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RESUMO

E. coli Patogénicas Aviarias (APEC) sd0 uma das causas de doencas extra-intestinais
em aves, as quais trazem grande prejuizo econdmico para o setor avicola mundial. Os
avangos nas pesquisas vém aumentando o entendimento dos mecanismos de
patogenicidade das APEC, demonstrando a grande importancia da interacdo dos
diversos fatores de viruléncia na determinacdo da sua patogenicidade. Redes Neurais
Artificiais (RNAS) tém mostrado ser uma poderosa ferramenta para uma vasta gama de
aplicacdes. Neste trabalho, o foco na aplicacd da RNA é na predicdo (0 a 10) da
patogeni cidade de amostras APEC. Em 489 isolados APEC foram analisados a presenca
de 38 genes associados a viruléncia, o indice de Patogenicidade (IP) in vivo e a
motilidade das amostras. Duas RNAs foram construidas utilizando o software
Neuroshell Classifier 2.1 (Ward Systems Group, Inc., Frederick, MD, USA) em duas
fases distintas: treinamento e validagdo. Utilizou-se como camada de entrada,
informagdes sobre a presenca ou auséncia dos 38 genes de viruléncia e a motilidade de
cada uma das amostras, com uma camada de saida formada pelo IP in vivo previamente
determinado. As RNAs construidas apresentaram uma classificacéo correta acima de
90%, sendo que arede 1 apresentou uma classificagdo de 91,62 e arede 2 de 99,03%. A
rede 2 obteve uma especificidade superior a 99,64% em todas as categorias e uma
sensibilidade superior a 92,86%. 1sso demonstra que 0 método aqui proposto, revelou
ser uma otima ferramenta de suporte as decisdes de médico veterinario, descartando no

futuro ainoculagdo de animais.

Palavras chave: Patogenicidade; Escherichia coli Patogénica Aviéria; Redes Neurais

Artificiais;



ABSTRACT

Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) are one of the causes of extraintestinal
diseases in birds, and cause considerable economic losses to the poultry industry
worldwide. Advances in research have increased understanding of pathogenic
mechanisms of APEC, and have demonstrated the importance of the interaction of
several virulence factors in determining their pathogenicity. Artificial Neural Networks
(ANN) have shown to be a powerful tool for a wide range of applications. In this paper,
the focus on neural network applications in the prediction (index of 0-10) of the
pathogenicity of isolates APEC. In 489 APEC isolates were analyzed: 38 virulence-
associated genes, the Pathogenicity Index (PI) in vivo and motility of the strains. Two
ANNSs were constructed using the software Neuroshell Classifier 2.1 (Ward Systems
Group, Inc., Frederick, MD, USA) in two distinct phases: training and validation. We
used as input layer, information about the presence or absence of the 38 virulence-
associated genes and the motility of each of the samples, with an output layer formed by
a previously-determined PI in vivo. The ANNs showed a correct classification of the PI
above of 90%, being that the network 1 had a rating of 91.62% and the network 2 of
99.03%. The network 2 obtained a specificity of over 99.64% and sensitivity greater
than 92.86% in all categories. This demonstrates that the method proposed here has
proven to be a great decision support tool for the veterinarian, thereby dispensing the

inoculation of animals in the future.

Key words. Pathogenicity; Avian Pathogenic Escherichia coli; Artificial Neural
Networks.
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1INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, a avicultura brasileira tem apresentado atos indices de
crescimento e vem conquistando os mais exigentes mercados. O Pais se tornou o
terceiro produtor mundial e lider em exportacdo. Atualmente, a carne naciona chega a
142 paises, com uma taxa de crescimento nas exportacfes prevista em 5,62% ao ano
(BRASIL, [2012]). A producéo da carne de frango em 2011 chegou a 13,058 milhdes de
toneladas, em um crescimento de 6,8% em relacdo a 2010. Com esse desempenho o
Brasil se aproxima da China, hoje o segundo maior produtor mundial, cuja a producéo
de 2011 teria somado 13,2 milhdes de toneladas, abaixo apenas dos Estados Unidos,
com 16,757 milhdes de toneladas. Do volume total de frangos produzidos pelo pais,
69,8% foram destinados ao consumo interno e 30,2% para exportacbes. Com isto, 0
consumo per capita de carne de frango atingiu 47,4 quilos por pessoa, um novo recorde
parao setor (UBABEF [2012]).

Fatores como qualidade, sanidade e prego contribuiram para aperfeicoar a
produtividade. O Brasil buscou modernizacdo e empregou instrumentos como manejo
adequado do aviario, sanidade, aimentagdo balanceada, melhoramento genético e
producdo integrada (BRASIL [2012]). Contudo, com o desenvolvimento industrial, os
alimentos passaram a serem produzidos em massa. Para isso, tendo-se como exemplo a
avicultura, procurou-se, mais e mais, melhorar a capacidade de producéo e, a0 mesmo
tempo que a avicultura expandiu-se no mundo inteiro, aumentou-se exponencialmente a
guantidade de animais, concentrando-se muito mais aves por metro quadrado. Esta
Situacdo, t&o importante para viabilizar a avicultura industrial, favorece a instalacéo,
multiplicacdo e disseminacdo de agentes patogénicos. Patologias como salmonelose,
colibacilose e micoplasmose, que sdo endémicas em certas granjas, levam a producéo
mais baixa, a qualidade inferior do produto, ou até mesmo a mortalidade (BERCHIERI,
2009).

Ha um consenso geral que a colibacilose é a doenca bacteriana infecciosa mais
comum de frangos de corte, a qual se refere a infecgdes localizadas ou sistémicas,
causadas total ou parcialmente pela Escherichia coli. Infeccbes por E. coli em suas
vérias formas si0 responsavels por significantes perdas econémicas e frequentemente a
colibacilose esta entre as doengas mais relatadas em sanidade avicola ou condenagtes
no processamento (BARNES et al., 2008 ). 1sso, pode ser exemplificado por Santana et
al. (2008) em um matadouro-frigorifico no estado de Goias, em que 51,20% das
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carcagas condenadas por doengas no processamento tinham lesdbes consistentes com
colibacilose (celulite aviaria) e por Ferreira et al. (2012), onde esta mesma lesdo
também encontra-se entre as trés principais causas de condenacfes de carcagas de
frangos em matadouros-frigorificos no sul do Brasil. Pesquisadores tem demonstrado
que infecgOes causadas por E. coli em frangos de corte e perus contribuem para uma
menor producdo, falta de uniformidade e menor ganho de peso, ocasionando um
aumento da contaminacdo fecal, erros de processamento e aumento na populacdo de
bactérias patogénicas no produto final (RUSSEL et al., 2003; MARRETT et al., 2000).

A E. coli, além de estar relacionada com celulite aviaria e aerossaculite, interage
com 0 hospedeiro e o ambiente, podendo assim, causar colisepticemia ou outras |esdes
como peritonite, pneumonia, pleuropneumonia, pericardite, coligranuloma, doenca
respiratoria crénica complicada (DRCC), onfalite, sapingite, sindrome da cabeca
inchada (SCI), panoftaimia, osteomielite, ooforite e sinovite (FERREIRA; KNOBL,
2009). A mortalidade acumulada é norma mente entre 5 a 10% durante um surto isolado
(VANDEKERCHOVE et al., 2004; BARNES €t al., 2008), mas a propor¢do de frangos
gue sofrem a doenca pode chegar a 50% (ASK, 2006). As perdas chegam a milhdes de
doléres por ano devido a mortalidade, perda na producdo e condenacdo de carcacas
(BARNES et al., 2008).

Atualmente as pesquisas com E. coli estéo voltadas para identificagdo de fatores
de viruléncia associados a patogénese bacteriana, incluindo adesinas, toxinas, fatores de
aquisicdo de ferro, lipopolissacarideos, cipsulas de polissacarideo e invasinas, e varios
pesquisadores tem associado a transferéncia dos mesmos para outros patotipos de E.
coli que causam infecgdes em seres humanos, como as E. coli uropatogénicas (UPEC) e
E. coli associada a meningite do recém nascido (NMEC) (EWERS et al., 2007,
JOHNSON et al., 2012; SPURBECK et al., 2012). Entretanto, essas pesquisas acabam
tornando-se imprecisas quando apenas indicam a presenca ou auséncia desses fatores de
viruléncia, ou quando ocorre agrupamento dos fatores mais frequéntes, nao
diferenciando cepas patogénicas de apatogénicas, que por consequéncia continua sendo
um problema no diagnéstico e nas tomadas de decisdes pelos veterinarios de campo.
Muito provavelmente isso ainda acontece devido a complexidade das interacbes que
existem entre os fatores de viruléncia das E. coli e a0 fato dos procedimentos
convencionais para a determinacdo da patogenicidade das E. coli, nos quais se inoculam
animais, serem demorados, caros e eticamente questionados pela comunidade
internaciona (SALLE et al., 2011).
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Seguindo a linha de pesguisa do programa de isolamento e identificagdo de
amostras de E. coli de origem aviaria e utilizacdo de Inteligéncia Artificial (Redes
Neurais Artificiais) do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Avidria (CDPA),
Rocha (2006) desenvolveu trés redes neurais artificials para classificagdo da
patogenicidade de 293 cepas de E. coli. Os resultados obtidos nesta pesquisa chegaram
as classificagOes corretas de 54,27%, 80,55% e 83,96%, para as redes um, dois e trés,
respectivamente. A primeira rede desenvolvida por Rocha (2006) classificou a
patogenicidade de amostras de E. coli em 11 categorias (0 a 10), ja as redes dois e trés
sofreram modificagfes nos seus dados, com o agrupamento das amostras conforme seus
indices de patogenicidade: a rede dois recebeu informacbes de trés categorias
(apatogeni cas-patogenicidade baixa / patogenicidade intermediaria / patogenicidade
ata) e a rede trés de duas categorias (apatogenicas-patogenicidade baixa /
patogenicidade ata).

Em consequéncia do sucesso dessa ferramenta no primeiro momento, mas ao
mesmo tempo com a diminuicdo das categorias relizada por Rocha (2006), vimos a
necessidade de melhoré-la, sem fazer agrupamentos, buscando assim, construir model os
mais gjustados para uma classificacgo precisa (0 a 10) da patogenicidade das E. coli.
Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi construir uma rede neural artificial capaz de
predizer a patogenicidade de amostras de E. coli de origem aviariade zero adez, com a
maxima precisdo possivel e, assim, disponibilizar aos médicos veterin&rios uma
ferramenta que possa fornecer laudos mais precisos, incluindo aém do nome do

bactéria e antibiograma, o grau da patogenicidade da mesma.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli

O género Escherichia € composto de varias espécies, mas somente a E. coli éum
importante patdgeno dos animais (HIRSH; ZEE, 2003). A E. coli € uma espécie da
familia Enterobacteriacea extremamente heterogénea e complexa (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008), foi descrita pela primeira vez, em 1885, por Theodor von
Escherich. E um bastonete curto, com coloragio Gram negativa, ndo esporulado, cujo
tamanho varia de 1,1 a 1,5 ym por 2-6 ym, € um anaerobio facultativo, a maioria das
amostras € movel, devido a existéncia de flagelos peritrigueos e crescem em
temperaturas que podem variar de 18°C a 44°C, sendo idea a temperatura de 37°C
(FERREIRA; KNOBL, 2009).

