 80%. Baixa patogenicidade

de 50 a 10% e apatogénica que ndo matasse nenhum animal.

Ao finalizar esta revisdo, fica a observagdo de que os diferentes autores propuseram
distintos critérios de interpretagdo de resultados, embora a metodologia basica dos
experimentos seja a mesma, ou seja, todos eles se basearam em DHO & LAFONT, (1982).
Assim sendo, e como um agravante ao quadro, se visualizarmos o conjunto da literatura
existente sobre o assunto, que cita trabalhos que utilizam outras metodologias, fica muito
dificil o estudo da patogenicidade de amostras de E. coli empregando como referéncia os
trabalhos citados internacionalmente. Esta dificuldade nos remete a um outro objetivo: o
desenvolvimento de um método no qual seja avaliada a letalidade da amostra associada &
capacidade desta mesma amostra de produzir lesdes caracteristicas da enfermidade e
expressar o resultado em ntimeros para diminuir a interferéncia subjetiva do pesquisador ¢
proporcionar que dois conjuntos de amostras, classificadas por este novo método, tenham
suas patogenicidades médias comparadas através de critérios objetivos e com validade

estatistica comprovada. Estes sdo os objetivos da presente dissertagao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostra bacteriana

Foram utilizadas 300 amostras isoladas de E.coli oriundas de trés diferentes fontes:
cama de avidrios, lesdes de celulite entre os mesmos lotes e lesdes de aves com quadros
respiratorios (58). As amostras oriundas de lesdes cutaneas (170) e de cama de aviarios (72)
eram pertencentes a 71 propriedades, associadas a trés diferentes integracdes avicolas
gauchas. As amostras de lesdes cutaneas foram coletadas por ocasido do abate nos animais
com lesdes compativeis com celulite e as amostras de cama foram coletadas nos aviarios
onde estes frangos foram criados. As amostras de quadros respiratorios foram isoladas e
identificadas pela equipe do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria
(CDPA)/ Porto Alegre/RS, no ano de 1995 e conservadas sob refrigeragdo a -20°C em

solucdo de glicerol a 50%.
3.2 Inéculo

Dos estoques em glicerol, foram retiradas 100ul de cultura e postas em 3 ml de
caldo infusdo coracgao cérebro (BHI) por 24hs a 37°C, para a obten¢do de concentragdo de
10° UFC/ml de E.coli. Cada tubo de BHI foi homogeneizado vigorosamente durante 15
segundos, por meio de agitador “vortex” e colocado em dez seringas hipodérmicas 0,1 ml

de solucao de BHI.
3.3 Animais

Foram selecionados grupos com 10 pintinhos de 1 dia por amostra testada,
totalizando 3200 pintos fémeas de 1 dia de idade, provenientes de um mesmo incubatoério.
Esses animais foram alojados em gaiolas com agua e comida ad libitum e, quando
necessario, foi realizado o aquecimento do ambiente. Em cada ocasido eram testadas 40

amostras de E.coli e acompanhados por um grupo controle de 10 animais.
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3.4 Via de inoculaciao

Os animais foram inoculados via subcutdnea na por¢do abdominal posterior
esquerda com 0,1 ml de BHI contendo 10° UFC/ml. Os grupos controle foram inoculados

apenas com BHI.
3.5 Observacio dos animais

Todos os animais foram observados durante 7 dias consecutivos. Os animais foram
examinados e necropsiados em intervalos de 6, 12 e 24 horas p.i. no primeiro dia. Apos este
periodo, os referidos procedimentos eram realizados a cada 12 horas e os resultados das
observagdes eram agrupados e registrados a cada 24 horas. Cada animal morto era
necropsiado e se observava a presenca das seguintes lesdes: aerossaculite, pericardite,
perihepatite, peritonite e celulite. A presenca da lesdo era atribuido o valor “1” e a auséncia
era caracterizada pelo valor “0”. Nos animais mortos no primeiro dia e que nao
apresentassem lesdes compativeis por infeccdo de E.coli tentou-se caracterizar a morte por
septicemia, através do isolamento bacteriano e, a partir do figado, o material era semeado
em EMB a 37°C por 24 h, para se observar colonias tipicas da E.coli. Os animais

sobreviventes até o sétimo dia foram sacrificados e necropsiados.
3.6 Exame histopatologico

