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RESUMO

A colibacilose aviaria € uma doenca bacteriana que causa elevados prejuizos na
avicultura de todo o mundo. O objetivo deste estudo é descrever os aspectos patologicos,
moleculares e bacteriolégicos da colibacilose em frangos de corte e em galinhas provenientes
de Mogambique e Brasil, respectivamente. O trabalho foi dividido em dois artigos. O primeiro
descreve a colibacilose em 49 frangos de trés a 35 dias e 0 segundo faz a pesquisa dos genes
de viruléncia em 15 amostras de frangos e oito de galinhas poedeiras provenientes de
Mogambique e Brasil, respectivamente, que vieram a Obito ap6s e submetidos a necropsia
para coleta de diversos 6rgdos para processamento histolégico, microbiolégico, imuno-
histoquimico e molecular. Macroscopicamente, em frangos foi observado deposicao
acentuada de fibrina principalmente no coracdo [100% (49/49)], figado [100% (49/49)], rins
[8,2% (4/49)] e pulmédo [18,4% (9/49)]. Na histologia, a lesdo prevalente foi serosite
fibrinoheterofilica entremeada em fibrina e acompanhada por agregados bacterianos
cocobacilares. Em galinhas poedeiras foi observado durante a necropsia desidratacéo,
palidezda crista, bem como aumento difuso do baco e material fridvel amarelado na luz
intestinal. Microscopicamente, a enterite fibrinoheterofilica associado a fibrina, macrofagos e
ocasionais células gigantes multinucleadas e plasmdcitos foi a lesdo mais prevalente. Na
microbiologia, foram isoladas col6nias puras de Escherichia coli em frangos [24,5% (12/49)]
e galinhas poedeiras [12,5% (1/8)], com acentuada marcacdo positiva na imunohistoquimica
para anticorpo anti-Escherichia coli em amostras de frango em amostras de frango analisadas.
Foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) multiplex para pesquisa de cinco genes
de viruléncia de E. coli onde houve positividade em 80% (12/15) de frangos de corte e 62,5%
(5/8) em galinhas. Com os resultados obtidos, concluiu-se que a colibacilose foi a causa da
morte dos frangos e das galinhas em estudo infectadas por cepas patogénicas resistentes e
multirresistentes para varios antimicrobianos apesar destas terem proveniéncia bem como

manejo diferente.

Palavras chave: Aves. Colibacilose. Histopatologia. Genes de Viruléncia. Bacteriologia.



ABSTRACT

Colibacillosis is a bacterial disease that causes high economic losses in the poultry industry
worldwide. The aimed of this study is describe the pathological, molecular and
bacteriological aspects of colibacillosis in broiler chickens and in layers from Mozambique
and Brazil, respectively. The study was separated in two papers. The first describe the disease
in Forty-nine broiler chickens with 3 to 35 days, the second paper screams virulance genes in
fifteen poultry and in eight layer samples from Mozambique and Brazil repectively that died
and necropsied to histologic, microbiology, imuno-histoquimic and molecular analise.
Macroscopically, was observed in broiler chickens severe fibrin deposition mainly in the
heart [100% (49/49)], liver [100% (49/49)], kidneys [8.2% (4/49)] and in the lungs [18.4%
(9/49)]. Microscopically, the fibrin-hecterofilic enteritis associated with fibrin, macrophags
and occasional multinucleated giant cells and plasm cells was prevalent lesion observed. In
microbiological culture was isolated E. coli colonies in broilers [24,5% (12/49)] and in hens
chickens [12,5% (1/8). 49)], with marked positive staining for anti-Escherichia coli antibody
in the immunohistochemistry to broilers sample. Multiplex polymerase chain reaction (PCR)
was performed for despite to five E. coli virulence genes, there were positivity in 80% (12/15)
of broiler chickens and 20% (1/5) in layer. With the results obtained, can conclude that
colibacillosis was the cause of death for broiler chickens and layers that were infected with
pathogenic and resistant strains for many antimicrobial, although they had origins and

management differences.

Keywords: Poultry. Colibacillosis. Histopathology. Virulence Genes. Bacteriology.
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1.INTRODUCAO

A avicultura de corte é de grande importdncia na producdo, acessibilidade e
disponibilidade mundial de proteina animal em comparacdo com outras fontes de proteina
(FAO, 2013; ABALAKA et al., 2017), o que favoreceu a ocorréncia de inUmeras mudancas
neste setor com o intuito de melhorar a cadeia de produgéo de frangos (FAO, 2013).

Este melhoramento consiste em aumentar cada vez mais a densidade das aves além da
tecnificacdo do manejo, o que propicia a ocorréncia e disseminacdo de doencas infecciosas
virais ou bacterianas (ABALAKA et al., 2017), que sdo responsaveis por elevadas perdas na
avicultura industrial em todo mundo (KHATON et al., 2005; CAVERO et al., 2009).

A maioria das doengas em aves de corte sdo causadas por agentes bacterianos, como a
Escherichia coli (E.coli), bactéria comensal do trato gastrointestinal (KABIR, 2010), das vias
respiratorias superiores (GUABIRABA & SCHOULER, 2015), bem como da pele e penas
das aves (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999). Esta bactéria é responsavel por um
quadro localizado ou sisttmico denominado colibacilose (CAVERO et al., 2009;
GUABIRABA & SCHOULER, 2015; DE CARLI et al., 2015), e pode agir como agente
primério ou secundario (KABIR, 2010; ABALAKA et al., 2017).

Esta doenca apresenta distribuicdo mundial, e é a mais diagnosticada em paises
africanos (ANYANWU EZEASOR; NGWU, 2014; ABALAKA et al., 2017) incluindo
Mogambique (FAO, 2013), onde causa inimeros prejuizos devido principalmente a reducédo
da conversdo alimentar, baixo ganho de peso, aumento dos custos com tratamento, morte das
aves, condenacdo de carcacas (CAVERO et al, 2009; AL-ARFAJ et al., 2015;
CASAGRANDE et al., 2017) e baixa taxa de eclosdo (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER,
1999; BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008; DZIVA & STEPHENS, 2008).

A ocorréncia da doenca depende da interacdo entre fatores predisponentes e cepas
altamente patogénicas responsaveis pela resisténcia, sobrevivéncia e disseminacdo bem como
manutencdo da infeccdo no hospedeiro (KABIR, 2010, GUABIRABA & SCHOULER,
2015). A patogenicidade da bactéria é garantida por varios genes e factores de viruléncia que
definem o quadro clinico-patoldgico (BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008;
ABALAKA et al., 2017).

A pecuaria em Mocambique apresenta alem de papel financeiro, também social e
cultural para a populacdo mocambicana (PERTTULA, 2009; FAO, 2013), com o segmento
aviario a dominar o espaco (MA, 2011; NICOLAU; BORGES; DE SOUZA, 2011). A

avicultura de corte é praticada majotariamente por pequenos criadores de maneira
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independente e na maioria das vezes em condi¢Ges sanitarias precarias (INE, 2011; FAO,
2013). Esta atividade apresenta inumeros beneficios por servir como fonte de renda, participar
na geracdo de emprego, aléem de garantir a seguranca alimentar pela disponibilidade e
acessibilidade de proteina animal em comparacdo com outras fontes de proteinas
(CARRILHO et al., 2016; OPPEWAL; DA CRUZ; NHABINDE, 2016).

Apesar do crescimento continuo da avicultura mogambicana nas Ultimas décadas
(OPPEWAL,; DA CRUZ; NHABINDE, 2016), este setor enfrenta varios obstaculos com
destaque de problemas sanitarios, devido a surtos frequentes de colibacilose que culmina com
mortalidade massiva das aves desde os primeiros dias de vida (FAO, 2013).