A E. coli cresce bem nos meios de cultivos comuns. Formam colGnias de
tamanho médio (didmetro de 2 a 3 mm) lisas, brilhantes em agar sangue a 37°C em 24
horas e aguns sorotipos sdo hemoaliticos, formando halo de beta hemdlise. No meio de
cultivo MacConkey formam coldnias de cor rosa avermelhada, enquanto no meio
eosina-azul de metileno as coldnias sdo verde metdicas (OLIVEIRA, 2000). A
producdo de acido e gés ocorre apos a fermentagdo da glicose, maltose, manose,
manitol, xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose. A fermentacdo do adonitol,
sacarose, sdlicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina é variavel. A maioria das
amostras possui capacidade de fermentar a lactose, embora agumas amostras
apresentarem uma fermentacéo tardia (FERREIRA; KNOBL, 2009).

A diversidade patogénica de E. coli é enorme, a espécie compreende varias
categorias de amostras que causam infecgcdo intestinal por diferentes mecanismos e
va&rias outras especificamente associadas com infeccOes urindrias, meningites e
infecgbes extra-intestinais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Atuamente, seis
distintas categorias patogénicas (patotipos) de amostras de E. coli patogénica intestina
sdo conhecidas: EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica),
EIEC (E. coli enteroinvasiva), EAEC (E. coli enteroagregativa), STEC/EHEC (E. coli
produtora de toxina Shiga)), DAEC (E. coli difusamente aderente) (RUSSO;
JOHNSON, 2000; KAPER, et al., 2004). Além destas, Russo e Johnson (2000)
propuseram a denominagdo ExPEC (E. coli patogénica extra-intestinal) para englobar

todas as E. coli que sdo isoladas de infecgdes extraintestinais, entre estas, encontram-se
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as UPEC (E. coli uropatogénica), NMEC (E. coli associada a meningite neonatal) e
APEC (Escherichia coli patogénica aviaria).

As amostras de E. coli possuem diversos determinantes antigénicos, localizados
principamente na parede celular, como antigenos somaticos (O), antigenos flagelares
(H), antigenos capsulares (K) e fimbrias (P), os quais séo usados para sorotipagem de E.
coli. Os antigenos sométicos sdo de natureza lipopolissacaridica localizando-se na
superficie da parede celular. Os antigenos flagelares sdo de natureza proteica e 0s
antigenos capsulares sdo compostos de polissacarideos. Antigenos proteinaceos
fimbriais agem como adesinas, facilitando a aderéncia nas superficies das mucosas
(QUINN et al., 2005). Os sorotipos de E. coli sdo classificados conforme o esquema de
Kauffmann White e existem aproximadamente 180 antigenos O, 60 antigenos H e 80
antigenos K, mas na maioria dos esquemas de tipificacdo sorol 6gica somente o antigeno
O e 0 H sdo determinados, como por exemplo a E. coli O157:H7, um importante
patdgeno de doengas gastrointestinais em humanos. O “antigeno O” determina o
sorogrupo enquanto o “antigeno H” determina o sorotipo (BARNES et al., 2008).

Além da caracterizagao fenotipica e sorotipica, os isolados de E. coli podem ser
caracterizados pela resisténcia antimicrobiana, toxigenicidade, presenca de adesinas ou
outros fatores de viruléncia, fixagcd em células, hemaglutinacdo e perfil plasmidial
(BARNES et al., 2008). Os fatores de viruléncia de linhagens patogénicas de E. coli
incluem capsula, endotoxina, estruturas responsaveis por colonizacdo como adesinas,
invasinas, sistema de aquisicdo de ferro, resisténcia sérica, enterotoxinas e outras
substancias secretadas (QUINN et al., 2005).

2.2 Escherichia coli Patogénica Aviaria (APEC)

As APEC sdo a causa de doengas extraintestinais em aves e sdo habitantes
normais da flora gastrointestinal e do ambiente de producgéo, sendo possivel encontrar
nos aviarios 10° UFC/g de fezes, tornando praticamente impossivel a eliminacéo deste
agente no ambiente (GROSS, 1994). Acredita-se que apenas cepas especificas de E. coli
S50 dotadas de fatores de viruléncia, permitindo-lhes causar doenga (DELICATO et al.,
2003), a qua manifestase de forma localizada ou infecghes sistémicas, assim
denominada colibacilose avidria (FERREIRA; KNOBL, 2009). A E. coli é responsavel
por Varios processos patol 0gicos nas aves, atuando como agente primério ou secundario

na aerossaculite, colisepticemia, pericardite, peri-hepatite, peritonite, salpingite,
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onfalite, sinovite, coligranuloma, sindrome da cabega inchada, celulite, entre outros
(ANDREATTI FILHO, 2007).

A E. coli acomete aves em todas as idades, porém a susceptibilidade das aves e a
severidade da enfermidade sdo maiores em aves mais jovens. A contaminacgéo fecal da
casca do ovo fértil € uma das principais vias de transmisséo de E. coli patogénica para
o0s pintinhos, devido & penetracdo da bactéria na superficie do ovo para 0 seu interior
(GUASTALLI; SOARES, 2011), causando onfalite e morte do embrido (FERREIRA;
KNOBL, 2009).

O trato respiratério superior das aves adultas é a principa porta de entrada na
infeccdo por E. coli, ocorrendo a colonizagdo e multiplicacdo do agente na traqueia,
com posterior disseminagao para 0s sacos aereos e tecidos adjacentes (BARNES et al.,
2008). A E. coli é considerada um dos principais agentes bacterianos da aerossaculite e
de quadros septicémicos nas aves (MINHARRO et al., 2001). A evolugdo da doenca é
rapida e frequentemente resulta em septicemia, também denominada coliseptsemia,
causando alta mortalidade (BARNES et al., 2008). Os sacos aéreos tornam-se
espessados com presenca de exsudato caseoso (DE ROSA et al., 1992).

A celulite avidria também é uma das manifestagBes importante que acometem
frangos de corte, pois resulta em um grande nimero de condenagdes em matadouros-
frigorificos em decorréncia do aspecto da carcaga (REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).
Essa manifestacéo frequentemente vem acompanhada com uma ruptura da integridade
da pele como uma lesdo traumatica ou outra abrasdo cutanea, possibilitando uma
variedade de bactérias de entrar nalesdo e colonizar o tecido subcuténeo, sendo a E. coli
isolada na maioria dos casos (NORTON, 1997). No matadouro-frigorifico as lesdes de
celulite s3o descritas por possuirem umadreade 1 x 2 cm? a4 a 10 cm? e com espessura
de 3-5 mm, porém, em aguns casos, pode ser observada uma massa semi-solida com
superficiede 1 x 2 cm (GOMIS et al. 1997).

Amostras de E. coli que causam colibacilose avi&ria claramente pertencem a
classe de E. coli patogénicas que invadem a corrente sanguinea a partir da superficie
epitelial ou superficie das mucosas (GROSS, 1994). Acredita-se que a colibacilose
avidria é uma doenca secundéria e que APEC, sdo oportunistas. Entretanto, crescentes
evidéncias tem mostrado que existem clones de APEC que sdo bem adaptados como
patogenos, sugerindo que infecgdes por APEC podem nem sempre ser oportunistas ou
secundarias a alguma condicéo predisponente. Certamente, APEC, como outras E. coli

patogénicas, tem adquirido genes por transferéncia horizontal que codificam fatores de
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viruléncia, os quais podem estar agrupados no cromossomo ou em plasmidios
localizados em ilhas de patogenicidade (BARNES et al., 2008).

Considerando gque os patotipos intestinais de E. coli ja s bem definidos,
nenhum gene ou grupo de genes define o patotipo APEC (EWERS et al., 2007;
RODRIGUES-SIEK et al., 2005). No entanto, sabe-se que 0s genes de viruléncia mais
frequentemente associados a patogenicidade APEC incluem as adesinas, resisténcia
sérica, sistema de aquisicdo de ferro, colicinaV, hemolisina (JOHNSON et al., 2006), a
multiresisténcia a drogas antimicrobianas, a motilidade, a presenca de grandes nimeros
de plasmideos e a invasibilidade cdlular (BARNES et al., 2008). A motilidade das
amostras cresce em importancia, pois os flagel os bacterianos permitem que as amostras
de E. coli se disseminem para novos sitios, tanto para obter nutrientes, quanto para
escapar da respostaimune do hospedeiro (LANE et al. 2007). A fim de definir arelacéo
genética de isolados APEC, uma grande variedade de genes de viruléncia séo
pesquisados para ganhar uma compreensdo mais profunda deste patotipo (EWERS et
al., 2007, BARBIERI et al., 2012).

A habilidade de causar mortalidade em embrides e pintinhos diferenciam APEC
de amostras comensais de E. coli (GIBBS et al., 2004; MONTGOMERY et al., 2005).
Varios modelos sdo utilizados in vivo, como a inoculacdo em pintinhos de um dia de
idade, em que os modelos se diferenciam pelo nimero de animais inoculados, dias de
observacOes, via de inoculacdo e forma de classificagdo, mas a maioria dos testes
apenas acompanha a mortalidade dos animais, néo diferenciando amostras de E. coli
letais para todos os animais no primeiro dia, daquelas que s menos letais, com a
mortalidade de todos os animais em cinco, sete ou dez dias de observacdes (ANTAO et
al., 2008). Souza (2006) desenvolveu um teste de patogénicidade capaz de diferenciar
essas amostras, utilizando dez pintinhos de um dia de idade, com inoculagéo subcutanea
de 10° UFC/mL de E. coli, observando esses animais por sete dias, analisando lesdes e o
tempo de mortalidade dos animais, podendo, assim, chegar a um escore de zero a dez

para cada amostra inocul ada.
2.3 Fatores associados a viruléncia
Linhagens patogénicas de E. coli possuem fatores de viruléncia que permitem a

colonizacéo das superficies das mucosas e a subsequente producdo da doenca (QUINN
et al., 2005). A aderéncia das APEC na superficie epitelial, mediada pelas adesinas, é
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um importante evento inicial na sua interacdo com o hospedeiro, levando a colonizagéo
e infeccdo (DOZOIS et al., 1992), estas estdo localizadas ao longo ou na ponta das
fimbrias (SMYTH et al., 1994). Muitas bactérias apresentam apéndices de varios
tamanhos e varios aspectos em sua superficie chamados de pili e fimbria. O termo pili,
entretanto, deve ser reservado para apéndices envolvidos na conjugacéo bacteriana, que
€ a transferéncia de material genético, e o termo fimbria deve ser reservado para
estruturas responsaveis pela adesdo da bactéria em véarias superficies, incluindo
superficies celulares. Em média, de uma a dez pili conjugadas e mais de 400 fimbrias
podem estar presentes na superficie de uma céulabacteriana (ANTAO et al., 2009).

Entre as diversas fimbrias encontradas em E. coli a fimbria F1 é principamente
expressada na tragueia, sacos aereos e pulmdes, e ndo em outros 6rgaos ou no sangue
de galinhas infectadas experimentalmente, 0 que sugere que a mucosa da traqueia de
frangos possui receptores para fimbria F1 (POURBAKHSH et al., 1997). O “operon”
fim é o responsavel por codificar afimbria F1 (HULL et al., 1981), o qual comp&em um
conjunto de pelo menos oito genes, entre eles fimA, fimB, fimC, fimD, fimg, fimF, fimG
e fimH (MOL & OUDEGA, 1996). A fimbria P parece ndo ser importante para
colonizagdo inicia da bactéria no trato respiratério superior, mas desempenha um
importante papel nos estégios posteriores da infecgdo (POURBAKHSH et al., 1997). A
fimbria P é codificada por um conjunto de 11 genes cromossdmicos denominado
““operon” pap, 0s quais sdo definidos como: papA, papB, papC, papD, papE, papF,
papG, papH, papl, papd, papK (LATHAM & STAMM, 1984). A fimbria curli,
codificada pelo gene crl (gene fimbria Curli) é uma adesina formada por uma estrutura
enrolada encontrada na superficie externa das cepas de E. coli (ANTAO et al., 2009) e
esta presente na maioria dos isolados de aves (LECLERC et al., 2003).