Foram coletadas aleatoriamente seis amostras de lesdes cutaneas compativeis com
celulite a cada 24 horas ap6s a inocula¢do, por um periodo de 7 dias. As amostras foram
fixadas em formol a 10%, processadas, coradas com hematoxilina ¢ eosina e examinadas

microscopicamente.

3.7 Estabelecimento de critérios para a determinacio de indice de patogenicidade (IP)
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Além dos critérios ja citados, o tempo de morte foi utilizado para a determinagao de
um indice de patogenicidade, embora tenha recebido um tratamento diferente. Em
principio, animais mortos nas primeiras 24 h e com isolamento de E.coli positivo recebiam
a pontuagdo 1 para todos os itens observados totalizando 10 que representa o indice
maximo. Cada dia posterior 4s 24 h da inoculagdo, ou seja, do segundo ao sétimo dia,
havia uma diminui¢do proporcional da pontuagdo, e a corre¢ao foi calculada da seguinte
forma: dividindo o fator 1 por 7, obteve-se o numero (0,14) e esse numero foi subtraido de
1 a cada dia que o animal sobrevivia. Esta constante (0,14) recebeu a denominagdo de
Fator de Bonificacdo de Sobrevivéncia (FBS). As demais variaveis ndo sofreram qualquer
alteracdo. O valor obtido para o tempo de morte era multiplicado por 5, para dar um peso
cinco vezes maior a mortalidade em comparagdo com as outras lesdes estudadas. Desta
forma, o Indice de Patogenicidade Individual calculado nesta dissertagio obedeceu a

seguinte formula:

IPI= (TM x 5)+P+Pe+Ph+A+C

onde:

IPI = Indice de patogenicidade individual
TM = Tempo de Morte

P = Pericardite

Pe = Peritonite

Ph = Perihepatite

A = Aerossaculite

C = Celulite

Para o calculo do indice de Patogenicidade da amostra inoculada em 10 pintos, os
valores obtidos na formula anterior eram divididos por 10, obedecendo a seguinte formula:
IP=>(IPI,;
N

N=n° de pintos inoculados
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Na Tabela 1 esta apresentado, como exemplo, o comportamento de uma amostra de

E. coli, quando foi submetida a metodologia proposta nesta dissertagao.

Tabela 1 — Exemplo do estabelecimento do indice de patogenicidade de uma amostra de E.
coli utilizada no experimento.

Amostra  Animal  Dia ™ A P Ph Pe C 1P
Morte

1 1 1 1 1* 1* 1* 1* 0* 10
1 2 2 0,857 0 0 1 1 1 7,29
1 3 2 0,857 1 1 1 1 1 9,29
1 4 3 0,714 1 1 1 1 1 8,57
1 5 4 0,571 0 1 1 1 1 6,86
1 6 4 0,571 0 0 0 0 0 2,86
1 7 gH* 0 0 0 0 0 0 0
1 8 S 0 0 0 0 0 1 1
1 9 S 0 0 0 0 0 1 1
1 10 S 0 0 0 0 0 1 1
IP 4,79

* Ocorréncia de lesdo = 1

* Auséncia de Lesdo =0

** S = Sacrificados no 7° dia pos-inoculagdo

OBSI1: A coluna TN foi multiplicada por 5 para o calculo do IP

OBS2: O calculo do IPI é realizado com os valores das linas ¢ do IP é calculado com os valores das colunas

No caso de morte no primeiro dia por septicemia, todas as outras lesdes eram
consideradas positivas, sendo aferido o valor 10 ao IPI e, nestes casos, nao foi necessario a

aplicacao da formula.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram agrupados conforme procedéncia da amostra e analisados

estatisticamente através do programa SigmasStat for Windows, versao 2,03.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia para a classificacao
da E.coli de diversas origens, considerando algumas outras variaveis que, freqiientemente,

sdo relevadas a segundo plano, para determinar a patogenicidade das cepas.

