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RESUMO

A colibacilose é considerada uma das principais doengas da indtstria avicola moderna, devido
aos grandes prejuizos econdmicos causados. A Escherichia coli contribui nao s6 para a doenca em
si, levando a perda de peso das aves, bem como para o aumento da taxa condenacdo de carcacas
durante o abate e processamento. A deteccdo de fatores de viruléncia de cepas de E. coli do pa-
totipo APEC colabora para a caracterizagao de sua patogenicidade e as técnicas de PCR tém sido
muito Gteis na pesquisa de genes que os codificam. Este estudo objetivou diagnosticar E. coli pela
deteccao o gene Fel A por PCR e relacionar a positividade para este agente com o baixo peso em
frangos de corte provenientes de lotes condenados por aerossaculite. Foram estudados 40 lotes de
frangos de corte abatidos em um matadouro avicola sob Inspec¢do Sanitaria Federal, localizado no
Estado do Rio Grande do Sul. Foram colhidos aleatoriamente 3 frangos e obtidos “pools” de trés
traqueias em cada um deles para PCR. O DNA foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio e
amplificado com pares de “primers” especificos para gene Fel A de E. coli. Dos 40 lotes analisados
pela PCR, 35% (14/40) foram positivos para o gene Fel A. A PCR foi eficaz para a deteccao do gene
Fel A em lotes de frangos de corte e houve relagdo entre a presenca do gene Fel A, a queda de peso
e aumento na taxa de aerossaculite.

PALAVRAS-CHAVE: Aves, colibacilose, fatores de viruléncia, fimbria F11, doenga crénica res-
piratoria.

ABSTRACT

PCR FOR THE DETECTION OF THE GENE FEL A OF ESCHERICHIA COLI IN BROILER
CONDEMNED FOR AIRSACCULITISBY THE BRAZILIAN FEDERALSANITARY INSPECTION.
Collibacillosis is considered one of the major diseases of the modern poultry industry, due to the
significant losses it causes. Escherichia coli contributes not only to the disease itself, by causing
weight loss of the birds, but also to the increase in carcasses condemnation during slaughter and
processing. Detection of virulence factors in E. coli strains of the APEC pathotype contributes to
the characterization and pathogenicity of this agent. PCR techniques have been very helpful in the
search for genes that encode those virulence factors. This study aimed to detect the gene Fel A of E.
coli by PCR and relate its positivity to low weight in broiler flocks with airsacculitis as diagnosed
by the health inspection service. The study involved 40 flocks of broilers slaughtered in a single
poultry slaughterhouse, under Federal Sanitary Inspection, located in the state of Rio Grande do
Sul, Brazil. Three broilers were randomly selected to obtain one “pool” of three tracheas for each
PCR. DNA was extracted using phenol-chloroform and amplified using a pair of primers specific
to gene Fel A of E. coli. Of the 40 flocks analyzed by PCR, 35% (14/40) were positive for the gene
Fel A. PCR was an effective technique for the detection of gene Fel A in broiler flocks. There was a
relationship between the presence of the gene Fel A, weightloss, and increase of the airsacculitis rate.

KEY WORDS: Avian, collibacillosis, virulence factors, fimbriae F11, chronic respiratory disease.

INTRODUCAO alguns patotipos de E. coli é atribuida a aquisi¢do
horizontal de genes de viruléncia especificos por

A Escherichia coli é um componente normal da cepas nao patogeénicas (Dozors et al., 2003).
microbiota do trato intestinal dos animais e do A E. coli patogénica para aves (Avian Pathogenic
homem, existindo de forma comensal ou patogénica. E. coli - APEC) é responsavel pela colibacilose e
A adaptacdo ao hospedeiro e a patogenicidade de pertence ao grupo das E. coli patogénicas extrain-
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testinais, estando associada a quadros de: colisep-
ticemia, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia,
aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma,
DCR complicada, onfalite, salpingite, sindrome da
cabeca inchada, panoftalmia, osteomielite, ooforite
e sinovite (FERREIRA; KNOBL, 2009). Nas aves, a coli-
bacilose inicia-se no epitélio traqueal, em contraste
com a maioria das doengas causadas pela E. coli em
humanos e outros mamiferos, afetados inicialmente
no epitélio intestinal e urinario (Vipotro et al., 1997)
e é responsavel por condenacdes parciais ou totais
dascarcacas devidoa varios processos inflamatdrios,
entre eles a aerossaculite (BrasiL, 1998).