A doenca constitui a principal causa de baixa produtividade em todo mundo tanto na
avicultura de corte como de postura (JOHNSON et al.2008; DE CARLI et al., 2015;
ABALAKA et al., 2017), devido a existéncia de varias cepas da bactéria altamente virulentas
(BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008; BORZI et al., 2018) e resistentes a varios
antimicrobianos (GUABIRABA & SCHOULER, 2015; VOUNBA et al., 2019) o que
dificulta o sucesso do tratamento, dai a importancia do estudo dos fatores extrinsecos e
intrinsecos envolvidos na patogénese e patogenicidade da doenca tanto em pequenos, méedios
como em grandes avicultores. O objetivo geral deste trabalho é descrever os aspectos
epidemioldgicos, patolégicos e moleculares da colibacilose em frangos de corte de
Mocambique e em galinhas poedeiras do Brasil.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia

Escherichia coli (E.coli) é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, gram-negativa,
cocobacilar (NAKAZATO et al., 2009; KABIR, 2010; GUABIRABA & SCHOULER, 2015),
anaerdbica facultativa (NAKAZATO et al., 2009), ndo formadora de esporos, mével, com
tamanho que varia de 2-3 x 0,6 um, causadora de uma das principais doengas infecciosas em
varias especies aviarias, a colibacilose (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008;
DZIVA & STEVENS, 2010; GUABIRABA & SCHOULER, 2015).

Dentre varios sorotipos existentes, 0s que estdo relacionados com a doenca clinica em
pelo menos 15 a 60% dos casos sdo O1, O2 e O78 (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER,
1999; EWERS et al., 2003; DZIVA & STEVENS, 2010).

E.coli dispBe de varios fatores de viruléncia, o que inclui adesinas, toxinas, protectinas,
mecanismos de aquisicdo de ferro e invasinas (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999;
NAKAZATO et al., 2000). H& ainda sistema de resisténcia a bactericidas, cépsula,
temperatura sensivel a hemaglutinina (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999),
metabolismo de glicose, sistema de autotransportadores, e complexos de lipopolissacarideos
(EWERS et al., 2003) que garantem a sua sobrevivéncia, resisténcia aos fagocitos e sua
patogenicidade (NAKAZATO et al., 2000).

Mais de 40 genes de viruléncia de E.coli s&o conhecidos e estes sdo responsaveis pela
resisténcia, sobrevivéncia e proliferagdo da bactéria no hospedeiro (BARNES; NOLAN,
VAILLANCOURT, 2008; BORZI et al., 2018). Contudo, os mais detectados e usados para
diferenciar as cepas patogénicas das cepas ndo patogénicas (fecais) incluem sitA, iroN, hlyF,
iss, iUtA e etsA (BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008), alem de cvaC, tsh, fyuA,
irp-2, ompT, and hlyF (DE CARLI et al., 2015).

E. coli aviaria patogénica (APEC) também pode estar envolvida em quadros extra-
intestinais em outras espécies incluindo em humanos (EXPEC), o que sugere um potencial
zoonotico da bactéria (NAKAZATO et al., 2009; DE. CARLI et al., 2015; VOUNBA et al.,
2019).

Algumas caracteristicas morfo-tintoriais sio tipicas da E.coli. Em Agar tergitol-7, as
colénias aparecem de coloragdo amarelada, ja em Agar MacConkey, s&o rosa brilhante com
precipitado ao redor, ou podem apresentar coloracdo escura com brilho metalico quando
inoculadas em eosina-azul de metileno (EMB) (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999;
BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008).
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2.3 Colibacilose em aves

A colibacilose é de ocorréncia mundial e constitui um dos maiores obstaculos na
avicultura (KHATON et al., 2005; CAVERO et al., 2009), devido a mortalidade massiva das
aves, além de desenvolvimento retardado, formac&o de lotes desuniformes (ASK et al., 2006),
queda de postura e condenacdo de carcacas (CAVERO et al., 2009; AL-ARFAJ et al., 2015;
CASAGRANDE et al., 2017).

Vérias espécies aviarias de qualquer idade sdo susceptiveis a doenca, com destaque para
frangos (CAVERO et al., 2009; ABALAKA et al., 2017), perus e patos (DE CARLI et al.,
2015). Contudo infeccBes naturais ja foram relatadas em poedeiras (CAVERO et al., 2009),
pombos, avestruz, emas, aves aquaticas, galinha d’angola e em codornas (BARNES;
NOLAN, VAILLANCOURT, 2008; Al-ARFAJ et al., 2015; BORZI et al., 2017).

A ocorréncia da doenca resulta da interacdo de varios fatores predisponentes, aliado ao
comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro e, consequentemente, aumento da
susceptibilidade (KABIR, 2010; DE CARLLI et al., 2015). A colibacilose pode ser agravada
pela presenca de co-infeccdes bacterianas ou virais (DOU et al., 2015).

Dentre os fatores predisponentes, séo incluidos os de origem viral como Adenovirus Tipo
I, Pneumovirus, Virus da enterite hemorrégica, Coronavirus (Bronquite infecciosa), Doenca
de Newcastle, Influenza, Reovirus e Virus da Anemia infecciosa aviaria (BARNES; NOLAN,
VAILLANCOURT, 2008; CASAGRANDE et al., 2019).

Em relacdo aos fatores de origem parasitaria, ha destaque para forma larval da Ascaridia,
Eimeria spp., Cryptosporidium, Histomonas) e de origem bacteriana, que inclui Bordetela
aviaria, Pasteurella multocida, Campylobacter jejuni, Mycoplasma spp. e Chlamydophila sp.)
(KHATON et al., 2005; BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008; DZIVA &
STEVENS, 2010).

Comorbidades alimentares como hipervitaminoses A e E, e avitaminose A, podem ser
consideradas participantes na promocdo da colibacilose, bem como o manejo inadequado,
ventilacdo deficiente, contaminacdo ambiental, fornecimento de agua e racdo contaminada,
restricdo alimentar, temperaturas extremas, excesso de amonia e indices elevados de
micotoxinas (BARNES; NOLAN, VAILLANCOURT, 2008; KABIR, 2010; CASAGRANDE
etal., 2017).

As principais vias de transmissdo descritas em caso de colibacilose, incluem a infeccdo
por inalagdo de particulas contaminadas, que consequentemente resulra na forma septicémica
da doenca (CAVERO et al., 2009; GUABIRABA & SCHOULER, 2015), contudo a via oro-
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fecal e a transmissdo vertical ocorrem com frequéncia e favorece a disseminagdo do agente
(KABIR, 2010; ABALAKA et al., 2017).

2.4 Patogénese

Dependendo dos fatores envolvidos na instalacdo da doenca, o periodo de incubacdo é
geralmente curto (de 1 a 3 dias) (KABIR, 2010; ABALAKA et al., 2017). Ap0s a infeccdo,
dois fatores de viruléncia (adesinas e fimbrias) favorecem a fixacdo da bactéria e,
subsequentemente, a sua multiplicacio e disseminacdo (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008). Esta etapa procede com extravasamento e disseminagdo da
bactéria pelo organismo (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008), aumento de
producéo e secrecédo de citocinas IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral, e, consequentemente
acimulo de fluidos e proteinas nos tecidos (ASK et al.,, 2006; BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008). Nesta fase as aves reduzem o consumo de racdo e ingestdo de
agua, ocorre perda peso, reducdo da estrutura Gssea tornando o 0sso suscetivel a fraturas
(BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

Com o aumento da producéo dos fatores quimiotaticos, o exsudato torna-se grosseiro com
predominio de macrofagos, plasmacitos e linfocitos, que se transforma em massa firme, seca,
de coloracdo amarelada, com superficie irregular, semelhante a um queijo (caseo) (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

2.5 Epidemiologia

E. coli € uma bactéria de distribuicdo cosmopolita e os varios sorotipos da mesma
encontram-se na flora intestinal das aves (KABIR, 2010; DE CARLI et al., 2015;
GUABIRABA & SCHOULER, 2015) e em outros animais, incluindo humanos (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008). A bactéria também coloniza vias aéreas superiores
(GUABIRABA & SCHOULER, 2015; EWERS et al., 2004), além de pele e penas das aves
(DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999).