A partir do experimento realizado neste trabalho foi possivel observar que, além de
classificar essas bactérias como patogé€nicas e apatogénicas, ¢ possivel mensurar a
intensidade da patogenicidade das mesmas. Constatou-se que o critério que utiliza apenas a
letalidade de pintos de um dia, durante um periodo determinado de tempo, é questionavel,
tendo em vista que amostras consideradas iguais, em termos de patogenicidade medida por
métodos convencionais, podem apresentar resultados totalmente diversos, se analisados o

tempo de morte e a capacidade da bactéria de causar lesdes compativeis com septicemia.

O tempo decorrido entre a inoculagdo e a morte das aves ja foi uma variavel
considerada por Jeffrey et al., (1999), enquanto outros preferiram medir a intensidade das
lesdes através de analise macro e microscopica. No modelo de indice de patogenicidade
proposto, foi levado em conta o tempo de morte, como a principal variavel a ser
contabilizada. Para melhor representar o quadro observado apds as inoculagdes, foi criado o
FBS do animal. Desta forma, quanto mais longa a sobrevivéncia, menor seria o valor

atribuido a variavel “tempo” no calculo do indice de patogenicidade.

A septicemia seguida de morte esteve presente nas amostras consideradas
patogénicas e, muitas vezes, acompanhada de lesdes de celulite. Este fato, também foi
observado por Jeffrey et al., (1999). Por outro lado, tal achado colide com a descri¢do de
Johnson et al., (2001), que encontraram septicemia e toxemia em todos os grupos de
diferentes idades trabalhados, embora s6 tenham observado lesdo de celulite em animais
com mais de 10 dias de idade. Devido ao grande nimero de amostras utilizadas no presente
experimento, s foi possivel inserir o tipo de lesdo em relagdo a auséncia ou presenga, sem

considerar a intensidade das mesmas. Muitos dos critérios que pretendem medir a
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intensidade das lesdes observadas por alguns autores sdo diversificados, imprecisos ¢ de

natureza muito subjetiva.

No experimento atual, foram observadas lesdes compativeis com celulite nas
primeiras 6 horas pds-inoculagdo, confirmadas histopatologicamente. Este achado coincide
com as observagdes feitas por Jeffrey et al., (1999) e discorda de outros autores que citam o
surgimento deste tipo de lesdo somente ap6s 18 horas decorrentes da inoculagdo bacteriana

em animais mais velhos (Gomis et al., 1997; Norton et al., 1997).

A Figura 1 apresenta a distribui¢do do total de amostras classificadas no
experimento quanto ao indice de patogenicidade, sem levar em consideragdo a origem das
amostras. E possivel perceber que ha uma distribui¢do relativamente homogénea com
predominancia das amostras apatogénicas ou de baixa patogenicidade, com indices de

patogenicidade O e 1.

60+

5011

Numero 4011
de
amostras 3011

O Amostras

01 2 3 456 7 8 910

indice de Patogenicidade

Figura 1 — Distribui¢do das amostras de Escherichia coli conforme o grupo do Indice de Patogenicidade e
desconsiderando a origem das amostras.

A distribuicdo das amostras de acordo com a estagdo do ano e a origem dos
isolamentos esta exibida na Tabela 2. Percebe-se que as amostras com baixa patogenicidade

(0 e 1) foram isoladas de diferentes quadros lesionais, ou seja, tanto de lesdes cutaneas
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como de problemas respiratorios. Assim sendo, ¢ provavel que, no campo, estas amostras
estivessem associadas a outros fatores que provocaram no animal as condigdes favoraveis
para a proliferagdo bacteriana e ao desenvolvimento das lesdes. No caso das amostras
isoladas nas camas e com alta patogenicidade, a literatura relata ha um percentual de E. coli
patogénicas (10-15%) em equilibrio com cepas de baixa patogenicidade, ou apatogénicas