Além do aumento das condenagdes, aves com
aerossaculite podem apresentar-se com menor peso
emrelagdo a aves sem aerossaculite. A desuniformi-
dade dos lotes na linha de abate aumenta o risco de
condenagao decortesecarcagas duranteaevisceragao
e, consequentemente, o risco de contaminagao das
carcagas com patdgenos do trato intestinal torna-se
maior (RusseL, 2003).

Ascepas de APEC possuem fatores de viruléncia
especificos e sdo capazes de causar a colibacilose
aviaria (Carposo et al., 2002; DEgLicaTO et al., 2003).
Destacam-se como fatores essenciais para a pato-
genicidade dasestirpes de E. coliaagdo das adesinas,
a producdo de metabdlitos bacterianos, fatores de
resisténcia sérica, a acdo de hemolisinas e aerobac-
tina e a producao de citotoxinas (Brito et al., 2003).
Segundo GiBss et al. (2003) e RocHA et al. (2008), a
patogenicidade das estirpes esta relacionada com o
impacto cumulativo de varios fatores de viruléncia.
SKYBERG et al. (2003), em um estudo complementar
sobre a letalidade embrionaria de cepas de E. coli,
demonstraram que apenas as cepas que apresenta-
ram mais de dois fatores de viruléncia causavam
a mortalidade em um ntmero maior de embrides,
mesmo que isolados de aves sadias.

Um dos genes de viruléncia de maior relevancia
daE. coli desempenha o papel de adesdo representa-
dos pelas fimbrias, responsaveis pela aderéncia da
bactéria a mucosa em diferentes estagios da doenca
(KunNERrrT ef al., 2000). Segundo GYmMAaH; PANIGRAHY
(1988) e EIsensTEIN (1987), os fatores de aderéncia
permitem a interagdo entre as bactérias e as células
do hospedeiro. Sua especificidade para receptores
das células do hospedeiro capacita as bactérias a
superacdo dos mecanismos fisiologicos de defesa,
permitindo a colonizacdo e multiplicacdo com ou
sem invasdo sistémica subsequente. Os genes de
adesao comumente identificados em estirpes de E.
coliisoladas de aves sdo a fimbria P (pap C) e fimbria
F11 (Fel A) (La RacioNE; WoopwaRD, 2002; RocHa et
al., 2008). PoursakHsH et al. (1997) destacaram que a
fimbria P pode estar envolvida na colonizacdo de
érgéos, com subsequente septicemia, entretanto,
de acordo com Dozors et al. (1995), as traqueias de

aves ndo apresentam receptores para a fimbria P.
Em outro estudo do mesmo autor, 12 em 13 cepas de
E. coli avidrias isoladas de aves com colisepticemia
exibiram a sequéncia génica relacionada com gene
Fel A codificada na fimbria F11 (Dozois et al., 1996).

Este estudo objetivou detectar o gene Fel A pela
PCR e relacionar a positividade para este gene com
o baixo peso em frangos de corte provenientes de
lotes com condenagdo por aerossaculite na Inspegao
Sanitaria Federal.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas aleatoriamente, na area de
evisceragdo, fragmentos de traqueias de 3 aves
de cada um dos 40 lotes com diagndstico de ae-
rossaculite. Os lotes variaram de 5.728 a 14.535
correspondendo a um total de 429.886 de frangos
de corte do mesmo estabelecimento e abatidos
num matadouro avicola sob Inspecao Sanitaria
Federallocalizadano Estado do Rio Grande do Sul.
O peso médio dos lotes de frangos e o percentual
de condenagdo por aerossaculite foram obtidos
junto a Inspecdo Sanitéria.

Os “pools” de traqueias de cada lote foram
acondicionados em placas de Petri esterilizadas. As
traqueias foram abertas com uma tesoura de ponta
reta e em seguida seu contetido foi colhido com o
auxilio de um suabe. Depois foi feita a escarificagao
usando-se laminas de bisturi. Os “pools” de suabe e
deescarificado foram acondicionados separadamente
em tubos de rosca contendo 2,0 mL de “Phosphated
Buffered Saline” (PBS) pH 7,4. De cada tubo foi re-
tirado uma aliquota de 1,0 mL e colocado em tubo
graduado de 1,5 mL para extragdo do DNA.