Varios outros tipos de adesinas sdo pesquisados em amostras APEC, como a
adesina afimbrial Tsh (Hemaglutinina sensivel a temperatura), importante na adesdo
bacteriana, que é codificada pelo gene tsh e estd relacionada a atividade de
hemaglutinacéo de eritrocitos de galinhas (PROVENCE & CURTISS, 1994); a fimbria
S, que é codificada pelo gene cromossdmico sfa/focCD (&cido sidlico especificos e
fimbrias F1CD), o qua esta associado a meningite do recém-nascido (NMEC)
(ANTAO et al., 2009); a adesina codificada pelo gene afa, a qual esta associada as E.
coli enteropatogénicas e uropatogénicas humanas (ANTAO et al., 2009); a adesina
codificada pelo gene iha (gene homologo-ferro-regulado), que confere a bactéria a
habilidade de aderir-se ao uroepitélio (JOHNSON & RUSSO, 2005); a adesina
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codificada pelo gene felA, que esta associada a quadros de colissepticemia (DEREE et
al., 1985); e afimbria mat, codificada pelo gene mat (fimbrias associadas a meningite e
regulacéo datemperatura) (POUTTU et al., 2001).

Muitos patégenos desenvolveram estratégias para anexar, invadir e atravessar o
epitélio. Entre essas estratégias, algumas bactérias patogénicas rompem a barreira do
epitélio por ser citotdxicas as céulas epiteliais (KEHL-FIE & GEME, 2007) ou pela
ativacdo de seu programa de apoptose (KIM et al., 1998), enquanto outras atravessam o
epitélio invadindo células epiteliais ou através do cruzamento entre elas (KIM, 2008).
Entre os genes de viruléncia associados a invasdo em cepas APEC encontram-se 0
homologo de proteina Tia (invasdo de locus toxigénicos em ETEC), a ilha de
patogenicidade gimB (ilha genética associada com a meningite neonatal) e o gene ibeA
(proteina de invasdo do endotélio cerebral de E. coli) (EWERS et al., 2007). O gene
ibeA contribui para invasdo das células endoteliais microvascular cerebra (BMEC)
causando meningite neonatal, o qual também € encontrado em amostras APEC. As
habilidades da amostra APEC/BEM-2908 invadir BMEC humanas e também causar
colibacilose aviaria sdo significativamente reduzidas quando ibeA é inativado
(BARNES et al., 2008).

Um fator de viruléncia comum em microrganismos que causam infecgoes
sistémicas em humanos e animais é a capacidade de se multiplicar em meios com
restricdo do ion ferro (SUSSMAN, 1997). Compostos de ferro sdo conhecidos por
melhorar o crescimento de bactérias, incluindo E. coli. Esses nutrientes podem ser
obtidos do ambiente aonde o ferro esta geramente presente na forma insollvel ou
ligado a um ligante organico (MONTGOMERIE et al., 1984). E. coli podem efetuar o
transporte deste mineral por meio dos sistemas ferricromo, enterobacting, citrato e
aerobactina (WOODROW et al., 1978). O sistema aerobactina é a forma de captacéo e
transporte de ferro mais utilizada pela bactéria (MONTGOMERIE et al., 1984).

A aerobactina é codificada pelo operon composto pelos genes iucABC e iut, que
podem estar em plasmideos ou no cromossomo (VIDOTTO et al., 1990). O sistema
transportador de ferro € codificado pelo gene sitABCD (gene do sistema de transporte de
ferro da Salmonella), que pode ser encontrado no cromossomo (SABRI et al., 2006).
Existem outros genes que também tem a funcdo de aquisicdo de ferro, entre eles
podemos encontrar: fyuA (aerobactina-férrica captacdo de Yersinia) e irp2 (proteina
ferro repressor) (SCHUBERT et al., 2002), chuA (gene da proteina Heme — transporte —
de EHEC) (L1, et al., 2005), e ireA (elemento ferro-responsivo) (RUSSO et al., 2001).
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A resisténcia sérica também parece ser um mecanismo importante de viruléncia
da APEC, e pode desempenhar um papel na patogénese da colibacilose aviéria, visto
que bactérias sensiveis ao soro sdo incapazes de colonizar 6rgaos internos (MELLATA
et al., 2003). Por exemplo, a resisténcia sérica tem sido frequentemente associada com
isolados de septicemia de perus e gdinhas (DOZOIS et al., 1992). Os genes de
virulénciaresponsaveis pela resisténcia sérica conferem a bactéria resisténcia aos ef eitos
bactericidas do soro do hospedeiro, podendo causar bloqueio do complexo terminal do
sistema complemento que atua ha membrana celular e provocar a lise da célula (DHO-
MOULIN & FAIRBROTHER, 1999). O gene que codifica a proteina Iss (aumento da
sobrevida sérica), o gene cromossdmico ompA (proteina da membrana externa) que
codifica uma proteina da membrana externa (NOLAN et al., 2003), a proteina TraT
codificada pelo gene traT (proteina de transferéncia) (SUKUPOLVI et al., 1990), a
capsula do tipo K1, codificada pelo gene neuC (polissacarideo capsular K1) (BREE et
al.,1989), sdo alguns genes envolvidos naresisténcia séricada APEC.

As bactérias patogénicas produzem muitas substéncias que séo diretamente ou
indiretamente toxicas para as células do hospedeiro. Algumas proteinas microbianas
secretadas, geralmente enzimas, sdo chamadas de exotoxinas, pois podem em baixas
concentragdes matar a célula (FINLAY & FALKOW, 1997). Algumas linhagens de E.
coli sd0 capazes de produzir toxinas, como as enterotoxinas termoldbeis e
termoestaveis (SMITH & GYLES, 1970) e as verotoxinas, conhecidas também como
“shiga-like toxins” (PARREIRA & YANO, 1998).

Vé&rias toxinas produzidas pelas E. coli j& foram descritas, entre elas podemos
citar: atoxina de vacuolizagdo codificada pelo gene vat (toxina autotransportadora) que
induz a formagdo de vacuUolos intracelulares, resultando em efeitos citotdxicos
(PARREIRA & GYLES, 2003), a hemaolisina A ou a-hemolisina que € codificada pelo
gene hlyA (hemolisina A), as quais sdo proteinas que sdo secretadas extracelularmente
por algumas cepas de E. coli e possuem uma agdo citotoxica para uma variedade de
tipos de células (FINLAY & FALKOW, 1997), uma toxina chamada de EAST1
(citotoxina termoestével associada a E. coli enteroagregativa) que € codificada pelo
gene astA, o qua foi primeiramente observado em cepas de E. coli enteroagregativa
(MENARD et al., 2002), uma toxina codificada pelo gene cnf 1/2 (fator necrosante
citotoxico) (DE RYCKE et al., 1999), e a proteina Sat que € codificada pelo gene sat
(toxina autotransportadora secretada) (GUY ER et al., 2000).
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2.4 Significancia econdmica

A colibacilose em todas as suas formas é uma das mais significantes doencas
infecciosas na producdo de aves, resultando em grandes perdas anuais para a industria
avicola devido a mortaidade, perdas na producdo, condenagdes de carcacas
(RODRIGUES-SIEK et al., 2005), custos com medicacdo e a intensificagdo de outras
doencas respiratorias provocadas por micoplasmas, virus ou outras bactérias
(ANDREATTI FILHO, 2007). Quando a E. coli atinge pintinhos na fase embrionéria
ocorre um aumento da mortalidade no incubatdrio e os pintinhos que sobrevivem ao
nascimento e a disseminacdo da bactéria nos primeiros de vida, podem apresentar casos
de infeccbes graves, comprometendo o seu desenvolvimento, tornando-os portadores e
susceptivels a varias enfermidades. As perdas econdmicas sd0 elevadas, podendo
estender-se por toda vidadaave (GUASTALLI; SOARES, 2011).

A aerossaculite é uma das principais lesdes responsavel por condenagdo total e
parcial durante o abate, encontrada na linha de inspecdo post-mortem (BRANCO,
2004). A perda de peso pelas aves, causada pela aerossaculite, pode ocasionar uma série
de fahas tecnoldgicas durante o abate, como cortes no trato digestivo, pois 0s
equipamentos na linha de abate néo se gjustam ao tamanho menor das carcagas. Este
erro tecnol 6gico leva a um aumento no percentual de contaminagdo fecal das carcagas e,
portanto, ha um maior risco de contaminagéo das mesmas por bactérias patogénicas que
causam infeccdes intestinais em humanos, como Campylobacter sp., Salmonella sp. e a
prépriaE. coli (RUSSEL, 2003).

A celulite aviaria resulta em um grande nimero de condenagdes nos
abatedouros, devido ao aspecto repugnante da carcaca (FERREIRA; KNOBL, 2009).
Em um estudo realizado em dois abatedouros-frigorificos (A e B), localizados na regiéo
sudeste do estado de Goiés, Brasil, revelou que a celulite aviaria é uma das principais
causas de condenacdes de carcagas, entretanto, os valores observados, para cada um dos
frigorificos foram diferente. O “frigorifico A” verificou que a celulite foi a maior causa
de condenacdo, com 51,20% do tota de condenagdes, seguido por 33,61% de
contaminacdo na evisceragcao e 5,67% de contusdo/fratura e hematomas. Em “B”, a
maior causa foi 28,90% para contusdes/fraturas e hematomas, seguido de 25,27% para
celulite e 22,50% para contaminacdo (SANTANA et al., 2008). Em outra andlise de
dados, realizado entre janeiro de 2009 a junho de 2011, Ferreira et al. (2012) relataram

que a celulite avidria esté entre as trés principais causas de condenagdes de carcacas de
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frangos de corte em abatedouros-frigorificos sob Sistema de Inspecdo Federal (SIF) no
sul do Brasil, corroborando com o autor anterior.

Quando a E. coli atinge poedeiras e matrizes pode ocorrer 0 comprometimento
do trato reprodutivo das aves, causando salpingite, onde os animais afetados geralmente
veem a obito em aproximadamente seis meses e as sobreviventes raramente voltam a
producdo normal de ovos (FERREIRA; KNOBL, 2009). A colibacilose avidria esta
presente em toda a cadela avicola mundial, no entanto, apesar da sua importancia
reconhecida, ndo ha estudos para definir com precisdo o significado econémico desta
enfermidade (BARNES et al., 2008).

2.5 Significancia em Saude Publica

O conhecimento sobre as caracteristicas de viruléncia de patotipos de E. coli,
que causam frequentes infeccbes nos homens e animas, tem aumentado
consideravelmente ao longo dos anos. Ewers et al. (2007) apOs pesquisas com cepas
APEC, UPEC e NMEC suportaram quatro hipoteses. que as aves podem ser veiculos ou
reservatorios para amostras EXPEC humanas, que amostras APEC servem como um
reservatorio de genes associados a viruléncia para UPEC e NMEC, que algumas
amostras ExXPEC, embora de diferentes patotipos, podem compartilhar ancestrais
comuns e que subgrupos APEC tem de ser considerados agentes com potencia
zoonotico.

Bauchart et al. (2010) compararam os transcriptomas de uma ExPEC humana e
um isolado APEC O18:K1 em resposta a temperatura corporal humana (37°C) e avidria
(41-42°C) para identificar genes que sdo especialmente transcritos nessas condicoes.
Em resumo, a EXPEC humana e a amostra APEC exibem conjuntos de genes de
viruléncia congruentes e a comparagdo do transcriptoma humano, bem como o isolado
aviario, identificou concordantes padrdes em resposta a temperatura corporal humana e
aviaria e apoia um comportamento semelhante destas amostras apds a mudanca de
temperatura, excluindo a hipétese que a temperatura corporal dirige hospedeiro espécie
especifica para amostras APEC.