Contudo, acredita-se que pelo menos 10 a 15 % das aves saudaveis sao portadoras e
excretoras das formas patogénicas da bactéria, fato que favorece a disseminacao do agente nas
granjas (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

Vérias sdo as fontes de infeccOes das aves, desde a contaminacgéo fecal dos ovos (EWERS
et al., 2004), que culmina com alta mortalidade de aves jovens e morte embrionaria, além da

disseminacdo do agente atraves da distribuicdo de pintos infectados (ABALAKA et al., 2017).
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A contaminagdo horizontal através de contato entre aves, fezes, e camas infectadas
favorece a permanéncia da bactéria por longos periodos e assim infeccdo dos lotes
subsequentes em casos de ma higiene das granjas (EWERS et al., 2003; ABALAKA et al.,
2017). Além disso, quantidades consideraveis de cepas patogénicas estdo presentes na racao e
na &gua, o que contribui para introducdo de novos sorotipos nos plantéis avicolas (DHO-
MOULIN & FAIRBROTHER, 1999).

Em poedeiras o impacto da colibacilose é notorio, pois as que se recuperam da doenca
tornam-se portadoras da bactéria e passam a produzir ovos contaminados em mais 26% da sua
producdo (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

Geralmente a morbidade e mortalidade sdo altas (mais de 20%) (DHO-MOULIN &
FAIRBROTHER, 1999) e varia de acordo com a forma clinica e viruléncia do agente
(BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; BORZI et al., 2018).

2.6 Sinais clinicos e lesdes

Os sinais clinicos observados sdo variados e dependem dos fatores envolvidos na
patogenicidade da doenca e do quadro clinico-patoldgico (DOU et al., 2015), este ultimo que
é inversamente relacionado a viruléncia da bactéria, porque aves infectadas pelas cepas
altamente virulentas morrem antes de desenvolverem lesGes tipicas da doenca (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

Em infeccBes localizadas geralmente observa-se febre, depressdo, incoordenacdo motora,
perda de peso, torcicolo e fezes de coloracdo esverdeada, brancas por vezes amareladas
também podem ser visualizadas (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT. 2008; ABALAKA
et al., 2017). Aves com quadro septicémico geralmente ndo se alimentam, isolam-se, ficam
apaticas, prostradas, com os olhos fechados, pescoco e asas caidas e ndo reagem aos estimulos
(BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

A interacdo entre a viruléncia da bactéria, dose infectante, estado imune, duragdo da
infeccdo, bem como idade e espécie das aves, determina o padrao e a gravidade do quadro, e a
forma de apresentacdo da doenca (localizada ou sistémica) (KABIR, 2010; GUABIRABA &
SCHOULER, 2015; DE CARLI et al., 2015).

A forma localizada em pintos ocorre através da entrada da bactéria pelo umbigo nao
cicatrizado que acaba afetando o saco vitelino (onfalite) (GUABIRABA & SCHOULER,
2015), onde é possivel observar aumento de volume e vermelhidao local, bem como distensao
do abdémen (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; KABIR, 2010). Outra forma
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localizada que ocorre com frequéncia € a Sindrome da cabeca inchada, lesdo que afeta a
cabeca e face das aves adultas (KABIR et al., 2010).

Em aves de postura, a colibacilose venérea é fatal e ocorre frequentemente apos a
primeira inseminacdo. A lesdo € caracterizada por inflamacdo do oviduto (salpingite),  da
cloaca, do ceco, além de prolapso, peritonite e retencdo de ovos (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT. 2008; GUABIRABA & SCHOULER, 2015). A mucosa afetada fica
espessada, ulcerada e coberta por uma membrana diftérica, que causa obstrucdo do trato
reprodutivo inferior (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

O quadro septicémico, que é mais abrangente e fatal, caracteriza-se por uma
poliserosite no sistema respiratdrio (aerossaculite, pleurite, pneumonia) e em cavidades
celomatica (pericardite, peri-hepatite e miocardite) (DZIVA & STEVENS, 2008;
CASAGRANDE et al., 2017). Nas incubadoras é frequente nas primeiras 24 - 48 horas ap0s a
eclosdo e resulta na mortalidade de 10 a 20% dos pintos. (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008).

Uma forma incomum da colibacilose septicémica, mas que apresenta uma taxa de
mortalidade acima de 75% ¢é o coligranuloma (doenca de Hjarre), lesdo que ocorre
esporadicamente em galinhas e perus (KABIR, 2010) e caraterizada por véarios granulomas
multifocais em diversos érgdos como no figado, ceco, duodeno e no mesentério (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; KABIR, 2010).

A lesdo histologica da colibacilose é caracterizada por acentuado infiltrado
predominantemente de heterdfilos degenerados, acompanhados por ocasionais macréfagos,
raras células gigantes multinucleadas, além de linfocitos e plasmdcitos (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008; CASAGRANDE et al., 2017).

Em meio ao infiltrado sdo encontrados frequentemente agregados bacterianos
cocobacilares, e deposicdo de fibrina (DOU et al., 2015; ABALAKA et al., 2017).
Geralmente as aves que se recuperam da forma septicEémica desenvolvem algumas sequelas
residuais, como a fibrose hepatica, ascite, meningite, encefalite, pan-oftalmite (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008), artrite, sinovite, salpingite e osteomielite (DZIVA &
STEVENS, 2008).

2.7 Diagnostico

O diagnostico da colibacilose é feito através da associagdo dos aspectos clinicos, achados
anatomopatologicos, aliados ao isolamento e identificagdo da bactéria (DHO-MOULIN &
FAIRBROTHER, 1999; BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).
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Contudo, deve se evitar a contaminagdo com conteudo intestinal dos outros 6rgdos (DHO-
MOULIN & FAIRBROTHER, 1999) e amostras de aves em avangado estado de autélise, por
estas apresentarem maior chance de contaminacdo pelas cepas comensais (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008). Testes histoquimicos (DHO-MOULIN &
FAIRBROTHER, 1999) e moleculares podem também ser usados no diagnostico de cepas
patogénicas (DE LORENZO et al., 2018).

No diagnostico diferencial da colibacilose devem ser incluidas as doencas que cursam de
maneira septicémica, como a pasteurelose, salmonelose (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008; BASHAHUN & AMINA, 2017), coccidiose (BASHAHUN &
AMINA, 2017) e estreptococose (DEBROY et al., 2008).

2.8 Tratamento e controle

O tratamento da colibacilose € realizado com o uso de antimicrobianos (CAVERO et al.,
2009; BORZI et al., 2015; GUABIRABA & SCHOULER, 2015), que podem ser associados
ao uso de estimulantes de fagocitos (&cido ascorbico, corticosterona e deoxicorticosterona)
(DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999).

Todavia, o uso indiscriminado dos antimicrobianos favoreceu a ocorréncia de resisténcia
da bactéria para varios antibiéticos (GUABIRABA & SCHOULER, 2015; BORZI et al.,
2015; VOUNBA et al., 2019), que incluem a tetraciclina, sulfonamida, ampicilina,
estreptomicina (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; BORZI et al.,, 2018),
penicilina, cefalosporinas e cefalotina (BORZI et al., 2018).

Este incidente despertou atencdo para a busca de métodos alternativos como o uso de
prebidticos, probidticos, enzimas, acidificantes digestivos, vitaminas, intensificadores do
sistema imunoldgico, antiinflamatérios, apesar da eficacia da maioria deles ser escassa
(BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).

O controle eficaz da colibacilose depende de acbes que permitam a identificagdo e
eliminacdo dos fatores predisponentes aliados ao melhoramento do manejo (DHO-MOULIN
& FAIRBROTHER, 1999; GUABIRABA & SCHOULER, 2015).