(Harry & Hemsley, 1965)

Fig.1 Fig.2

Retirada do tecido subcutdneo com exposi¢cdo da musculatura peitoral fig.l e

abertura da cavidade celomatica em uma ave sadia fig. 2

Fig.3 Fig.4
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Retirada do tecido subcutaneo com exposi¢do da musculatura peitoral com lesao de celulite

fig.3 e abertura da cavidade celomatica com lesdo de perihepatite e pericardite fig.4.

Tabela 2 — Distribui¢do das amostras de Escherichia coli conforme o grupo do Indice de
Patogenicidade considerando a origem das amostras e a estagao.

Origem / Estacao Grupo de patogenicidade
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cama/Verao 7% 10 7 6 1 2 1 0 1 2 0
Cama/Inverno 6 3 1 1 0 0 0 2 0 0 0
Lesdo/Verao 15 10 7 6 12 6 1 115 11 7
Lesao/inverno 7 10 5 6 1 2 4 3 1 3 3
Respiratorio 5 8 3 4 7 2 8 6 6 7 2

* Numero de amostras

A Tabela 3 confirma a aplicabilidade deste novo modelo de indice de
patogenicidade, ja que o esperado seria que as amostras de E.coli oriundas de quadros
respiratorios e de lesdes de celulite obtivessem um indice de patogenicidade
significativamente maior do que as amostras isoladas de cama de aviario. O surpreendente
foi a evidéncia de que os indices de patogenicidade de amostras respiratorias e do grupo de
lesdes cutaneas ndo diferissem estatisticamente, embora as primeiras apresentassem uma
média superior. Os coeficientes de variacdo expressam a homogeneidade do indice de
patogenicidade das amostras e ele destaca que as de origem respiratdria sdo as mais
homogéneas, seguidas por aquelas isoladas de lesdes cutaneas. Os dados ressaltam que o
fato de haver um coeficiente variacdo mais alto no indice de patogenicidade das amostras
isoladas de camas de aviario pode ser atribuido a presenca de uma maior diversidade de

tipos de E.coli, incluindo-se, neste caso, algumas amostras muito patogénicas.
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Tabela 3 — Média dos Indices de Patogenicidade de Escherichia coli, conforme a origem
das amostras

Origem da amostra ~ Numero de amostras Indice de Coeficiente de
Patogenicidade * Variagdo
Respiratoria 58 5,420+£2,991° 55,16
Lesdo cutanea 170 4,6224+3,245? 70,21
Cama 72 2,319+2,292° 98,83

* Média + desvio padrao
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,001)

A estagdo do ano em que houve a coleta das amostras, quando analisado sem
considerar a origem das mesmas, nao influiu significativamente nos indices de
patogenicidade (Tabela 4). Entretanto, ao comparar os indices de patogenicidade conforme
origem das amostras e a estacdo do ano (Tabela 5), observa-se uma esperada igualdade
estatistica entre os indices de patogenicidade das amostras isoladas na cama,
independentemente da estagdo. As amostras isoladas das lesdes cutdneas no inverno,
tampouco foram diferentes das isoladas nas camas. Por outro lado, ficou clara a diferenca
significativa entre os indices de patogenicidade obtidos nas lesdes cutdneas e nas de origem
respiratorias, quando comparadas com as E. coli das camas dos aviarios. Na tabela 2,
verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre os indices de patogenicidade das
amostras origindrias das lesdes respiratdrias e das lesdes cutineas.

Tabela 4 — Indice de Patogenicidade de E. coli isoladas de lesdes cutineas e de camas em
duas estac¢odes do ano.