Olsen et al. (2012) compararam genotipicamente véarios plasmideos APEC e um
alto grau de similaridade foi observado entre genes de viruléncia de E. coli de origem
aviaria comparados com outras EXPEC, incluindo amostras NMEC e UPEC. Os

resultados desses autores também suportam a ideia de que APEC e certas EXPEC
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humanas podem ser zoondticas e que APEC pode ser considerada um reservatério para
genes associados a viruléncia de EXPEC humanas ou compreendem ter um elevado
potencial patogénico para o ser humano.

Além disso, diferentes patdgenos tém sido associados as doencgas de transmissao
alimentar, tais como E. coli enterohemorragica sorotipo O157:H7, Salmonella spp,
Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica e Shiguella spp (RIBEIRO et al, 1999). A
E. coli O157:H7 causa nos seres humanos colite hemorrégica e sindrome urémica
(SHU), enfermidade de grande gravidade que leva a faléncia renal e morte (NATARO,;
KAPER, 1998). Doyle e Schoeni (1987) isolaram E. coli O157:H7 em 3,7% de retalhos
de carne bovina, 1,5% de suinos e 1,5% de frangos.

2.6 Redes Neurais Artificiais

Segundo Fernandes (2008) € possivel se chegar a varias definigdes do que sgja
uma Rede Neural Artificial (RNA), contudo, as trés “palavras-chave”: neur6nio,
arquitetura e aprendizagem, requerem um entendimento, a priori, em qualquer definicéo
de RNA. O neurbnio é a unidade computaciona bésica da rede em questéo; a
arquitetura € a estrutura topoldgica de como os neurbnios sdo conectados, e a
aprendizagem € um processo que adapta a rede de modo a computar uma fungdo
desgjada ou realizar umatarefa.

A rede neural artificial € uma técnica de Inteligéncia Artificial (1A) que tenta
simular em méaquinas (computadores) o funcionamento do cérebro humano, buscando
implementar model os mateméticos que se assemelhem as estruturas neurais biol6gicas
(FERNEDA, 2006).

Segundo Braga et al. (2000), as Redes Neurais Artificiais (RNAS) podem ser
definidas como:

Sistemas paraelos distribuidos, compostos por unidades de
processamento simples (nodos) que calculam determinadas funcbes
mateméticas (normalmente ndo-lineares). Tais unidades sdo dispostas
em uma ou mais camadas e interligadas por um grande nimero de
conexdes, geralmente unidirecionais. Na maioria dos modelos estas
conexdes estdo associadas a pesos, 0S quais armazenam O
conhecimento representado no modelo e servem para ponderar a
entrada recebida por cada neurdnio da rede. O funcionamento destas
redes é inspirado em uma estrutura fisica concebida pela natureza: o
cérebro humano.
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Os principais componentes dos neurénios biol 6gicos sdo: os dendritos, que tém
por funcdo receber os estimulos transmitidos pelos outros neurénios; o corpo do
neurdnio, também chamado de soma, que é responsavel por coletar e combinar
informagdes vindas de outros neurdnios, e o axdnio, que € congtituido de uma fibra
tubular que pode acancgar até alguns metros e é responsavel por transmitir os estimulos
para outras cdlulas (LUDWIG JR.; MONTGOMERY, 2007). Uma rede neural artificial
€ composta por vérias unidades de processamento, cujo funcionamento é bastante
simples. Essas unidades, geralmente sdo conectadas por canais de comunicacdo que
estdo associados a determinado peso. As unidades fazem operagdes apenas sobre seus
dados locais, que séo as entradas recebidas pelas suas conexdes (FERNANDES, 2008).

O neurbnio matemético, similarmente ao natural, recebe um ou mais sinais de
entrada e devolve um Unico sina de saida, que pode ser distribuido como sina de saida
da rede, ou como sinal de entrada para um ou varios outros neurénios da camada
posterior. Os sinais de entrada chegam simultaneamente aos neurdnios, por i1sso as redes
s80 classificadas como instrumentos de processamento paralelo. Os dendritos e axdnios
s30 representados matemati camente apenas pelas sinapses e a intensidade da ligacéo €
representada por uma grandeza denominada peso sindptico, simbolizado pela letra w.
Quando as entradas, X, sd0 apresentadas ao neurénio, sdo multiplicadas pelos pesos
singpticos correspondentes, gerando as entradas ponderadas. O neurénio, entdo, totaliza
todos os produtos e o resultado deste somatdrio é denominado pela letra v (LUDWIG
JR.; MONTGOMERY, 2007). O esguema de um neurénio matematico é representado
naFigura 1.
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Figura 1. Esquema de um neurdnio matematico. Legenda: (x) Entradas
apresentadas; (w) Peso singptico; (v) Resultado do somatorio; (y) Variavel de saida.
Fonte: LUDWIG JR.; MONTGOMERY, 2007.
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Um sistema de IA deve ser capaz de fazer trés coisas: armazenar conhecimento,
aplicar o conhecimento armazenado para resolver problemas e adquirir novo
conhecimento através da experiéncia. Um sistema de IA tem trés componentes
fundamentais: representacdo, raciocinio e aprendizagem (HAYKIN, 1999). As RNAs
calculam determinadas funcBes matematicas normalmente ndo-lineares. As unidades
das RNAs sdo dispostas em uma ou mais camadas e interligadas por um grande nimero
de conexdes, geramente unidirecionais. Na maioria dos modelos essas conexdes estdo
associadas a pesos, 0s quais armazenam O conhecimento representado no modelo e
servem para ponderar a entrada recebida por cada neurdnio da rede (BRAGA et al.,
2000).

As RNAs sdo aptas a resolver problemas de cunho geral, tais com aproximacéo,
classificagdo, categorizacdo, predicdo, entre outros, com isso, a gama de areas onde elas
podem ser aplicadas é bastante extensa (BRAGA et al., 2000). Embora o nivel de
complexidade que se possa representar uma RNA, a mesma ainda € muito inferior ao
cérebro humano, o qual Ihe serviu de inspiragdo, mas ao mesmo tempo a sua capacidade
de aprendizado fez com que se tornasse uma tecnologia promissora e uma candidata
natural para realizar tarefas para as quais solugdes algoritmicas ndo segjam eficientes ou
mesmo conhecidas (BASTOS, 2007).

Uma rede é composta por varias unidades de processamento ("neurdnios')
ligadas por conexdes singpticas. Os neurdnios podem ser divididos em 3 classes:
"neurénios’ de entrada, que recebem estimulos do meio externo, "neurdnios” internos
ou ocultos e "neurdnios' de saida, que se comunicam com o exterior e significam o
fendbmeno a ser predito. Essas unidades, geramente, sdo conectadas por canais de
comunicagdo que estdo associados a determinado peso. O comportamento inteligente de
uma RNA vem das inimeras interagOes possiveis entre as unidades de processamento
darede (KOVACS, 1996).

As RNAs exploram simultaneamente muitas hipéteses utilizando regras de
aprendizagem que permitem adquirir poder de generalizacdo suficiente para reconhecer
padroes e predizer cen&rios (HAYKIN, 1999). Os modelos de redes neurais tém
potencial de aplicacdo na producdo animal quando é necessario um banco de dados que
permita a compreensdo das relagbes entre o ambiente e a exploragéo agropecuéria
(SALLE et al., 2001; RONDON et al., 2002; VIEIRA et al., 2010).

As principais vantagens de utilizagdo das redes séo a tolerancia a falhas, a

aplicacd em tempo rea, a capacidade de autoadaptacdo e a répida resolucdo de
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problemas préticos, sem necessidade de definicdo de listas de regras ou de modelos
precisos (HAYKIN, 1999). As RNAs também possibilitam utilizacdo de dados
qualitativos e quantitativos no mesmo modelo, sem que haa a necessidade da
transformacéo desses dados, para a estatistica convencional, além de possibilitar a
realizacdo de analises de dados ndo lineares e multivariados, caracteristica comum em
fendbmenos bioldgicos. (SALLE et al., 2004).

O objetivo de definicdo da rede é resolver o problema com a menor estrutura
possivel, com potencia de aplicacdo em situacdo que requeiram classificacdo de
padroes, identificagdo e associagdo de padrdes, aproximagdo de fungdes e aprendizado
em areas em que é dificil criar modelos precisos da realidade e com frequentes
mudancas de ambiente (HAYKIN, 1999).

Dentre as véarias aplicagbes das RNAs, muitas se encontram aplicadas a
engenharia no controle de processos e reconhecimento de padrées (LUDWIG JR;
MONTGOMERY, 2007). Além disso, outras areas de aplicacdo das RNAs podem ser
citadas, como: Data Mining (localizar dados em bancos de dados complexos e em sites
da web); fraudes tributarias (identificar, localizar e assinalar irregularidades); servicos
financeiros (identificar padroes de dados sobre o mercado de ages e auxiliar em
estratégias de negociacdo de acles e titulos); avaliacdo de pedidos de financiamento
(avaliar seriedade dos pedidos de financiamento); andlise de novos produtos (previsao
de vendas e marketing dirigido); gestéo de tarifas aéreas (procura de assentos e escalas
de tripulacéo); alocacdo de recursos baseada em dados histéricos e experimentais
(descobrir aocagcbes que maximizem os resultados); validagcdo de assinaturas
(comparagdo e confirmacdo de assinaturas com amostras no cadastro); previsdes
(antecipar as exigéncias de comportamento); deteccdo de fraudes contra administradoras
de cartdes de créditos (andlise de padrdoes de compra para deteccdo de fraude); entre
outros (KARRER et al., 2005).

Na area de producdo animal, muitos pesquisadores ja provaram a eficiéncia das
RNAs. Park et al. (1998) utilizaram RNAs para andise de imagens de carcacas de
frangos, gerando critérios de aceitacdo e rejeicdo, obtendo uma margem de acerto da
predicdo, acima dos 95%, aém de, fugir do erro imposto pelo cansaco do agente de
inspecdo apos repetidas observacdes, Roush et al. (1997) utilizaram a rede neural como
uma predicéo probabilistica de ascite em frangos de corte e concluiram que as RNAs
podem ser Uteis na selecéo de linhagens de frangos de corte que n&o tenham propenséo

a esse problema; Fernandez et al. (2006) aplicaram as RNAs em dois trabalhos
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envolvendo a predicdo da producdo de leite de cabras e andise qualitativa dessas
fazendas, e obtiveram bons resultados nas duas aplicagbes, Pandorfi et al. (2011)
utilizou essa ferramenta para predizer indices zootécnicos nas fases de gestacdo e
maternidade na suinocultura e também obteve sucesso nos seus resultados.

No CDPA ja foram realizados trabalhos originais na parte de producéo animal
utilizando redes neurais artificiais, entre eles podemos citar, 0 gerenciamento de: uma
granja de reprodutoras pesadas (SALLE et al., 2003), de frangos de corte (REALLI,
2004), de um incubatorio (SALLE et al., 2006), de um abatedouro-frigorifico de aves e
suinos (PINTO, 2006) e a unido desses quatro seguimentos por Spohr (2011). Além
disso, 0 CDPA desenvolveu RNAs para explicar alguns acontecimentos na parte de
sanidade animal, Rocha (2006) utilizou as RNAs em amostras de E. coli isoladas de
frangos de corte, Moraes (2008) estabel eceu uma nova metodol ogia para a avaliacdo da
deplecdo linféide folicular da bursa de Fabricius através de andise digital de imagens e
uso de RNAs e Salle (2009) utilizou as RNAs para a classificagdo da resisténcia a
antimicrobianos e comportamento bioguimico de amostras de E. coli isoladas de

frangos de corte.