Uma das formas consiste em evitar a contaminagédo fecal dos ovos como forma de
reduzir a distribuicdo de pintos infectados (coletar ovos com frequéncia, manter o material do
ninho limpo, descartar ovos rachados ou com contaminacao fecal visivel, além de fumigar ou
desinfetar os ovos dentro de 2 horas apo6s a coleta) (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER,
1999; BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008).
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A adocdo de boas praticas de manejo alimentar e de biosseguridade ajudam no
controle da colibacilose (ASK et al., 2006; CAVERO et al., 2009), que pode ser feito baseado
em dietas ricas em proteinas, vitaminas A e E e selénio, fornecimento de agua de boa
qualidade, melhoramento da qualidade do ar, da cama e evitar temperaturas extremas, além de
manter a devida higienizacdo dos utensilios (comedouros, bebedouros, exaustores, cortinas e
paredes) (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999; BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008).

Outro método muito usado em alguns paises para controlar a colibacilose é a
vacinacdo (CAVERO et al., 2009), tanto com vacinas atenuadas, inativadas, recombinantes e
de subunidade, além de vacina contra os fatores de viruléncia especificos (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; GUABIRABA & SCHOULER, 2015).

Contudo, nenhuma destas vacinas citadas até entdo se mostrou completamente eficaz
no declinio da doenga (CAVERO et al., 2009; GUABIRABA & SCHOULER, 2015), devido
ao envolvimento de varios sorogrupos em surtos da doenca (BORZI et al. 2018).
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Local onde foi realizada a pesquisa

Os frangos foram obtidos em granjas localizadas na cidade de Maputo e Matola no Sul
de Mogambique. O processamento histologico, bem como o isolamento microbioldgico das
amostras foram realizados no setor de Anatomia Patoldgica e Laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Eduardo Mondlane (UEM), Maputo,
Mocambique.

A extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) das amostras foi feita no Laboratorio
Central de Veterinaria (LCV) da Direcdo de Ciéncias Animais (DCA), Maputo, Mocambique.
As amostras de tecido emblocadas em parafina e 0 DNA extraido foram transportados de
Mocambique para o Brasil.

As galinhas poedeiras foram obtidas em uma granja localizada na Regido do
Municipio Feliz, no Estado do Rio Grande Do Sul, Brasil. A necropsia de 5 aves foram feitas
pelo veterinario responsavel pela granja e trés aves foram necropsiadas no Setor de Patologia
Veterinaria da UFRGS.

A confec¢do e coloracdo de todas as laminas histologicas, bem como as técnicas de
IHQ e PCR para genes de viruléncia foram realizadas no Setor de Patologia Veterinaria (SPV)
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no
Laboratorio Molecular do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF),
Porto Alegre, Brasil, respectivamente.

Devido & importancia da doenca na avicultura mundial, esse estudo teve como
objetivos: (1) descrever os aspectos epidemiolégicos, anatomopatoldgicos, microbioldgicos
da colibacilose em frangos de corte do sul de Mocambique; e (2) determinar os genes de
viruléncia de E. coli provenientes de frangos e de galinhas poedeiras de Mocambique e Brasil
respectivamente acometidos pela doenca; (3) Avaliar a sensibilidade e resisténcia
antimicrobiana dos isolados de E. coli provenientes de galinhas poedeiras. Desse estudo

resultaram dois artigos cientificos, que estdo incluidos na integra mais adiante.
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ABSTRACT.- Taunde PA., Bianchi M.V, Mathai V.M., De Lorenzo C., Gaspar B.D.C.B., Correia L.S.M,,
Laisse C.J.M. & Driemeier D. 2021. Pathological, microbiological and immunohistochemical
characterization of avian colibacillosis in broiler chickens of Mozambique. Pesquisa
Veterindria Brasileira 41:e03831, 2021. Setor de Patologia Veterinaria, Departamento de
Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Prédio 42505, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail:
paulataunde@gmail.com

Avian colibacillosis is an acute and globally occurring infectious disease of domestic and
wild birds caused by Escherichia coli, and it is associated with considerable economic losses
mainly due to the morbidity and mortality associated. The present study aimed to describe
the pathological, bacteriological and immunohistochemical aspects of avian colibacillosis in
broiler chickens of Mozambique. Forty-nine broiler chicken presented anorexia, decreased
weight gain, ataxia, diarrhea, dyspnea, and death in a clinical course of 3-5 days. The birds
were raised in five farms (small, medium and large farms) with manual and automatic
breeding system, with flocks ranging from 100 to 20,000 birds. At the necropsy, all birds had
poor body condition, and the pericardium and the Glisson’s capsule of all avian exhibited
different degrees of adherence often associated with severe fibrin deposition. The thoracic
and abdominal air sacs were thickened and adhered to the costal wall. Mild, moderate or
marked hepatomegaly associated with white pinpoint multifocal areas (100%, 49/49) and
mild to moderate splenomegaly in 75.5% (37/49) with a mottled surface were observed. The
lungs and kidney were enlarged and reddish. Histologically, a multiorgan fibrinoheterophilic
polyserositis was observed in 75.5% of the cases (37/49), which were characterized by
inflammatory infiltrates composed mainly of degenerative heterophils, macrophages and
plasma cells, associated with fibrin deposits and intermixed by coccobacillary bacterial
basophilic aggregates. These affected mainly the pericardium (28.6%, 14/49), the pleura
(18.4%, 9/49), the Glisson's capsule (10.2%, 5/49), the ventriculus (10.2, 5/33), and the
proventriculus (8.2%, 4/49) serosa. Multifocal to coalescing areas of coagulative necrosis
associated with similar inflammatory cells were observed mainly in the spleen (28.6%, 14 /49),
liver (24.5%, 12/49), and intestines (22.4%, 11/49). A similar infiltrate was also observed
affecting the the lungs (16.3%, 8/49), the kidney (16.3%, 8/49) and the myocardium (14.3%,
7/49). Isolation and identification of E. coli was obtained in 12 cases through bacterial culture.
Some organs (2 cases of each farms) were selected and submitted to immunohistochemistry
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anti-E. coli, and a positive stain was observed in all tested cases in liver (3/3), heart (4/4),
spleen (1/1), lungs (4/4), intestines (4/4), bursa of Fabricius (1/1), ventriculus (1/1), and
proventriculus (1/1) tissue sections. These results demonstrate that E. coli was the cause
of mortality in these birds. Therefore, biosecurity and management measures should be
employed to prevent and control the disease occurrence in Mozambique's poultry farming.

INDEX TERMS: Pathology, microbiology, immunohistochemistry, colibacillosis, broiler chickens,
Mozambique, avian diseases, infectious diseases, bacteria, Escherichia coli, Maputo.