O método de extragdo por fenol/cloroférmio,
adaptado de Samsrook; RusseLL (2001a), foi reali-
zado diretamente dos “pools” das amostras, sem
a realizacao de pré-enriquecimento. Foi utilizado
o par de “primers” especifico para o gene Fel A de
E. coli que produzem “amplicons” de 270 pares
de base (pb), conforme RocHa et al. (2008). Como
controle positivo utilizou-se amostra de E. coli
fornecida pelo Dr Silvio Luis da Silveira Rocha,
do Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia
Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. A reacao de PCR foi realizada nas seguintes
condigdes: 12,75 uL de agua ultrapura (Milli-Q),
2,5 uL. de Tampao PCR 10X, 1,25 uL. de MgCl, (25
mM), 1,25 uL. de dNTP mix (0,25 mM de cada), 1
uL (100 pmol) de cada “primer”, 0,25 uL (2,5 U/
mL) de Taq Polimerase e 5 pL. do DNA extraido,
obtendo-se um volume final de 100 pL.

Apobsareacdo deamplificagdo, homogeneizaram-
se 10 pL de cada amostra com 2 pL de tampao de
arrasto, aplicou-se em gel de agarose a 1,5%, sub-
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merso em Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e
por fim submeteu-se a eletroforese em condigdes
baseadas em SamBrook; RusseLL (2001b). Apds a
corrida eletroforética, corou-se o gel em brometo de
etidio e procedeu-se a visualizacdo dos “amplicons”
sob luz ultravioleta em transiluminador.

Para verificar se a presenca de aerossaculite e o
baixo peso dos lotes de frango ao abate eram prediti-
vos para o gene Fel A pela PCR foram feitas Analises
de Regressdo Logistica Simples. Para a relacdo de
aerossaculite com o baixo peso dos lotes foi feita
Regressdao Linear Simples. A relagdo entre baixo
peso dos lotes e a presenga do gene Fel A também
foi analisada pelo teste t-Student. A influéncia do
tipo de processamento do espécime clinico (suabe,
escarificado ou suabe + escarificado) sobre o resul-
tadodaPCRfoianalisada pelo teste de Qui-quadrado
(THRUSFIELD, 2003).

RESULTADOS

Em todos os lotes estudados observou-se uma
taxa de condenagdo poraerossaculite, variando de0,
0176 a 0, 9435%. Houve diferenca significativa entre
os lotes positivos e negativos para o gene Fel A pela
analise de t-Student em relacao ao baixo peso dos
lotes de frangos (p < 0,05) (Tabela 1).

Dos 40 lotes de frangos de corte analisados pela
PCR, 35% (14/40) foram positivos para o gene Fel
A, pelo aparecimento de “amplicons” de 270 pares
de base (pb) (Figs. 1 e 2).

Pelaanalise do teste de Qui-Quadrado, comparan-
do-se a deteccdo do gene Fel A em material colhido
por suabe e escarificado de traqueia, obteve-se um
p>0,05, nao havendo, portanto, diferenca significa-
tiva entre os resultados para suabe, escarificado e
suabe + escarificado (Tabela 2).

Tabela 1 - Variagao da frequéncia de condenagoes por aerossaculite (%) e do peso médio (kg) dos lotes dos frangos de
corte positivos ou negativos na PCR para o gene Fel A de Escherichia coli abatidos sob Inspecao Sanitaria Federal.

Variagdo da frequéncia de condenagdes

Peso médio dos lotes dos

Valores descritivos por aerossaculite (%) frangos de corte (kg)*
Positivo (%) Negativo (%) Positivo Negativo
Minimo 0,0176 0,0418 2,60 2,58
Maximo 0,2796 0,9435 2,96 3,26
Média 0,1486 0,4927 2,82%* 2,94%**
*Teste t-Student (p > 0,05).
**desvio padrao 0,0171.