3MATERIAISE METODOS

3.1 Local deestudo

O presente estudo foi conduzido no Centro de Diagnéstico e Pesguisa em
Patologia Aviaria (CDPA), na Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre/RS e no Ingtituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF/FEPAGRO), em Eldorado do Sul/RS.

3.2 Amostras bacterianas e i ndice de Patogénicidade (in vivo)

Foram andlisadas 489 amostras de E. coli isoladas e identificadas
bioquimicamente de diferentes lotes de frangos de corte, destas, 280 amostras
pertenciam a cole¢cdo de culturas do CDPA e 209 amostras pertenciam a colegcdo de
culturas do Laboratério Salde das Aves do Instituto de Pesquisas V eterindrias Desidério
Finamor — IPVDF/FEPAGRO/Eldorado do Sul/RS. As amostras sdo isoladas de lesdes
de celulite (362), quadros respiratérios (54) e de cama aviaria (73), as quais, em estudos
anteriores foram submetidas a determinago do Indice de Patogénicidade (IP) in vivo (0
a10) (SOUZA, 2006).

Souza (2006) utiliza 10 pintos de 1 (um) dia de idade para cada amostra
bacteriana testada, que séo inoculados via subcuténea com 0,1 mL de caldo BHI (Brain
Heart Infusion - Oxo0id®) contendo 10° UFC/mL de E. coli e utiliza um controle
negativo de 10 pintos de 1 (um) dia, inoculados com 0,1 mL de caldo BHI estéril.
Durante 7 dias ap0s ainoculagdo, observa-se ataxa de |etalidade e o dia de morte desses
animais, que sdo necropsiados para verificagdo de lesdes caracteristicas a colibacilose:
aerossaculite, pericardite, peri-hepatite, peritonite e celulite. Para a presenca da leséo
atribui-se o valor “1” (um) e a auséncia é caracterizada pelo valor “0” (zero). Nos
animais mortos no primeiro dia e que ndo apresentam lesdes compativeis por infeccao
de E. coli tenta-se caracterizar morte por septicemia, através do isolamento bacteriano a
partir do figado. No sétimo dia, os animais remanescentes sdo sacrificados e submetidos
aos mesmos procedimentos de necropsia.

Além dos critérios ja citados, utiliza-se também o tempo de morte para
determinacdo do IP, como segue: animais mortos nas primeiras 24 horas e com

isolamento de E. coli positivo recebem a pontuacéo 1 para todos os itens observados,



totalizando 10 (indice méximo). Cada dia posterior as 24 horas da inoculagdo, ou sga,
do segundo ao sétimo dia, ha uma diminuigdo proporciona da pontuagdo, e a correcéo é
calculada dividindo o valor 1 por 7, correspondendo a 0,14, o qual € subtraido de 1 a
cada dia que o animal sobrevive. Esta constante (0,14) tem a denominacédo de Fator de
Bonificagdo de Sobrevivéncia (FBS). As demais varidveis ndo sofrem qualquer
ateracéo.

O vaor obtido para o tempo de morte € multiplicado por 5 (cinco), para dar um
peso cinco vezes maior a mortalidade em comparagdo com outras lesbes estudadas.

Desta forma o [ndice de Patogenicidade Individual (IPI) é calculado da seguinte forma:

IPl=(TMx5)+P+Pe+Ph+A+C
IPI = indice de patogeni cidade individual
TM = Tempo de morte
P = Pericardite
Pe = Peritonite
Ph = Perihepatite
A = Aerossaculite
C = Cdlulite

Para o célculo do indice de Patogenicidade da amostra inoculada em 10 pintos,
os valores obtidos na férmula anterior sdo divididos por 10, obedecendo a seguinte

formula:

IP=2 (IPI)
N

N = n° de pintos inoculados.

Hoje, todas as amostras fazem parte da colecdo de culturas do CDPA e estéo

preservadas no meio de cultura BHI com glicerol em uma proporcéo de 4:1 a-80°C.
3.3 Reativacao das amostras, teste de motilidade e extragéo do DNA
Uma aliquota de cada amostra foi reativada diretamente em Agar MacConkey

(Ox0id®), semeada por esgotamento e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa
bacteriologica. Uma colbnia foi selecionada para realizacdo do teste de motilidade
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através do meio SIM (Sulphide Indol Moatility - Oxo0id®) (SEELEY et al., 1991) e a
mesma colonia selecionada para extragdo do DNA. A extracdo do DNA foi redlizada
através de tratamento térmico, conforme técnica descrita por Ewers et al. (2007). A
col6nia bacteriana foi solubilizada em 200 pL de &gua ultra pura em um microtubo de 1
mL (eppendorf®), apos foi resfriada a -20°C por 10 minutos e depois concentrada por
centrifugagdo (12.000 rpm por 2 minutos), sendo o sobrenadante desprezado e o pellet
ressuspendido com mais 200 pL de agua ultra pura. O material foi mantido em banho-
maria a 100°C por 10 minutos e 0 sobrenadante repassado para outro um microtubo

(eppendorf®). O DNA extraido foi armazenado a -20°C até o momento da andlise.

3.4 Pesquisa de genes associados a viruléncia

Foram pesquisados 38 genes de viruléncia, entre eles genes responsaveis pela
capacidade de adesdo (afa/draB, crl, fimC, fimH, hra, iha, papC, papG, sfa/focC, tsh,
mat e felA ), invasdo (gimB, ibeA, tia e cvaC), aquisicdo de ferro (ChuA, fyuA, ireA,
ironA, irp2, iucD, sitD chr, sitD ep e iutA), resisténcia serica (cvi/cva, iss, neuC,
kpsMT 1, ompA e traT), toxinas (astA, cnfl/2, sat, vat e hlyA), uma protease serina
autotransportadora (pic) e uma Ilha de patogenicidade associada ao marcador CFTO 73
(malX). A func&o e a caracteristica de cada um desses genes encontra-se no APENDICE
A.

3.4.1Primers

Os primers ou iniciadores utilizados foram sintetizados na empresa Invitrogen.

A sequéncia e afonte de cada primer encontram-se disponiveis no APENDICE B.

3.4.2 Protocol os de PCR (Reagéo em Cadeia da Polimerase)

Os genes associados a viruléncia foram pesquisados por seis protocolos de
multiplex-PCR. A presenca de 33 genes foi investigada de acordo com quatro
protocol os de multiplex-PCR desenvolvidos por Ewers et al. (2007), 3 genes através do
multiplex-PCR de Rocha (2008) e os genes fimH e papG foram investigados por um
multiplex-PCR desenvolvido pelo CDPA (dados ndo publicados). A mistura de reacéo
deste multiplex é de 25 pL, incluindo 2,5 yL de tamp&o 10X, 1,25 pL de MgCl,
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2,5mM, 0,3 pL de Taq DNA polimerase (1,5 U), 0,5 uL decadadNTPa2,5 mM, 2 uL
de cada um dos primers (20 pmol) e 5 uL de DNA bacteriano, complementado com o
volume adequado de &gua ultrapura. A relacéo dos seis protocol os e 0 niUmero de pares
de bases (pb) de cada gene encontram-se disponiveis no APENDICE C.

Como controles positivos para andlise dos fatores de viruléncia foram utilizadas
as amostras IMT2470 (APEC), IMT5155 (APEC), IMT 9267 (NMEC), IMT7920
(UPEC) e TK3 (UPEC) (Ewers et al., 2007) fornecidas pela Dr2 Fabiana Horn do
Departamento de BiofisicaaUFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil e as amostras de APEC
CC192 e CC158 pertencentes ao CDPA.

Todas as reagdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (Biocycler
— Peltier Thermal Cycler MJ96+/MJ96G), a eletroforese dos produtos amplificados foi
realizada em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e para visualizacéo
foi utilizado o sistema de fotodocumentacdo através de transluminador Ultra-Violeta
(UV).

Como indicador de massa molecular foi utilizado, em cada eletroforese, um

marcador de 100 pb (Invitrogen®).

3.5 Andlise Estatistica

A andlise estatistica baseou-se na andlise descritiva dos resultados, os quais
também foram analisados através do teste x°. A finadidade da utilizacdo deste teste é
baseada nas pesquisas de Ewers et al. (2006), Ewers et al. (2007) e Barbieri et al.
(2012), os quais tentaram verificar associagdes entre os genes de viruléncia. O nivel de
significancia adotado para o teste em questdo foi de 0,05 e 0,01, os valores do ¥
calculados foram comparados com o0s vaores criticos da tabela referente a estas
distribuigdes. O software utilizado foi o Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS verséo 18.0) para Windows.

3.6 Construcédo das Redes Neurais Artificiais

Antes de iniciar a construcdo da RNA, todos os dados das 489 amostras
(pesquisa dos genes associados a viruléncia, motilidade e IP in vivo) foram transcritos

para uma planilha do Microsoft Excel®, categorizando as varidveis de forma
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dicotbmica, ou sgja, a presenca do gene associado a viruléncia recebeu a denominacdo
“1” (um) e a auséncia “0” (zero), da mesma forma para a motilidade, terminando a
caracterizacdo de cada amostracom o IPin vivo (0 a 10).

Duas redes neurais artificiais foram construidas utilizando o software
Neuroshell® Classifier 2.1 (Ward Systems Group, Inc., Frederick, MD, USA) em duas
fases distintas: treinamento e validagéo. Utilizou-se todas as amostras do estudo para
construcdo da “rede A” e 308 amostras para a construcdo da “rede B”. As redes
apresentadas tem uma camada de entrada que inclui informagdes sobre a presenca dos
38 genes de viruléncia e motilidade das amostras, com uma camada de saida formada
pelo indice de Patogenicidade (IP) in vivo, conforme a estrutura apresentada na Figura
2. Determinamos “camada de entrada” o conjunto de variaveis apresentadas para o

calculo do modelo e “camada de saida” a variavel a ser predita.

¥ —s @l wij
38 genes
associados a
virulénciae 4 X—> @ > vi | IP
motilidade das :
amostras .
K — @

Figura 2. Estrutura das Redes Neurais Artificiais deste estudo. Legenda: Legenda: (x)
Entradas apresentadas; (w) Peso sinaptico; (v) Resultado do somatdrio; (y) Varidvel de saida.



4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram divididos em trés etapas. a primeira etapa
apresenta uma andlise descritiva, seguida da aplicacdo do teste x* e por Ultimo o
resultado final das RNASs construidas.

4.1 Andlisedescritiva

A andlise descritiva apresenta a organizagdo e sumarizagdo de todos os dados
utilizados para a construgéo das RNAS.

4.1.1 Motilidade
A Figura 3 é um exemplo de como foi realizado o teste de motilidade de todas as
amostras de E. coli: primeiro foram semeadas em Agar MacConkey por estrias de

esgotamento, apds 24 horas a 37°C uma colbdnia isolada foi selecionada para ser

inoculada no meio de cultura SIM, sendo esta mesma col6nia utilizada para extragéo do

DNA.

A B

Figura 3: Coldnias de E. coli no Agar MacConkey (A) e teste de
motilidade no meio de cultura SIM (B).

A motilidade foi considerada uma variavel categoérica, a qua foi classificada
com O (zero) para auséncia de motilidade e 1 (um) para amostras méveis. Uma andlise
tracada entre os indices de patogenicidade e a motilidade é apresentada na Tabela 1.