RESUMO.- [Caracterizagdo patoldgica, microbiolégica e
imuno-histoquimica de colibacilose em frangos de corte de
Mogambique.] A colibacilose aviaria é uma doenca aguda de
ocorréncia mundial que acomete aves domésticas e silvestres,
causada por Escherichia coli e resulta em perdas econémicas
consideraveis devido a elevada morbidade e mortalidade das
aves. O presente estudo teve o objetivo de descrever os aspectos
patoldgicos, bacterioldgicos e imuno-histoquimicos de colibacilose
avidria em frangos de corte de Mogambique. Um total de 49
frangos de corte apresentaram anorexia, baixo ganho de peso,
ataxia, diarreia, dispneia e morte em um curso clinicode 3a 5
dias. As aves eram provenientes de 5 granjas (pequenas, média
e grandes), com sistema de cria¢do manual e automatico, com
rebanhos que variavam de 100 a 20.000 aves. A necropsia, todas
as aves exibiam condi¢ao corporal ruim a caquética, além de
pericérdio e cipsula de Glisson de todas aves (100%; n=49)
com diferentes graus de aderéncia e deposicao de fibrina de
forma difusa acentuada. Os sacos aéreos toracicos e abdominais
estavam espessados e aderidos a parede costal. Foi observado
ainda hepatomegalia discreta, moderada a severa frequentemente
associada com areas multifocais puntiformes brancacentas (100%;
49/49), e esplenomegalia discreta a moderada, associado a areas
multifocais moteadas (75,5%; 37/49). Os pulmoes e rins estavam
aumentados e com coloracao avermelhada. Histologicamente,
observou-se majoritariamente serosite fibrinoheterofilica
em 75,5% dos casos (37/49), caracterizadas por infiltrado
inflamatdrio composto por heteréfilos degenerados, macréfagos,
linfécitos e plasmdcitos, com deposi¢ao de fibrina entremeada
por uma miriade de estruturas bacterianas cocobacilares. Esta
lesdo foi observada principalmente em pericardio (28,6%;
14/49), pleura (18,4%; 9/49), capsula de Glisson (10,2%; 5/49),
ventriculo (10,2; 5/33) e em proventriculo (8,2%; 4/49). Areas
multifocais a coalescentes de necrose de coagulacdo associada
a infiltrado inflamatério semelhante ao descrito foi observado
principalmente no bago (28,6%; 14/49), figado (24.5%; 12/49),
e intestinos (8,2%; 4/49). Uminfiltrado inflamatério semelhante
também foi visualizado em pulmoes (16,3%; 8/49), rins (16,3%);
8/49) e miocardio (14,3%; 7/49), Colonias puras de E. coli foram
identificadas e isoladas em 12 casos. Alguns 6rgaos (2 de cada
granja) foram submetidos ao exame imuno-histoquimico anti-E.
coli e marcacao positiva foi visualizada em todos casos testados,
como em figado (3/3), coracao (4/4), baco (1/1), pulmao (4/4),
intestinos (4/4), bursa de Fabricius (1/1), rim (1/1), ventriculo
(1/1) e proventriculo (1/1). Estes resultados demonstram que
E. colifoi a causa de morte destas aves. Sendo assim, a adogao de
boas medidas de biosseguridade e de manejo sao indispensaveis
para a prevencao e controle da ocorréncia da doenga nas granjas
de frango de corte de Mocambique.

TERMOS DE INDEXACAQ: Patologia, microbiologia, imuno-histoquimica,
colibacilose, frangos de corte, Mogambique, doengas de aves, doengas
infecciosas, bactérias, Escherichia coli, Maputo.

Pesq. Vet. Bras. 41:e06831, 2021

INTRODUCTION

Colibacillosis is a bacterial infectious disease that affects
domestic and wild birds causing considerable economiclosses
in industrial and subsistence poultry farms, mainly due to the
higher morbidity and mortality, as well as due to the higher
costs with medical treatments (Dziva & Stevens 2008, Sola-
Ginés et al. 2015). The disease is caused by Escherichia coli,
a gram-negative, non-spore forming, mobile, cocobacillary
bacteria (Barnes et al. 2008, Markey etal. 2013). Many virulence
factors have been demonstrated to play a crucial role in the
pathogenicity of the strain (Nakazato etal. 2009). In addition,
E. coli is a commensal bacterium of the intestinal mucosa of
birds (Giovanardi etal. 2005, Srinivasan et al. 2014, Guabiraba
& Schouler 2015). The presence of some predisposing factors,
such as stress, poor immune status, coinfections (Dziva &
Stevens 2008, Oliveira et al. 2019), physiological factors,
environmental factors, as well as nutritional factors (Barnes
etal.2008), are associated with clinical disease. The disease
may occur causing a massive mortality of poultry of multiple
ages (Srinivasan et al. 2014). The condition is worldwide
distributed and constitutes one of the major challenges in
industrial and subsistence poultry (Oliveiraetal. 2019, Kim et
al.2020), mainly due to delayed development of affected birds,
resulting in uneven batches (Ask et al. 2006), decreased egg
production and condemnation of carcasses at the slaughter
(Barnes et al. 2008, Al-Arfaj et al. 2016). Colibacillosis may
presentas a located or systemic condition (Cavero etal. 2009,
Kabir 2010, Guabiraba & Schouler 2015), with the main
clinical signs characterized by polyserositis, coligranuloma,
omphalitis, septicemia, enteritis, and salpingitis (Barnes et
al. 2008, Kabir 2010). The diagnosis of the condition may be
obtained by the association of the clinical and pathological
features in addition to the isolation and identification of the
etiological agent (Barnes et al. 2008, Abalaka et al. 2017).
Mozambique’s poultry farming is an important economic
activity that generates income and employment in that country
(FAO 2013, De Oliveira et al. 2015, MA 2007). Moreover,
colibacillosis constitutes one of the major challenges for poultry
productivity, being one of the main conditions diagnosed
in poultry farming in Mozambique (FAO 2013). Similarly,
the condition has been previously described in Africa in
poultry of Nigeria (Anyanwu et al. 2014, Abalakaet al. 2017),
Zimbabwe (Mbanga & Nyararai 2015), as well as in laying
hens of Egypt (Wafaa & Median 2011) and Senegal (Vounba
et al. 2019). Despite the lack of reports of colibacillosis in
Mozambique, the increased mortality, reduced productivity
in poultry, as well as decreased egg production in laying hens
constitute an important barrier for poultry industry of this
country. Therefore, the aim of this study was to describe the
pathological, bacteriological, and immunohistochemical (IHC)
findings of colibacillosis in poultry of Mozambique.
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MATERIALS AND METHODS

Birds that died were submitted to necropsy, and multiple fragments
of organs were collected, fixed in 10% neutral buffered formalin for
48 hours, routinely processed for histology, embedded in paraffin,
cut at 3pum and stained by hematoxylin and eosin (HE). The birds
that were severely autolyzed were discarded from this study. During
the visits to the farms, information regarding the size of the batch,
age of the birds, adopted handling, poultry bedding condition,
hygienic conditions, ventilation status, as well as clinical status of
the birds were obtained.

For isolation and identification of the agent, samples of the
liver, spleen, heart and lungs from 12 birds from different farms
were subjected to microbiological analysis. Since the gross pattern
of lesions was similar between the farms, at least one sample of
each farm was randomly selected for microbiological analysis.
Therefore, bacterial culture was performed from samples of three
birds from Farm A, three from Farm B, one from Farm C, two from
Farm D and three Farm E. The samples were inoculated onto 5%
blood agar and MacConkey agar, incubated for 24 hours at 37°C
and the obtained colonies were identified through the association
of cultural, morphologic and biochemical characteristics according
to Markey etal. (2013).

Diagnosis confirmation was obtained through the detection
of Escherichia coli antigens within multiple organs by the
immunohistochemical technique (IHC). For this, one case of each farm
was randomly selected, making a total of 18 tissue fragments: liver,
heart, intestines and lungs, spleen, bursa of Fabricius, ventriculus
and proventriculus. Antigenic retrieval was obtained by heating
the sections with citrate buffer (pH 6.0) for 10 min, and nonspecific
reactions were blocked with 5% skinny milk for 15 min at room
temperature. The slides were incubated overnight atroom temperature
with the primary polyclonal antibody anti-E. coli (obtained from
rabbit, ViroStart, Portland, Maine, USA) at a dilution of 1:200. The
amplification signal was achieved by the peroxidase-labeled antibody
method (MACH 4, Universal HRP-Polymer, Biocare Medical, Pacheco,
California, USA), and the reaction was revealed with the chromogen
3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, Biocare Medical, Pacheco, California,
USA). The slides were counterstained with Harris hematoxylin. As
negative control, tissue sections of liver, lungs, heart and intestines
were incubated with phosphate buffered solution (PBS) instead of
the primary antibody, and as positive controls, tissue sections of
intestine, liver, heart and lungs positive for E. coli infection were
employed (De Lorenzo et al. 2018).