Estagdo do ano N°. amostras Indice de Coeficiente de
Patogenicidade (*) Varia¢ao (%)
Verao 147 4,201+3,278° 78
Inverno 58 3,580+3,175? 89

* Média + desvio padrao
Letras iguais representam diferenga ndo significativa (P=0,258)

Tabela 5 — Indice de Patogenicidade de acordo com a estagio do ano e da origem do
isolamento da Escherichia coli

Estacao/Origem N°de Indice de Coeficiente de Variacao (%)
amostras Patogenicidade*
Verdo/ Cama 48 1,785° 101
Verido/ Lesio 99 4,985° 64
Inverno/ Cama 13 1,171° 127
Inverno/ Lesdo 45 3,142 80
Respiratorias 58 5,928° 55

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenca significativa (P<0,05).
* Mediana
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O novo método proposto para classificagdo do indice de patogenicidade (Tabela 6)
pode ser utilizado para se ajustar a 4 diferentes categorias conforme foi utilizado no
trabalho de Brito et al.,(2003). Verifica-se que ao agrupar os novos indices eles exibem
uma vantagem imediata, ou seja, por serem expressados numericamente, ¢ possivel
estabelecer diferencas significativas entre as categorias. Esta caracterizagdo estatistica, fica
dificultada quando a classificagdo restringe-se a critério meramente qualificativo (Alta,
Intermediaria, Baixa e Apatogénica). Esta vantagem pode ser bem explorada ao serem
comparadas as amostras de E. coli isoladas em uma mesma granja avicola, pois no
experimento que dao base a esta dissertagdo foi demonstrado que existem distintas amostras
bacterianas com patogenicidade variavel e que as diferengas no indice de patogenicidade
porventura existentes entre granjas de uma mesma integracao, poderdo ser estatisticamente

caracterizadas

Tabela 6 — Agrupamento de patogenicidade (Brito,2001) versus Indice de Patogenicidade,
desconsiderando a origem das amostras.

Grupo (Benito) N° amostras Indice Pat. 25% 75%
(Mediana)

A 97 8,159° 7,142 9,453

I 59 4,571° 3,778 5,582

B 103 1,685° 1,064 2,300

AP 41 0,300¢ 0,100 0,600

Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,001).
A= Alta patogenicidade

I= Intermediaria

B= Baixa patogenicidade

AP= Apatogénica

A Tabela 7 exemplifica o afirmado anteriormente e os resultados permitem inferir
que a caracterizagdo segura das diferencas entre os indices de patogenicidade serdo levadas

em conta pelos médicos veterinarios no campo para sua atividade clinica.



37

Tabela 7 — Indices de patogenicidade de amostras de E. coli presentes em trés diferentes
granjas de uma integracdo avicola

Granja N° de amostras Indice de Patogenicidade
A 5 7,54 +4,18°
B 5 8,52+£3,32*
C 6 2,14+2,51°

Letras distintas na mesma coluna representam diferenca significativa (P<0,05).

A Tabela 8 mostra como lesdao mais prevalente a celulite, quando comparada a todas
as outras e a perihepatite foi a menos freqiiente. A mesma tabela também revela que had uma

grande variagdo no aparecimento das lesdes, pois os coeficientes de variagdo tém valores

altos.
Tabela 8 — Comparagdo entre as lesdes apresentadas no tragado do Indice de
Patogenicidade, desconsiderando a fonte da amostra.
Leséo N° de amostras Presenca da lesdo * Coeficiente de
Varia¢ao (%)
Aerossaculite 300 2,0 87
Peritonite 300 2,0° 101
Perihepatite 300 1,0° 98
Pericardite 300 2,0° 99
Celulite 300 3,0° 77

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05).
* Mediana

As Tabelas numeradas de 9 a 12 exibem a presenca das distintas lesdes observadas
por ocasido das inoculagdes para o tragado da patogenicidade. Nestes casos, a mediana
representa o numero de animais que apresentaram a lesdo, num grupo de 10 aves
inoculadas. No conjunto, ¢ imediatamente observado que os isolamentos bacterianos nas
camas, quase sempre, estdo acompanhadas de um coeficiente de variacdo mais alto do que
as demais amostras e a situagdo se inverte, no caso das amostras de origem respiratoria.