Tabela 1: NUimero e percentual da motilidade das amostras de E. coli
conforme seu IP (Indice de Patogenici dade in vivo em pintos)

39

Motilidade
IP (in vivo) Moveis Imoveis Total
0 23(71,87%) 9(28,13%) 32 (100%)
1 38(69,09%) 17 (31,91%) 55 (100%)
2 25 (64,10%) 14 (35,90%) 39 (100%)
3 24 (77,42%) 7 (22,58%) 31 (100%)
4 24 (82,75%) 5(17,25%) 29 (100%)
5 23(82,14%) 5(17,86%) 28 (100%)
6 26 (70,27%) 11 (29,73%) 37 (100%)
7 45 (83,33%) 9 (16,67%) 54 (100%)
8 50(76,92%)  15(23,08) 65 (100%)
9 45 (66,17%) 23 (33,83%) 68 (100%)
10 38 (74,50%) 13 (25,50%) 51 (100%)
TOTAL 361 (73,82%) 128(26,28%) 489 (100%)
4.1.2 Ensaios de PCR

O conjunto dos seis ensaios de multiplex PCR conseguiu amplificar os 38 genes
associados a viruléncia, sendo que 33 genes foram amplificados conforme Ewers et al.
(2007) (Figura 4), 3 genes conforme Rocha (2008) (Figura 5) e 2 genes conforme
multiplex-PCR desenvolvido pelo CDPA (Figura 6).
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Figura 4 - Produtos de amplificacdo de quatro ensaios multiplex-PCR

(MPYMP2/MP3/MP4), amplificados separadamente usando conjunto de primers.
Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100 pb. MP 1: pool de DNA das amostras NMEC IMT9267
e UPEC IMT7920 (amplificagBes. kpsMTII [280 pb], hlyA [352 pb], pic [409 pb], fimC [477 pb], hra
[537 pb], iha [609 pb], neuC [676 pb], afa/draB [810 pb], malX [922 pb] e sfa/foc [1242 pb]). MP 2:
amostra APEC IMT5155 (amplificacBes: chuA [278 pb], ibeA [342 pb], traT [430 pb], sit chr. [554 pb],
gimB [736 pb], iroN [847 pb], ompA [919 pb] e sit ep. [1052 pb]. MP 3: amostra APEC IMT2470
(amplificacBes: EAST-1[116 pb], iss[309 pb], irp2 [413 pb], papC [501 pb], cvi/cva [598 pb], iucD [714
pb], tsh [824 pb] e vat [981 pb]. MP 4: pool de DNA das amostras NMEC IMT9267 e UPEC
TK3(amplificacBes: crlA [250 pb], ireA [384 pb], cnfl/2 [446 pb], tia [512 pb], sat [667 pb], fyuA [774
pb] e mat [899 pb].
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Figura 5 — Produtos de amplificacdo de um ensaio de multiplex-
PCR (MP5), amplificados separadamente usando conjunto de

primers. Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100 pb. MP 5: 1 &9 sio
amostras APEC isoladas de lesBes de celulite. Amostra controle positivo (C) CC
192 (amplificagBes: fel A[270 pb], iutA [300 pb] e cvaC [680 pb]).

Figura 6 — Produtos de amplificagdo de um ensaio de multiplex-
PCR (MP6), amplificados separadamente usando conjunto de

primers. Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100 pb. MP 6: 1 & 8 sio
amostras APEC isoladas de lesBes de celulite. Amostra controle positivo (C) CC
158 (amplificacBes. papG [508 pb] e fimH [1070 pb]).

4.1.3 Distribuicéo dos genes associados a viruléncia

O conjunto de genes associados a viruléncia encontrado com maior frequéncia,

foram os genes responsaveis por adesdo, como crl (96,11%), fimC (95,70%), fimH
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(92,02%) e genes responsaveis pela resisténcia sérica, como ompA (94,68%) e traT

(88,75%). A freguéncia de todos os genes encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia dos genes associados a viruléncia encontrados nas 489 amostras
de E. coli isolada de aves

Funcéo / Gene

Caracteristica

AmostrasdeE. coli

n=489 (%)
Adesinas
crl Fimbria “curli” (regurador) 470 (96,11)
fimC Fimbriatipo 1 (Adesina D-manose-especifica) 468 (95,70)
fimH Fimbriado tipo 1 450 (92,02)
Mat Fimbrias associadas a Meningite e regulacdo datemperatura 413 (84,46)
tshu Proteina Tsh - Hemaglutinina sensivel atemperatura 204 (41,72)
hra Aglutinina resistente ao calor 188 (38,44)
papC Pilus associado com pielonefrite 124 (25,36)
papG FimbriaPou F 11 57 (11,65)
iha Gene homol ogo-ferro-regulado 45 (9,20)
afa/draB Adesinaafimbria (operon) / Dr adesina antigeno-especifica 33(6,75)
fdA Codificadora dafimbria 11 25 (5,11)
sfa/focC Fimbria S (operon) - acido sidlico especificos - e fimbrias 8(1,63)
F1CD
Invasdo
cvaC Producdo de colicina 237 (48,46)
ibeA Proteina de Invasdo do endotélio cerebral de E. coli 135 (27,61)
tia Invasdo de Locus toxigénicos em ETEC 121 (24,74)
gimB I1ha genética associada com a meningite neonatal 80 (16,36)
Aquisicao de
ferro
iucD Aerobactina (Sintese) 341 (69,73)
ironA Catecolatos sideroforos (salmochelin) 330 (67,48)
chuA Gene da proteina Heme (transporte) da EHEC 319 (65,23)
iUtA Presenca de aerobactina: captacéo e transporte de ferro 318 (65,03)
sitD ep. Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella 318 (65,03)
ireA Elemento ferro-responsivo 244 (49,89)
irp2 Aerobactina (repressor) - Proteina ferro repressor (sintese 221 (45,19)
yersiniabactin)
fyuA Aerobactina - Férrico captagdo de Y ersinia (receptor 161 (32,92)
yersiniabactin)
sitD chr Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella 140 (28,63)
Resisténcia
sérica
OmpA Proteina da membrana externa 463 (94,68)
traT Proteina de transferéncia 434 (88,75)
iss Aumento da sobrevida sérica 346 (70,75)
kpsMT Il Antigeno cépsular do Grupo Il 309 (63,19)
cvi/cva Gene estrutural do operon do plasmideo ColV 245 (50,10)
neuC Polissacarideo capsular K1 115 (23,51)
Toxinas
astA EAST 1 (calor estavel associado a citotoxinade E. coli 226 (46,21)
enteroagregativa)
sat Toxina autotransportadora secretada 133 (27,20)
vat Toxina autotransportadora que induz formagado de Vacuolos 103 (21,06)
hlyA Hemolisina A 28 (5,72)
cnfl/2 Fator necrosante citotoxico 14 (2,86)
Outros
malX = Rpai I1ha de patogenicidade associada ao marcador CFTO 73 98 (20,04)
pic Protease Serina Autotransportadora 82 (16,77)
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As amostras de E. coli utilizadas neste estudo apresentaram de 3 a 30, dos 38
genes de viruléncia investigados, com uma média de 16,45 genes por isolado. Em
99,59% (487) dos isolados foi detectado pelo menos um fator relacionado a adeséo
(afa/draB, crl, fimC, fimH, hrlA, iha, papC, papG, sfa/focC, tsh, mat e felA); em 77,30%
(378) dos isolados foi detectado pelo menos um fator relacionado a invasdo (gimB,
ibeA, tia e cvaC); em 96,73% (473) dos isolados foi detectado pelo menos um fator
relacionado a aquisicdo de ferro (ChuA, fyuA, ireA, ironA, irp2, iucD, sitD chr, sitD ep e
iutA); 99,79% (488) dos isolados foi detectado pelo menos um fator relacionado a
resisténcia sérica (cvi/cva, iss, neuC, kpsMT |1 , ompA e traT); em 74,64% (365) dos
isolados foi detectado pelo menos um fator relacionado a producéo de toxinas (astA,
cnfl/2, sat, vat e hlyA).

4.1.4 [ndice de Patogenicidade (in vivo)

A frequéncia absoluta das 489 amostras nos diferentes IP (in vivo) encontram-se
no Gréfico 1.

Grafico 1: Frequéncia absoluta das 489 amostras nos diferentes IP (in vivo).
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4.2 Significancia estatistica entre os genes associados a vir uléncia

Afim de, analisar a associagdo entre os genes realizou-se o teste estatistico x°
(Tabela 3).



Tabela 3: Porcentagem das amostras albergando ambos os genes (489 E. coli)

el ired  enfl?  fm  sat fud mat  gfa malX  agln newC dha wld fimC pic  hbd  kpsMT siiDep ompd  iroN1 gimB sitD chr fral  ibed chud vt fsh iweD cvieva papC  irpl s astd feld  wtd  cvaC papG fimH

crl

ired 4744

enfl/2 265 081

tia 2453 1267 102

sat  2719** 961°** 081 838

fyuA 3108 2351°* 2,04** 756 490°°

mat  B2,41°** 4171 265 2249* 2597*° 3087°**

sfa 122°* 081 02 102* 02 143 143

malX 1942 1002 143** 531 511 11,24%*19,22** 102**

afa 674 282 041 327** 28* 122 613 O 2,04

neuc 22,08 1124 102 674 552 1186°* 21,26* 102** 1165 2,65*

iha 92 756* 02 408 265 327 838 02 122 04 265

hriA 368 2617** 041 1165* 94 1472* 3333 OBl 695 224 94 74

fimC 9222 4744 265 2392 2576 3231 B220%* 163 1963 633 229 838 364

pic  1513**1451** 02 449 143 1083** 1267 02 1B4* 102 327 081 756 1635

hiyd 572 24 02 225 245 041** 511 0 143 143 204 04 122 531 04

kosMTI 61,14 3640°* 2065* 1861** 182 23092°* 5623** 143 1820** 572**1779** 633 2617 6094 1022 470°

SitDep 62,78 3824** 204 1513 1963* 2515**57,66* 122 139 368 1574 654 2576 6298 1247 265% 4437

ompd 9141* 4724 265 2331 2699°* 3149 B302** 163 1922 654 2249 858 3519 9161** 1533 531 6012 6503

ironN1 6503 39,05°* 184 1411** 1922 2658°* 6053°* 163* 1574** 408 1676 531 2597 6543° 1247 327 4560°* 5746°° 66,66°°

gimg 1595 961 061 572 593 613 1492 06l** 531 184 593** 163 736 1615 143* 143 1349** 1002 1574 1083

sitDchr 2801 1472  163* 10,02°* 858 11.86* 27,19** 102* 1124** 286 1104** 306 1145 2842° 184** 163 2260** 1942 2781 1963 B99°**

taT 8548 4642** 225 229 2453 3026 7586 143 184 572 2208* B99* 3537 B588** 1492 531 5746* 5930* 8425 6175 1431 2535
jbeA 2597 1533 204** 715 613 1452** 2351 081 981** 122 1104** 245 1022 2658 388 143 2085** 186 2556 1922 593 1431** 2535
chud 6257 3742°¢ 245 1881** 1738 27,19** 5746% 102 1492* 511 1779** 654 2658 6298 1308** 388 4417** 4294 6134 4192* 1267° 22,69** 5889 2310°*