RESULTS

Epidemiological findings and clinical signs

From December 2018 to February 2019, five broiler
chicken farms located at the Maputo and Matola cities,
presented increased levels of mortality of the birds with a
clinical presentation of weightloss. The farms were classified
as small (C), medium (D and E) and large sizes (A and B),
and housed, respectively 100-2,000 birds, 2,000 to 20,000
birds, and above 20,000 birds. All farms had conventional
buildings, with some particular features among them. Farms
A and B had a ventilation system with exhauster fans, roofs
with internal isolation system, automatic feeders and nipple
drinker’s system. The bedding was composed by wood
shavings and it was in a good conservation status; however,
the hygienic status was poor. Farms C, D and E had manual
creation systems, with manual feeders and drinkers, poor

natural ventilation system based on handling side-curtains,
the hygiene was poor with moist bedding in advanced state
of decay, and sick birds were not segregated. In all farms,
during the visit (from 9 am. to 16 p.m.) it was noted that
all birds had only access to water, were deprived from food,
and some of the birds tried to ingest the bedding. In addition,
the batches were severely uneven, with small, medium and
large birds. Besides that, some birds mainly in three farms
presented clinical signs of ataxia, dyspnea, cough, sneezing,
white to yellowish diarrhea, and cachexia, especially in small
to medium size farms.

The chicks were acquired from local incubators and the
feeding was composed of protein, carbohydrates, minerals
and vitamins, besides commercially available probiotics. The
production cycle of the broilers ranged from 28 to 40 days.
All owners highlighted that appropriate sanitary breaks
of eight to 15 days were conducted, in addition to routine
vaccination for Newcastle disease, infectious bronchitis and
infectious bursitis, following the manufacturer instructions
and according to the national vaccination program of broiler
chicken in Mozambique (Do Amaral & Mlay 2012).

The clinical course varied according to the farms. Farm
A housed 18,000 to 20,000 chicks per lot (one month). The
birds from this study were 15 to 30 days-old broilers and
during the cycle it was registered diarrhea, weight loss, and
mortality since the first week of life. Farm B housed 20,000
chicks per day, and the main complaint was weight loss,
anorexia, and mortality affecting all age ranges. The farm had
its own incubator for the supply of chicks, but it had a poor
hatching rate. Farm C was the smallest, located less than 5m
from the owner house, with a dog kennel closely and a capacity
of 250-300 chicks per cycle. At this location, it was registered
weight loss, diarrhea, loss of appetite, and mortality along all
productive cycle. Farm D housed up to 5,000 birds per cycle,
and presented recurrent cough unresponsive to antibiotic
treatment, anorexia, dyspnea, diarrhea, weight loss, and
mortality starting at the first week of life. Additionally, at the
vicinities of the farm there were areas with cattle, goat and
sheep production. Farm E housed 2,000 to 4,000 chicks, with
birds presenting a clinical course of ataxia, cough, dyspnea,
whitish diarrhea, weightloss, and anorexia. Similarly to Farm
D, this farm had at the vicinities areas of cattle, goat and laying
hens production.

In all farms, antibiotic treatment was employed with
oxytetracycline, streptomycin, erythromycin, and gentamycin,
but there was no clinical improvement. The owners highlighted
that antibiograms were not previously conducted.

The morbidity rate was high (not estimated) in all farms,
while the mortality rate in all productive cycle ranged from
3.9% to 25.6%. During the analyzed period, 15 to 400 birds
died per cycle at these farms.

Necropsy findings

At the external exam, birds from Farms A, D and E had a
poor to cachectic body condition when compared to birds
from Farms B and C, which had a regular body condition.
Table 1 presents the number of birds submitted to necropsy
and its age range according to each farm. Birds from Farm
D had also ocular seropurulent exudates and torticollis. The
birds from Farm E had also ataxia, besides ocular discharge
and were in a poor body condition.

Pesq. Vet. Bras. 41:e06831, 2021



25

4 Paula Augusto Taunde et al.

Table 1. Distribution of necropsied animals and age range
according to each farm

Farm Birds Agerange (days) Necropsied birds Conclusive cases
A 16 15and 28 10 7
B 19 3,9and 12 12 10
C 4 30 2 2
D 7 35 7 7
E 25 19and 20 25 23
Total 71 56 49

In a total, 71 birds were analyzed, of which 56 were
submitted to necropsy and a conclusive diagnosis was obtained
in49 cases. The remaining birds were discarded due to severe
autolysis. At the internal exam, distinct degrees of adherence
and severe fibrin deposits were observed at the pericardium
(75.5%, 37/49) (Fig.1), at the Glisson’s capsule (75.5%,
37/49) (Fig.2), and at the lungs (61.2%, 30/49) affecting
mainly birds with an age range of 9 to 35 days. A variable
hepatomegaly (mild, moderate and severe) was observed
in all birds, frequently occurring in association to multifocal
pinpoint whitish areas (75.5%, 37/49) occasionally reddish
(24.5%, 12/49). The liver was yellowish, occasionally orange,
in 10.2% of the cases (5/49). Mild to moderate splenomegaly,
frequently with a mottled aspect, was observed in birds from
all farms, with an exception to Farm D. The thoracic (anterior
and posterior) and abdominal air sacs were thickened
and adhered in all adult birds. In Farm D, there was only
thickening of the thoracic air sacs. Birds from Farms A, B, C,
and E had dark-reddish kidneys occasionally covered with
fibrin deposits. Birds with diarrhea had a diffuse reddish
intestinal mucosa with liquid dark-red to white contents in
8.2% of the cases (4/49).

Histopathology

Microscopically, distinct degrees of fibrinoheterophilic
serositis were observed mainly involving the pericardium,
pleurs, air sacs, ventricularand proventricular serosa. The
lesion was characterized by a diffuse infiltrate of intact and
degenerate heterophils, macrophages often in phagocytic
activity, which were intermixed by marked fibrin deposits
and a myriad of coccobacilli bacterial structures (Fig.3). A
mononuclear infiltrate composed of macrophages, lymphocytes,
and plasma cells was observed frequently at the periportal
spaces of the liver (Fig.4), at the interstitial space of the kidney
and the lungs, as well as in air sacs and myocardium. The liver
also presented multifocal to coalescent coagulative necrosis
(24.5%, 15/49) and diffuse intracytoplasmic vacuolization of
hepatocytes (32.7%, 16/49). The spleen had, mostly in adult
birds, fibrinoid necrosis of follicular germinal centers and
splenic arterioles (30.6%, 15/49) (Fig.5) and marked white
pulp hyperplasia 28.6% (14/49) of the cases, respectively.
A moderate enteritis with infiltrate of heterophils,
lymphocytes, and plasma cells, often intermixed by multiple
coccobacilli bacterial structures at the apical surface of the
villi, was observed in 8.2% of the cases (4/49). Circulatory
changes characterized by fibrinoid necrosis of blood vessels,
thrombosis, congestion and hemorrhages were noted in
63.3% ofthe cases (31/49) and especially in the liver, lungs,
spleen and kidneys. IHC exam anti-Escherichia coli revealed
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marked multifocal immunolabeling in all fragments analyzed
for each farm (Fig.6).

Bacteriology

Gram-negative small rods were identified inall 12 samples
analyzed, which represented all farms of this study. Based
on the biochemical (IMViC: indole+/MR+/VP-/citrate-) and
morphological features of the colonies, the isolates were
classified as E. coli.