*** desvio padrao 0,1729.

L4 L5 L6 L7 L8 g L10 111
e s es e

EEseseseseC

L15 L17 L18

e 8 €

L16
ESEMS

300pb

Fig. 1 - Gel de agarose com o lote L20 positivo e lotes L1,
L2,1L3,1L4, L5 L6, L7, L8, L9, L10,L11, L12, L13, L14, L15,
L16, L17, L18, L19 negativos na PCR para o gene fel A.
M - Marcador de DNA de 100pb, L - lote; e - escarificado;
s - suabe; C+ - controle positivo.
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Fig.2-Gel de agarose com os lotes L21, L22,1.23,1.24, .25,
L26,127,1.28,129, L30, L31, L36, L37 positivos e L32, L33,
L34, L35, L38, L39, L40 negativos na PCR para o gene fel
A.MMarcador de DNA de 100pb, L -lote; e - escarificado;
s - suabe; C+ - controle positivo.
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Darelacao entre positividade na PCR para o gene
Fel A de E. coli com aerossaculite obteve-se pela Re-
gressao Logistica Simples a equacdo Logit Pi =-0,1
- (2,458 x aerossaculite) com odds rationdo significativo
(p > 0,05), significando que a auséncia do gene Fel A
estarelacionadacomaquedanataxa deaerossaculite.
Porém, pelo teste t-Student, a relagdo de aerossaculite
com baixo peso dos frangos foi significativa (p <0,05)
(Tabela 1). Por outro lado, a presenca do gene Fel A
esteve relacionada com a queda de peso dos frangos,
obtendo-se aequacdo Logit Pi=17,5747 - (6,34 x peso)
com odds ratio igual a 0,0018, mas significativo (p <
0,05). Pela Regressao Linear Simples a equacao Y =
1,3571 - 0,3899 X evidenciou que aerossaculite esta
relacionada com a queda de peso (p < 0,05) e, pelo
coeficiente de determinagdo (R?) da equagdo, pode-se
concluir que 9% dos problemas de pesosaojustificados
pela presenca dessa lesdo.

Comparando-se adetecgdo do gene Fel A de E. coli
em relacdo ao processamento por suabe ou escarifi-
cacdo da traqueia, ndo houve diferenga significativa
(p > 0,05) pelo teste de Qui-quadrado (Tabela 2).

Tabela 2 - Positivos e negativos para o gene Fel A de E.coli
por suabe, escarificado e ambos métodos como técnicas
de processamento.

Técnicas de PCR gene Fel A de E. coli

processamento Positivo  Negativo Total
Suabe 13 27 40
Escarificado 11 29 40
Suabe + escarificado 10 30 40

Qui-quadrado, intervalo de confianca (IC) =95%, (p>0,05).

DISCUSSAO

A detecgdo do gene Fel A de E. coli, nas amostras
provenientes de traqueia de frangos de corte no
presente estudo, justifica-se, pois ele é um gene de
adesdo que permiteainteracao desteagente deforma
especificaas células do epitélio traqueal (Dozoiset al.,
1995; Dozois et al., 1996). Em estudo feito por RocHA
et al. (2008), aves com sintomatologia respiratéria
e lesdes compativeis com colibacilose apresenta-
ram um maior percentual do gene de adesao Fel A
(24/61) em relacdo ao gene Pap C (15/61), este ul-
timo envolvido na colonizagdo de érgéos sistémicos
(PourBakHsH ef al., 1997). A auséncia do gene Fel A
de E. coli esteve associada ao decréscimo de aeros-
saculite, porém, com probabilidade pequena e ndao
significativa, o que pode ser explicado pela falta de
acdo concomitante dos outros fatores de viruléncia
de E. coli, de vez que a agdo da referida bactéria
depende do impacto cumulativo de varios fatores
de viruléncia (Gisss et al., 2003; RocHa et al., 2008;
SKYBERG et al., 2003).

A presenca de aerossaculite, per si, é fato que
merece ser considerado de grande importancia, pois,
além das perdas determinadas pela condenacéo de
carcacas, em concordancia com os resultados deste
estudo, pode comprometer a satde das aves e do
consumidor de produtos avicolas (Brasir, 1998).
Além do aumento das condenagdes, aves com aeros-
saculite podem apresentar-se com menor peso em
relacdo a aves sem aerossaculite conforme obtido
neste estudo. A desuniformidade na linha de abate
aumenta o risco de condenacgéo das carcagas devido
a contaminagdo por patégenos do trato intestinal
(RusskeL, 2003).

Como ndo houve significancia da influéncia do
tipo de processamento de espécime clinico para o
diagndstico de gene Fel A de E. coli por PCR, pode-se
optar pelo método mais simples, ou seja, a utilizacao
de suabe.

CONCLUSAO

A deteccao do gene Fel A de E. coli em amostras
de traqueia de frangos teve relagdo com o aumento
da taxa de condenacdo por aerossaculite e com o
baixo peso dos lotes de frangos ao abate. Houve
relacdo do aumento da taxa de aerossaculite com o
baixo peso. A PCR foi capaz de detectar o gene Fel
A de E. coli em lotes de frangos de corte, ndo sendo
o resultado influenciado pelo processamento por
suabe, escarificado ou ambos.
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