4

vat 1983 1656°* 081 552 143 1513** 184 122°* 572* 122 756** 163 817 2085 940°* 061 1411 1697** 2065 1738°* 449 633 186 572 1697**

s

sh 4049 283t 183 1002 951 1922 3519 143°* 817 28 1124 43 1799 3987 879° 245 2781 3292°° 4068° 3640 797 1206 3885 12,06 29,85 1308

jucD 6707 4253 245 1861 185 2903** 6L75°* 120 1451 368 1574 736 2883 67,88 1451 347 4744°% 5337°° 6789°° 5419°* 1186 2044 6339° 1983 4B87**1860°* 3803

oifvn 4805 2965°* 102 LGS 1247 2065%* 4437% 143° 1226° 245 1329 368 2065 4867 1063t 265 3495 3967°° 4867° £335°* 92 1595 4458 1451 3006% 12,06 2433°* 4171

popC 2413 1554 02 1104** 695 674 2147 061 388 245 429° 470** 1206° 245 633 143 1635 1513 2433 1431°* 49 674 2249 470°* 1676 572 1042 1983 1451

ip2  4233° 1492°% 245%* 961 633t 2820** 3783 100 1083 184° 1349** 449 1963° 4376 1206 143° 3108 3353°* 4253 3517** 695 1329 413 16,97%* 3558%+17,17%%2576%* 37,21%* 2617+ 1002

s 683 3946 225 1697 20,04 2658%* 6155 143 1492 388 1635 613 3006% 6789 1349° 368 4621 5521 £809° 5B48** 1104 2004 638 20,04 4355° 17,17°*3496% 5541%* 4192*% 1779 3435

ostA 4519 2453 204 1349° 1226 1615 4028 107 1042 306 1145 47 1922 4376 572 165 3394t 2903 4314 3006 879 1635 4171 1451 3353 839 1942 321 2147 1226 2126 3131

flA 48 34T 02 145% 245 225 429 0 04 081 102 01 28 49 204 04 28 388 408 368 102 08 511 061 408 143 184 408 327 347 265 428 QM

A B155* 4080°* 102° 1615 1472°* 2638** 5501 100 1308 224** 1471 715 2760 6257 1431 245% 4478% 4887°* 6216 5092°* 981 1738 60,12°* 1738 4212 1635°*34,35° 5582°° 3803°* 1635 3589°*5132°* 1861 347

ovaC  456° 3087°* 041°* 940°* 736%* 2147** 3967 122 1145 081** 1308 388 1942 4723 1145% 143 321 3721°* 4662 4110°* 736 1186° 4417 1329 29,24* 1329°*2638%* 39,67°* 3619** 11,24 2883°*40,08**1942** 163 4437**
popG 1124 817** 02 715 204 368 879 0 123 081 102 306%* §54** 1104 327 04 674 797 1145 674 163 204* 1083 122** 736 265 47 961* 674 838 593 92 531 265 961 £33
fimH 8875 4621 265 219 2351** 3149* 7832 143 1881 572 2108 858 3558 8936** 1635 511 5848 60,02 87327 6278 1554 2629 8179 2556 6053 1983 3865 6421 4621 229 4174 6523 4153 47 6073 45800 1104

A percentagem das amostras albergando ambos os genes é indicada.
* p< 0,05 (significante associac8o entre os genes de viruléncia) ;
** p< 0,01 (forte associagdo entre os genes de viruléncia);



4.3 Redes Neurais Artificiais

Duas redes neurais artificiais foram construidas, a primeira rede (rede A)
utilizava todas as amostras disponiveis para 0 estudo e a segunda rede (rede B) foi
construida com 28 amostras por |P, escolhidas a eatoriamente. A finalidade de construir
a segunda RNA foi analisar como se comportariam os resultados se a camada de saida
recebe-se 0 mesmo numero de amostras para cada IP (28 amostras), desta forma a “rede
A” foi construida com 489 amostras e a “rede B” com 308 amostras.

Para um mehor entendimento do modelo apresentado, determinamos
sensibilidade & “relacdo de positivos verdadeiros” e especificidade a “relacdo de
negativos verdadeiros”. Os resultados encontrados em nosso estudo foram os seguintes:
a “rede A” apresentou uma classificacdo correta de 91,62%, uma especificidade
superior a 97,15% e uma sensibilidade superior a 81,54% em todas as categorias
respectivamente (Figura 7); ja a “rede B” apresentou uma classificagdo correta de
99,03%, uma especificidade superior a 99,64% em todas as categorias e uma
sensibilidade, em 9 das 11 categorias, de 100% e paraos IP 2 e IP 10, uma sensibilidade
de 96,43% e 92,86%, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7 — Resultados apresentados pela “rede A”. Legenda: (A) Amostras classificadas
corretamente; (B) Amostras classificadas incorretamente; (C) Sensibilidade; (D) Especificidade
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Figura 8 — Resultados apresentados pela “rede B”. Legenda: (A) Amostras
classificadas corretamente; (B) Amostras classificadas incorretamente; (C) Sensibilidade; (D)
Especificidade




5DISCUSSAO

Os ensaios da PCR permitiram a caracterizagdo molecular dos fatores associados
aviruléncia das E. coli de origem aviéria. Foram utilizados os resultados dos testes de
motilidade e testes de patogenicidade in vivo de cada amostra para a construgdo de uma
RNA que fosse capaz de predizer a patogenicidade da E. coli com a maxima precisao
possivel. Neste trabal ho, observou-se que 73,82% das amostras de E. coli foram movels,
corroborando com Tiba et al. (2009) e também foi encontrado muitas associacfes entre
apresenca de um gene com a presenca de outro, resultados também relatados por Ewers
et al. (2007), porém, ainda ndo se sabe a importancia dessas relagdes para a E. coli
ocasionar a doenca.

A dificuldade que envolve a E. coli est4 na classificagdo desta como patogénica,
visto que a diferenciacdo entre cepas patogénicas e apatogénicas continua sendo um
problema apds o diagndstico bacterioldgico. Provavelmente isso ainda acontece devido
a complexidade das interacfes que existem entre os fatores de virulénciadas E. coli e ao
fato dos procedimentos convencionais para a determinacdo da patogenicidade das E.
coli, nos quais se inoculam animais, serem demorados, caros e eticamente questionados
pela comunidade internacional (SALLE et al., 2011).

O desenvolvimento de estratégias de diagndstico rapido para cepas APEC
através da deteccdo de genes associados a viruléncia sdo assuntos discutidos na
comunidade internacional. Johnson et al. (2008) através da pesquisa de genes
associados a viruléncia elaboraram uma ferramenta de diagnéstico rdpido para
diferenciar cepas APEC de amostras de E. coli fecais comensais (AFEC), identificando
cinco genes (iutA , hlyF | iss, iroN e ompT) como sendo 0s mais associados com esse
grupo de bactérias. Entretanto, apesar de forte diferenca na distribuicdo desses genes
entre APEC e AFEC, muitos genes estudados podem ser encontrados em ambas as
popul agdes. Nesta mesma linha de pesquisa, Schouler et al. (2012) identificaram quatro
diferentes associagdes de genes de viruléncia capazes de identificar 70,2% das amostras
APEC patogénicas, sendo uma outra ferramenta de diagndstico capacitada nessa
identificagéo.

As Redes Neurais Artificiais (RNAS) ja estdo sendo aplicadas em uma enorme
quantidade de areas, entretanto, existem campos que o0 uso dessa ferramenta é ainda
€sCcasso, esse € 0 caso da ciéncia animal. Segundo Arbid (2003), a falta de aplicacdo das
RNAs na ciéncia animal é muito paradoxal, pois nessa area existe uma grande
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guantidade de dados e atualmente as RNASs veem se apresentando como um método de
analise mais poderoso do que métodos estatisticos classicos. O CDPA héa aguns anos
vem demonstrando a facilidade e utilidade desta ferramenta dentro do setor avicola,
aplicando-a na producéo animal e na sanidade.

Rocha (2006) iniciou as primeiras pesquisas envolvendo E. coli de origem
aviaria e redes neurais artificiais. Essa pesquisadora utilizou as RNAS para a mesma
finalidade que essa dissertacdo, “predizer a patogenicidade de amostras de E. coli
oriundas do setor avicola”. A mesma, construiu trés RNAsS, as quais foram
“alimentadas” por dados de 293 E. coli. As redes construidas por Rocha (2006)
apresentavam uma camada de entrada formada por sete genes associados a viruléncia
(papC, felA, cvaC, iutA, iss, tsh e kpsll), motilidade e origem das amostras
(colisepticemia, celulite e cama de aviério), com uma camada de saida formada pelo IP
(SOUZA, 2006). Os primeiros resultados (rede 1) encontrados nesta pesguisa
determinaram a construgdo de outras duas RNAS (rede 2 e 3), as quais diferenciavam-se
pela forma de apresentacéo dos dados na camada de saida. A rede 1 foi formada pelos
IPs de O (zero) a 10 (dez) na camada de saida e apresentou uma classificacdo correta de
54,27%, desta forma, como Rocha (2006) relata em seu trabalho, “a melhor precisdo
dos modelos gerados sempre foi buscada”, reduziu-se para trés (rede 2) e para dois
(rede 3) 0 nimero de categorias na camada de saida. Com isso, agrupou-se amostras
com IPs de 0 (zero) a 3,99, nomeando-as como apatogénicas-patogenicidade baixa
(AP/PB), amostras com IP de 4 a 6,99, nomeando-as como patogenicidade
intermediaria (Pl) e amostras com IP de 7 a 10 como patogenicidade alta (PA) e o
resultado desta rede (rede 2) foi de 80,55% de acerto. A Ultima rede recebeu dois
agrupamentos, amostras com IPs de 0 a 3,99 (AP/PB) e amostras com IPs de 4 a 10
nomeadas como cepas patogénicas, e apresentou uma classificacdo correta de 83,96%.

Segundo Kominakis et al. (2002), o desempenho de uma rede pode ser
melhorado com a utilizagdo de um conjunto maior de dados na fase de treinamento,
possibilitando direcionar os parametros especificos de treinamento e permitindo melhor
qualidade da predicéo. Desta forma, o presente trabalho buscou melhorar ainda mais as
RNAs produzidas por Rocha (2006), aumentando o banco de amostras para 489 E. coli
e para 38 genes de viruléncia pesquisados. Os resultados das duas RNASs construidas,
corroboraram com Kominakis et al. (2002), pois as duas redes apresentaram uma
melhora no desempenho sem que necessite-se fazer agrupamentos na camada de saida, e

com isso, a rede B, por apresentar uma classificagdo correta de 99,03%, tornou-se uma
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ferramenta poderosa, classificando a patogenicidade de amostras de E. coli de O (zero) a
10 (dez) sem a necessidade de um teste biol 6gico, como ainoculagdo em pintinhos.

No Brasil, em 2008 foi aprovada a Lei 11.794, regulamentada pelo Decreto
6.899, em 15/7/2009, estabel ecendo aimplantagdo do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal) e as CEUAS (Comissdes de Etica no Uso de
Animais), os procedimentos e as responsabilidades para uso de animais de laboratério
(Brasil, [2008]). Segundo a FIOCRUZ (2008), ainda nédo é possivel substituir o uso de
animais em todas as areas, mas métodos alternativos podem ser usados, desde que estes
ja se encontrem validados, impedindo que animais sejam usados de forma equivocada.

Atualmente os estudos com E. coli estéo voltados para as pesguisas associadas a
genes de viruléncia (OLSEN et al., 2012; JEONG et al., 2012; OH et al., 2012;
KANSAL et al., 2013), analisando a frequéncia, a interacdo e a comparacdo desses
fatores entre diferentes patotipos de E. coli, uma realidade que hoje suporta as hipoteses
de que subgrupos APEC podem ser considerados agentes com potencial zoondtico
(EWERS et al., 2007). Zhao et al. (2009) também relatou essa hipbdtese comparando
fatores de viruléncia e a expressao de genes especificos entre UPEC e APEC em modelo
de infeccdo do trato urind&rio murino e modelo de desafio em pintinhos. Esses
pesguisadores observaram que varios genes UPEC e APEC mostraram uma similar
tendéncia de expressdo em ambos 0s model os e baseado nesses resultados, o potencia
para APEC agir como UPEC humanas ou como um reservatério de genes de viruléncia
para UPEC deve ser considerado.