DISCUSSION

The diagnosis of avian colibacillosis in the present study was
obtained through the association of the epidemiological, clinical-
pathological, bacteriological, and immunohistochemical findings.
Colibacillosis manifests mainly as a septicemic disease involving
multiple organs (Duttaetal. 2013, Abalaka etal. 2017).In the
present study, the extra-intestinal form was the most frequent
and observed mainly in all farms (A, B, C and E). The distinct
clinical picture and severity of lesions observed in these farms
may be related to the different handlings, vaccination, and
bird’s nutrition, in addition to some environmental stressful
factors (Khaton et al. 2008, Kabir 2010) and immune status
(Kabir 2010, Dziva & Stevens 2008). The association of
different predisposing factors may result in distinct clinical
pictures (Barnes et al. 2008, Abalaka et al. 2017), during
the period in which the birds died (summer), the southern
region of Mozambique registered high temperatures, varying
from 36 to 42°C (INAM 2018). Environmental factors, such as
extreme heat, high humidity and poor ventilation, constitutes
major challenges in poultry industry world widely, both for
industrial and subsistence systems, since it increases bird’s
susceptibility to diseases, especially with an infectious origin,
such as colibacillosis (Chansiripornchai 2009, Casagrande
et al. 2017). Escherichia coli is an avian commensal agent of
theintestinal tract (Barnes etal. 2008, Srinivasan etal. 2014,
Guabiraba & Schouler 2015), and, despite several predisposing
factors were identified (high temperatures, prolonged fasting,
poorventilation), (Giovanardi etal. 2005, Barnes et al. 2008).
Since birds were submitted to prolonged fasting, it may have
favored a pursuit for other alternative sources of food, such as
bedding. This may have been the infection source, as the agent
is frequently found and excreted in feces of both infected and
asymptomatic carrier’s (Chansiripornchai 2009, Guabiraba
& Schouler 2015). Additionally, it is believed that 10-15% of
the birds in farms are asymptomatic carriers of pathogenic E.
coli, and that, in the presence of stressful factors, these birds
may develop disease and disseminate the agent throughout
the farms (Anyanwu et al. 2014), these can still cause death
of these birds and low productivity of the farms as observed
in the present study.

E. coli infection may be contained by adopting good
handling practices, appropriate vaccination and biosecurity
measures (Guabiraba & Schouler 2015). In Mozambique, the
vaccination against colibacillosis in birds is still not adopted;
nonetheless, control and prevention for infectious diseases,
including colibacillosis, is obtained through biosecurity
measures, which varies according to the farm, but is often poor.
This contributes to the settlement of infectious diseases as
colibacillosis, which was reported in this study both in large,
medium and small farms. Still, colibacillosis outbreaks are also
detected in countries that employ the vaccination against the
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Fig.1-6. (1) Gross and microscopical findings of natural infection by Escherichia coli in poultry birds of Mozambique. (2) Heart. Areas of
pericardial adherence characterized by severe fibrin deposits. (3) Liver. Enlarged, with multifocal areas covered by fibrin deposits. (4)
Heart. Severe thickening of the pericardium with multiple intact and degenerate heterophils, macrophages, lymphocytes, and plasma
cells intermixed by fibrin. HE, obj.40x. (5) Liver. Moderate infiltrate of macrophages, lymphocytes, and plasma cells predominantly at
the periportal spaces. HE, obj.40x. (6) Spleen. Fibrinoid necrosis of follicular centers and blood vessels (splenic arteriole). HE, obj.40x.
(7) Liver. Multifocal immunolabeling for E. coli in a periportal area and in sinusoids. IHC anti-E. coli, 0bj.40x.
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disease, such as in France, India, and Asiatic countries (Cavero
etal.2009, Guabiraba & Schouler 2015, Abalaka etal. 2017).
This suggests that the disease is an important cause of low
productivity in poultry industry world widely (Cavero et al
2009, Dutta et al 2013), as observed in this study.
Colibacillosis affects avian with a wide age range (Kabir
2010, Srinivasan et al. 2014), and in young animals it usually
occurs as omphalitis and yolk-sac infection (Abalaka et al.
2017). However, these lesions were not observed in the
present study, although three and nine days-old chicks were
also affected. The occurrence of the disease in young avian
is related, not only to an elevated susceptibility at this age
range (Barnes et al. 2008), but also to fecal infection of eggs,
as in the present cases. Fecal contamination of eggs and
posterior infection of chicks constitutes the major source of
infection in these cases, with a challenge in controlling the
condition (Barnes etal. 2008, Kabir 2010). This may result, in
addition to embryonic death, in supplying infected chicks and,
consequently, further spread of the agent, poor development
and mortality of the birds due to the disease (Kabir 2010).
The presence of coinfections favors disease occurrence
and determines the severity of the colibacillosis (Hossain
et al. 2015, Casagrande et al. 2017, Kim et al. 2020). In
Mozambique, despite vaccination efforts against the main
viral conditions in poultry reports of Newcastle disease,
Influenza infection, infectious bronchitis, pasteurellosis
and salmonellosis outbreaks are frequent (FAO 2013). This
study has not conducted any search for antibodies for these
viral agents, yet, we cannot discard a coinfection with these
agents in the present cases (Khaton et al. 2008, Hossain et al.
2015). Colibacillosis was the cause of death of all birds in the
present study with gross and microscopical typical lesions, in
spite of distinct lesion severity, which corroborates with the
mortality caused by colibacillosis in broiler chicken (Abalaka
etal 2017) and in ranging from zero to six weeks-old (Hossain
et al. 2015). Septicemic colibacillosis is the most frequent
condition related to E. coli in birds, wherein clinical signs
are characterized by depression, fever and high mortality
(Kabir 2010), with fibrinoheterophilic polyserositis lesions
similarly to the present study, especially in avian beyond 3
days of age. This corroborates the findings in broiler chickens
(Abalaka et al. 2017), laying hens (Kabir 2010, Srinivasan et
al. 2014), ducks (Barnes et al. 2008) and pigeons (Dutta et
al. 2013). Additionally, lesions were observed mainly in the
heart, liver, air sacs, pleura and at the serosa of the stomachs.
The inflammatory, necrotic lesions and the degenerative
lesions observed in the of the present study, are commonly
described in naturally occurring (Dutta etal. 2013, Srinivasan
et al. 2014, Abalaka et al. 2017) and experimental cases of
colibacillosis (Dwars etal. 2009, Wafaa & Median 2011, Ozaki
etal 2018).Its occurrence is related mainly to vascular lesions
caused by bacterial toxins (Wafaa & Median 2011, Srinivasan
et al. 2014). The difference at the presentation and severity
of lesions in this study may be related to some factors such
as handling, age, and feeding of the birds. In laying hens with
colibacillosis, intestinal lesions are more prevalent (Khaton
etal. 2008), but in our study intestinal involvement was less
common than heart, liver, lungs and kidneys involvement.
Nonetheless, our findings were similar to those obtained in
broiler chickens up to two weeks-old (Wafaa & Median 2011).
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Pulmonary involvement is relatively common in E. coli
infections, and it results from inhalation of bacteria disseminated
through direct contact between sick or asymptomatic
animals (Horn et al. 2012), as well as through high levels
of ammonium or through coinfections by Mycoplasma spp.,
infectious bronchitis virus, pneumovirus, and Newcastle
virus (Barnes et al. 2008, Dwars et al. 2009, Casagrande et
al. 2017). These agents are related to necrotic lesions of the
respiratory epithelium and later bacterial colonization, being
bacterial inhalation one of the main forms of air sacs infection
in susceptible birds independently of the age (Barnes et al.
2008). In the present study, the birds were housed in bedding
in advanced state of decay, which allied to the poorventilation
system may have favored the high levels of ammonia with a
subsequent development of colibacillosis (Barnes etal. 2008,
Ewers et al. 2004).

The pattern of gross and microscopical lesions of
colibacillosis varies individually and according to the virulence
of the agent (Oliveira et al. 2019). Spleen is one the main
organs affected in septicemic forms of colibacillosis, in which
it can be grossly enlarged and mottled by pale areas, while
microscopically it may exhibit necrosis of follicular centers,
hemosiderosis, lymphoid depletion, besides white pulp
hyperplasia (Barnes et al. 2008, Chansiripornchai 2009).
These lesions were observed in 35 birds of the present study,
and were predominantly characterized by areas with fibrinoid
necrosis and lymphoid depletion in agreement with previous
findings in broiler chicken of 15 to 34 days-old (Kabir et al.
2010, Abalaka et al. 2017).

Enteritis was observed in the present study and constitutes
an unusual finding of avian colibacillosis, in spite of this lesion
being commonly described in other mammals affected by E.
coli, such as humans (Barnes et al. 2008), pigs (De Lorenzo
etal. 2018), and cattle (Bashahun & Amina 2017). The clinic-
pathological picture presented by the birds in this study is
similarto that previously described in poultry chicken (Wafaa
& Median 2011), pigeons (Dutta et al. 2013) and piglets
(De Lorenzo et al 2018). However, intestinal involvement
of colibacillosis depends on some factors involved in the
pathogenesis of the condition and varies according to each
animal species (Guabiraba & Schouler 2015, Bashahun &
Amina 2017).