Como era de se esperar, as lesoes de aerossaculite sdo mais freqlientes nas amostras
isoladas de animais com problemas respiratorios, embora as diferencas entre as amostras de
lesdes cutaneas e as de respiratorias nao tenham sido significativas. Os altos coeficientes de

variacdo sugerem que a heterogeneidade das observacdes pode levar a resultados
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estatisticamente ndo significativos, contrariando a expectativa cientifica. Observe-se que as

amostras de origem respiratoria tém o menor coeficiente de variacdo, mais uma vez

(Tabela, 9).

Tabela 9 — Presenga de aerossaculite induzida pelas amostras de E. coli de acordo com a
origem do isolamento.

Origem N° e amostras Aerossaculite™® Coeficiente de variacao (%)

Cama 72 1,00* 99

Lesio 170 2,00° 83
Respiratoria 58 3,00° 62

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenca significativa (P<0,05).
*Mediana

As Tabelas 10, 11 e 12 relacionam os resultados referentes a peritonite, perihepatite
e pericardite, lesdes que, em geral estdo presentes em quadros respiratorios onde ha o
envolvimento da E. coli. Analisadas em bloco, pode-se reafirmar os argumentos sugeridos
anteriormente para a aerossaculite, agora referindo-se a peritonite, perihepatite e

pericardite, respectivamente.

Tabela 10 — Presenga de peritonite induzida pelas amostras de E. coli de acordo com a
origem do isolamento.

Origem N° e amostras Peritonite* Coeficiente de variacdo (%)
Cama 72 1,00* 115
Lesdo 170 2,00° 89
Respiratoria 58 2,00 *¢ 84

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05).
*Mediana
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Tabela 11 — Presenga de perihepatite induzida pelas amostras de E. coli de acordo com a
origem do isolamento.

Origem N° e amostras Perihepatite* Coeficiente de variagao (%)

Cama 72 1,00° 129

Lesdo 170 2,00° 96
Respiratoria 58 3,00° 52

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05).
*Mediana

Tabela 12 — Presen¢a de pericardite induzida pelas amostras de E. coli de acordo com a
origem do isolamento.

Origem N° ¢ amostras Pericardite (mediana)  Coeficiente de variagao (%)

Cama 72 1,00° 105

Lesio 169 2,00 *° 99
Respiratoria 58 3,00° 71

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenca significativa (P<0,05).

No caso da Tabela 13, apresentada a seguir, as diferengas nao foram significativas
para a presenca da celulite nas amostras provenientes das camas ou das lesdes cutaneas.
Aqui, deve ser lembrado que as amostras que provocam lesdes cutdneas sdo provenientes
das camas dos aviarios e que, por alguma razdo, encontram condi¢des favoraveis para
proliferar no organismo da ave. A literatura consultada ndo estabelece com precisdo a
expectativa do aparecimento das lesoes de celulite de acordo com a origem das amostras
(Peighambari et al., 1995; Johnson et al., 2001). Por outro lado, as amostras isoladas de
casos respiratorios comportaram-se dentro da expectativa cientifica e diferiram

significativamente daquelas isoladas das camas ou das lesdes cutaneas.
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Tabela 13 — Presenca de celulite induzida pelas amostras de E. coli de acordo com a origem
do isolamento.

Origem N° e amostras Celulite* Coeficiente de variacdo (%)
Cama 72 3,00° 76
Lesao 170 4,00° 66
Respiratoria 58 2,00° 83

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05).
* Mediana

Foi observada celulite neste experimento, nas primeiras 6 horas p.i. Este achado,
acompanhado da observagdo de celulite no periodo de 7 dias p.i. de observacgao, reveste-se
de importancia quando comparado com as citagdes da literatura que, geralmente, utiliza
animais mais velhos do que os usados neste experimento para caracterizar o aparecimento
da lesdo. Foi observado nesse experimento, que pintos de 1 dia podem vir a desenvolver,
além da lesao de celulite, uma forma septicémica da colibacilose, ainda mais comum, onde
sdo observadas lesdes de aerossaculite, peritonite, perihepatite e pericardite. Esse achado
vem de encontro as observac¢des de ( Peighambari et al., 1995; Johnson et al., 2001), e
contraria o relatado por (Norton et al., 2000). Estes ultimos, ao inocularem amostras de
celulite em animais nos primeiros dias de idade, observaram septicemia e morte, levando-os

a afirmar que animais jovens ndo desenvolvem celulite.