No ano de 2011, na Alemanha, um surto de E. coli oriundas de brotos de feijéo
causou pelo menos a morte de 50 pessoas (MORIEL et al., 2012) e as perdas
econdmicas foram severas aos produtores de vegetais, cujas vendas foram dizimadas
pelo surto desta bactéria (CHEUNG et al., 2011). No excremento das aves, ha
aproximadamente 10° UFC de E. coli, por gramas de fezes, das quais de 0-15% sdo de
sorogrupos patogénicos (GROSS, 1994). E neste sentido que o acompanhamento da
patogenicidade da E. coli dentro do aviario cresce em importancia e torna-se
imprescindivel. Ao somar os varios quadros patol dgicos causados por cepas APEC aos
possivels problemas com salde publica, a E. coli pode também trazer perdas enormes
para a aviculturamundial.

As RNAs construidas neste trabalho se revestem de importancia quando
confrontamos com a rotina vivida pelos médicos veterinarios que atuam no campo, na

qual, em geral, so lhes é oferecida a informacdo do nome da bactéria e eventua mente,
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um antibiograma nos exames laboratoriais. Assim sendo, o arsena tecnoldgico
representado pela biologia molecular, neste caso as provas de PCR, fica retido nas
fronteiras dos laboratorios e ndo tem representado uma ferramenta Gtil para o trabalho
no campo. Adiciona-se aresisténcia, cada vez maior, ao uso de animais experimentais e
problemas com salde publica e o quadro se completa. Portanto, o oferecimento de um
método de suporte as decisdes dos médicos veterinarios avicolas, que acompanhe a
flutuacéo da patogenicidade desta bactéria dentro do aviario, trara reflexos na relacéo
custo/beneficio dos tratamentos medicamentosos, principamente na reducéo da
resisténcia a antimicrobianos, residuos destas drogas nas carnes e ovos e producéo de

um alimento mais seguro para o consumidor.



6 CONCLUSAO

Ao atingir percentuais de classificaco corretas acima de 99%, o método aqui
proposto conseguiu realizar a predicéo, de zero a dez, da patogenicidade das amostras
de E. coli de origem aviaria. As caracteristicas do modelo permitem a classificagdo com
6timo grau de confiabilidade, de acordo com a sensibilidade e a especificidade. Desta

forma, os objetivos deste trabalho foram plenamente al cangados.
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APENDICE A - Func&o, genes alvos e caracteristicas.

Funcdo / Gene

Caracteristica

Adesinas
afa/draB
crl
fimC
fimH
hra
iha
papC
papG
sfa/focC
tsh
mat
feA
Invasao
gimB
ibeA
tia
cvaC
Aquisicdo de
ferro
chuA
fyuA
ireA
ironA
irp2

iucD
sitD chr
sitD ep.
IUtA

Resisténcia sérica

cvi/cva
iss
neuC
KpsMT II
OMpA
traT
Toxinas
astA

cnfl/2
sat
vat
hlyA
Outros
pic
mal X = Rpai

Adesina afimbrial (operon) / Dr adesina antigeno-especifica
Fimbria “curli” (regurador)

Fimbriatipo 1 (Adesina D-manose-especifica)

Fimbriado tipo 1

Adglutininaresistente ao calor

Gene homol ogo-ferro-regulado

Pilus associado com pielonefrite

FimbriaPou F 11

Fimbria S (operon) - &cido sidlico especificos - e fimbrias FICD
Proteina Tsh - Hemaglutinina sensivel atemperatura
Fimbrias associadas a Meningite e regulacdo datemperatura
Codificadora dafimbria 11

Ilha genética associada com a meningite neonatal
Proteina de Invasdo do endotélio cerebral de E. coli
Invasdo de Locus toxigénicos em ETEC

Producéo de colicina

Gene da proteina Heme (transporte) da EHEC

Aerobactina - Férrico captacao de Yersinia (receptor yersiniabactin)
Elemento ferro-responsivo

Catecolatos sider6foros (salmochelin)

Aerobactina (repressor) - Proteina ferro repressor (sintese
yersiniabactin)

Aerobactina (Sintese)

Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella

Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella

Presenca de aerobactina: captagdo e transporte de ferro

Gene estrutural do operon do plasmideo ColV
Aumento da sobrevida sérica

Polissacarideo capsular K1

Antigeno cépsular do Grupo Il

Proteina da membrana externa

Proteina de transferéncia

EAST1 (Citotoxinatermo estével associado a E. coli
enteroagregativa)

Fator necrosante citotoxico

Toxina autotransportadora secretada

Toxina autotransportadora que induz formacéo de VVacuolos
Hemolisina A

Protease Serina Autotransportadora
Ilhade patog_jenici dade associada ao marcador CFTO 73
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APENDICE B - Sequéncia de cada primer e fonte bibliogréfica dos genes pesquisados.

Gene Sequéncia do Primer (5°-3’, s: sense; a: Fonte do primer
antisense)
afa/draB ss TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG Ewerset al.
a CCAGTAACTGTCCGTGACA (2007)
crl S TTTCGATTGTCTGGCTGTATG Maurer et al
a CTTCAGATTCAGCGTCGTC (1998)
fimC s GGGTAGAAAATGCCGATGGTG Janssen et al.
a CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC (2001)
fimH s. TGCAGAACGGATAAGCCGTGG Johnson, J. R.
a GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA and Stell, A. L.
(2000)
hra ss TCACTTGCAGACCAGCGTTTC Ewerset al.
a GTAACTCACACTGCTGTCACCT (2007)
iha s TAGTGCGTTGGGTTATCGCTC Ewerset al.
a AAGCCAGAGTGGTTATTCGC (2007)
papC s TGATATCACGCAGTCAGTAGC Janssen et al.
a CCGGCCATATTCACATAAC (2001)
papG SCTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG Johnson, J. R.
aACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT and Stell, A. L.
(2000)
sfa/ffocC S GTCCTGACTCATCTGAAACTGCA Ewerset al.
a CGGAGAACTGGGTGCATCTTA (2007)
tsh s ACTATTCTCTGCAGGAAGTC Ewerset al.
a CTTCCGATGTTCTGAACGT (2007)
mat s TATACGCTGGACTGAGTCGTG Ewerset al.
a CAGGTAGCGTCGAACTGTA (2007)
felA S GGCAGTGGTGTCTTTTGGTG Johnson, J. R.
a GGCCCAGTAAAAGATAATTGAACC and Stell, A. L.
(2000)
gimB s TCCAGATTGAGCATATCCC Ewerset al.
a CCTGTAACATGTTGGCTTCA (2007)
ibeA s TGGAACCCGCTCGTAATATAC Ewerset al.
a CTGCCTGTTCAAGCATTGCA (2007)
tia s AGCGCTTCCGTCAGGACTT Ewerset al.
a ACCAGCATCCAGATAGCGAT (2007)
cvaC s: CACACACAAACGGGAGCTGTT Acesso ao
a CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT Genbank X57525
chuA s GACGAACCAACGGTCAGGAT Clermont et al.
a TGCCGCCAGTACCAAAGACA (2000)
fyuA S: GCGACGGGAAGCGATGACTTA Schubert et al.
a CGCAGTAGGCACGATGTTGTA (1998)
ireA S ATTGCCGTGATGTGTTCTGC Ewerset al.
a CACGGATCACTTCAATGCGT (2007)
ironA s ATCCTCTGGTCGCTAACTG Ewerset al.
a CTGCACTGGAAGAACTGTTCT (2007)
irp2 s: AAGGATTCGCTGTTACCGGAC Schubert et al.

a TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT

(1998)
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Gene Sequéncia do Primer (5°-3’, s: sense; a: Fonte do primer
antisense)
iucD s: ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC Janssen et al.
a CCTGATCCAGATGATGCTC (2001)
sitD chr s ACTCCCATACACAGGATCTG Ewerset al.
a CTGTCTGTGTCCGGAATGA (2007)
SitD ep. s TTGAGAACGACAGCGACTTC Ewerset al.
a CTATCGAGCAGGTGAGGA (2007)
iutA Ss: GGCTGGACATCATGGGAACTGG Acesso a0
a CGTCGGGAACGGGTAGAATCG Genbank X05874
cvi/cva s. TCCAAGCGGACCCCTTATAG Ewerset al.
a CGCAGCATAGTTCCATGCT (2007)
iss s ATCACATAGGATTCTGCCG Ewerset al.
a CAGCGGAGTATAGATGCCA (2007)
neuC s: GGTGGTACATTCCGGGATGTC Watt et al. (2003)
a AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG
KpsMT I1 S. GCGCATTTGCTGATACTGTTG Acesso ap
a CATCCAGACGATAAGCATGAGCA Genbank X53819
OmpA S AGCTATCGCGATTGCAGTG Ewerset al.
a GGTGTTGCCAGTAACCGG (2007)
traT s: GTGGTGCGATGAGCACAG Ewerset al.
a TAGTTCACATCTTCCACCATCG (2007)
astA s. TGCCATCAACACAGTATATCC Y amamoto and
a TCAGGTCGCGAGTGACGGC Echeverria(1996)
cnfl/2 s. TCGTTATAAAATCAAACAGTG Ewerset al.
a CTTTACAATATTGACATGCTG (2004)
sat s: TGCTGGCTCTGGAGGAAC Ewerset al.
a TTGAACATTCAGAGTACCGGG (2007)
vat s: TCCTGGGACATAATGGTCAG Ewerset al.
a GTGTCAGAACGGAATTGTC (2007)
hlyA s GTCCATTGCCGATAAGTTT Ewerset al.
a AAGTAATTTTTGCCGTGTTTT (2007)
pic S ACTGGATCTTAAGGCTCAGG Ewerset al.
a TGGAATATCAGGGTGCCACT (2007)
mal X s: GGACATCCTGTTACAGCGCGCA Johnson, J. R.
a TCGCCACCAATCACAGCCGAAC and Stell, A. L.

(2000)




APENDICE C - Relac&o dos protocdlos e o nimero de pares de bases (pb) de cada gene

Multiplex-PCR Genes Tamanho do fragmento

1 kpsMTII 280 pb

2 hlyA 350 pb

3 pic 409 pb

4 fimC 477 pb

_ 5 hra 537 pb
Multiplex 1 6 iha 609 pb
E"‘gosoit)a" 7 neuC 676 pb
8 afa/draB 810 pb

9 malX= Rpai 922 pb
10 sfaffocC 1242 pb

1 chuA 278 pb

2 ibeA 342 pb

_ 3 traTl 430 pb
Multiplex 2 4 sitD chr 554 pb
E"‘gosoit)a" 5 gimB 736 pb
6 ironA 847 pb

7 OmpA 919 pb
8 StDep. 1052 pb

1 astA 116 pb

2 iss 309 pb

3 irp2 413 pb

_ 4 papC 501 pb
Multiplex 3 5 cvileva 598 pb
E"‘gosoit)a" 6 iucD 714 pb
7 tsh 824 pb

8 vat 981 pb

1 cl 270 pb

2 ireA 384 pb

3 confl/2 446 pb

Multiplex 4 4 tia 512 pb
Ewerset a. 5 sat 667 pb
(2001) 6 fyuA 774 pb

7 mat 889 pb

Multiplex 5 1 feA 270pb
Rocha (2008) 2 iutA 300pb
3 covaC 680pb

Multiplex 6 1 papG 508pb
(Dados né&o 2 fimH 1070pb

publicados)