O conceito de dia de morte apresentado na Tabela 14 poderia servir como um
parametro interessante para se medir o quanto a bactéria possui de manifestagdo aguda e
septicémica. O que parece evidente € que as amostras respiratorias apresentam maior indice

de dia de morte, refletindo, assim, o comportamento “agressivo” destas amostras no campo.
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Tabela 14 — Dia de morte dos animais de acordo com a estagdo do ano e da origem do
isolamento da Escherichia coli

Estagdo/Origem N° de amostras  Indice Dia da Morte* Coeficiente de Variagao
(mediana) (%)
Verdo/ Cama 48 2,0° 108
Verdo/ Lesio 99 6,0° 62
Inverno/ Cama 13 2,0° 121
Inverno/ Lesdo 45 4,0%° 79
Respiratorias 58 7,5¢ 45

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05).
* Valores com amplitude de 0 a 10 e computando o FBS.

Autores que associam perfil genético para identificar fatores de viruléncia e testes
de patogenicidade, normalmente, usam o critério de DL50% em seus testes, devido a uma
maior precisdo nos resultados (Dozois et al., 1992; Dozois et al., 2000; Mellata et al.,
2003). Esses mesmos autores trabalharam com 3 a 4 dilui¢des e com, normalmente, 5 a 10

animais por amostra.

Uma das caracteristicas mais positivas desse experimento ¢ o nimero de amostras
trabalhadas: 300. Esse alto nimero de amostras tem como objetivo servir de alicerce para
se observar padrdes de viruléncia diversos, o que antes seria dificultado em razdo da
maioria dos experimentos trabalharem com um limitado nimero de amostras. Vale ainda
lembrar que, ha algum tempo atras, geralmente identificavam-se amostras patogénicas

através dos sorogrupos mais prevalentes em lesdes.

Este trabalho pretende abrir a possibilidade de associar esses indices de
patogenicidade com seu comportamento no campo e estabelecer qual o impacto de uma
amostra com um determinado indice de patogenicidade na producao avicola. Isto posto,
haveria a possibilidade de se coletar amostras no campo da cama e microbiota dos animais
e fazer predi¢cdes do quanto essa amostra prevalente no ambiente, € nos animais, pode ser
determinante nas perdas economicas daquele lote. Associado a ferramentas de inteligéncia
artificial, a estudos para determinacdo de fatores de risco e a resisténcia a antimicrobianos,
seria possivel realizar predi¢des e simulagdes e, através delas, propor medidas de controle

adequadas e economicamente vidveis.
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CONCLUSOES

Com o presente trabalho realizado podemos concluir que:

Com a nova metodologia proposta neste trabalho, ¢ possivel identificar diferencas

estatisticamente significativas entre os indices de patogenicidade das amostras.

Cepas de E.coli provenientes de quadros respiratorios ¢ de amostras de lesdo de
celulite, possuem indice de patogenicidade maior que amostras bacterianas oriundas de

cama.

A utilizacao do calculo do tempo de morte, corrigido pelo Fator de Bonificagdo de
Sobrevivéncia (FBS) e da presenga de cinco tipos de lesdes de colibacilose, refletiu

adequadamente a viruléncia da amostra, apds a inoculagdo em pintinhos.

Nao houve relagdo entre a origem da amostra de E.coli e a capacidade de causar

alguma lesdo especifica em animais inoculados.

Os indices de patogenicidade, com maiores coeficientes de variagdo foram

encontrados nas amostras oriundas das camas de aviarios.
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