Antibiotic therapy has been considered an important
determinant for reducing economic losses by colibacillosis
(Dou et al. 2016, Kim et al. 2020). To mitigate the severity
of the clinical picture in these birds, all farms attempted an
antibiotic treatment; however, clinical cases continued to occur;
what suggests a possible bacterial resistance to the drugs
employed. Although antibiograms for the isolates obtained were
not conducted in this study, previous studies have described
resistance of E. coli do a wide array of antibiotics (Dou et al.
2016, Borzi et al. 2018), including those used in the birds of
the present study. Bacterial resistance constitutes a major
problem in preventing and controlling infectious diseases
world widely (Sola-Ginés et al. 2015, Oliveira et al. 2019,
Kim etal. 2020). A common practice that may have favored
bacterial resistance in these cases is the administration of
subtherapeutic doses of antibiotics at the first week of life of
birds, which is employed to reduce subsequent occurrence
of infectious diseases. Uncontrolled use of antibiotics favors
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resistance development of bacteria and difficult the treatment
of clinical cases (Sola-Ginés etal. 2015, Dou et al. 2016).

Bacterial isolation and proper morphological and/or
biochemical identification constitute an important tool for the
diagnosis of infectious diseases, such as colibacillosis (Barnes
et al. 2008). Many factors may interfere with the quality of
the test, such as the clinical picture, immune status, and
antibiotic therapy (Khaton et al. 2008). Additionally, despite
antibiotic therapy and factors related to the animals, such as
distinct origins and distinct clinical pictures, isolation of pure
colonies was obtained from samples of all analyzed farms.

Antigenic detection at immunohistochemical (IHC)
analysis is an important tool for the diagnosis of infectious
diseases in animals (Dwars et al. 2009). In this study, there
was marked multifocal immunostaining in all analyzed
tissues. Similarly, previous studies have reported marked
multifocal immunostaining for E. coli in experimentally
infected poultry (Dwars etal. 2009) and in naturally infected
pigs (De Lorenzo et al. 2018). IHC was an important tool to
confirm the diagnosis in the present study, since a wide array
of clinical signs was observed in these birds, which should
be differentiated from other diseases with an acute course,
such as salmonellosis, pasteurellosis (Barnes et al. 2008,
Bashahun & Amina 2017), coccidiosis (Bashahun & Amina
2017), enterococcosis, besides Klebsiella sp. infection (DebRoy
etal. 2008). Differential diagnosis of salmonellosis was based
on the absence of large intestine lesions, of coccidiosis due
to the absence of parasite forms in the small intestine, of
pasteurellosis due to the involvement of the spleen, as well
as the isolation of E. coli.

CONCLUSION

Colibacillosis was the cause of death of these birds, and itis an
important cause of low productivity of subsistence producers
and poultry industry in Mozambique.
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ABSTRACT

A producéo intensiva adotada na avicultura predispde a ocorréncia e disseminacdo de doencas
infecciosas, como a colibacilose. O presente trabalho tem como objetivo identificar genes de
viruléncia de amostras de E. coli isoladas de frangos de corte provenientes de Mocambique e
de galinhas poedeiras oriundas do Brasil acometidos com a forma septicémica da doenca.
Amostras de DNA extraido de 15 macerados de tecidos (figado, baco, coracdo e pulmao)
provenientes de frangos com idades entre trés e 35 dias, pertencentes a cinco granjas
localizadas na cidade e provincia de Maputo, Mocambique; e cinco amostras de DNA (trés
extraidos de macerados de figado e coracdo e dois de blocos de parafina), oriundas de
galinhas poedeiras provenientes de uma granja localizada na regido Metropolitana de Porto
Alegre, Brasil com 25 semanas, foram submetidas a analise molecular para detec¢éo de cinco
genes de viruléncia de interesse. A deteccdo dos genes de viruléncia foi realizada através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex. Das amostras analisadas, em frangos de
corte houve positividade em 80% (12/15) e em galinhas poedeiras os genes foram detectados
em 60% (3/5). A maioria das amostras de E. coli apresentou dois ou mais genes associados a
viruléncia, podendo ser classificadas como potencialmente APEC. Os isolados de E. coli
provenientes das galinhas poedeiras foram resistentes a alguns antimicrobianos [21% (4/19)]
com maior taxa de resisténcia para &cido nalidixico (82 %). As amostras também
apresentaram perfil de multirresisténcia (82 %) e producéo fenotipica de ESBL (18%). Com
os resultados obtidos, pode-se inferir que os genes de viruléncia ocorrem de forma desigual
nas amostras e a resisténcia da bactéria aos antimicrobianos dificulta o controle da doenca,

sendo importante a realizagao prévia de antibiograma.

Keywords: avicultura, APEC, diagnostico molecular, antibiograma, Escherichia coli.
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INTRODUCAO

A colibacilose aviaria ¢ uma doenca infecciosa causada por cepas patogénicas de
Escherichia coli (E. coli) (APEC), responsavel por inumeros prejuizos econémicos
mundialmente [1, 9, 10, 17]. A doenca é considerada multifatorial e afeta predominantemente
animais jovens, com uma ampla variedade de manifestacdes clinicas [12, 19]. Em frangos de
corte, a doenca pode causar mortalidade massiva em todas as faixas etarias [1, 3], com
polisserosite como lesdo caracteristica [10, 19]. Estes animais geralmente manifestam sinais
de hipertermia, letargia, depressdo, apatia e perda de reacdo aos estimulos externos [1, 3]. Em
galinhas poedeiras a morte aguda sem a evidenciacdo de sinais clinicos ou reducdo na
producdo e qualidade de ovos é a manifestagdo mais comum [6]. APEC possuem uma ampla
variedade de fatores e genes de viruléncia, responsaveis pelo sucesso da infeccdo através da
promocdo da sobrevivéncia, proliferacdo e perpetuacdo da bactéria no organismo do
hospedeiro [4, 16].

Estudos referentes a deteccdo de genes associados a viruléncia preditores de APEC sdo
escassos em Mocambique e a grande variabilidade antigénica da E. coli, faz da colibacilose
uma das doencas mais diagnosticadas em granjas avicolas mogambicanas [13].

O objetivo deste estudo foi pesquisar a ocorréncia de genes associados a viruléncia
preditores de APEC provenientes de frangos de corte de Mogambique e de galinhas poedeiras
do Brasil, com colibacilose sisttmica bem como avaliar a resisténcia antimicrobiana nos

isolados derivados das galinhas poedeiras.

MATERIAIS E METODOS

Amostras
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Quinze amostras de oOrgdos de frangos de corte com idade entre trés e 35 dias
provenientes de cinco granjas localizadas na cidade e provincia de Maputo, Mogambique e
cinco amostras de DNA de galinhas poedeiras com 25 semanas de idade oriundas de uma
granja de postura localizada na regido metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil, com diagndstico de colibacilose sistémica, foram submetidas a analise molecular para
a pesquisa de cinco genes de viruléncia. Adicionalmente, onze isolados de intestinos, fezes e
baco das galinhas poedeiras da granja brasileira foram submetidos ao teste de susceptibilidade
a antimicrobianos.

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Onze isolados provenientes de galinhas foram submetidos ao teste de susceptibilidade
antimicrobiana pelo método de disco-difusdo e classificadas como sensiveis, intermediarias
ou resistentes [25]. Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: &cido nalidixico,
amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, cefazolina, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima,
ciprofloxacina, cloranfenicol, doxicilina, enrofloxacina, florfenicol, gentamicina, neomicina,
nitrofurantoina, norfloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim, sulfonamidas e tetraciclina. A cepa
de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle do teste .

As amostras que apresentaram resisténcia a pelo menos uma droga em trés ou mais
classes de antimicrobianos foram consideradas multirresistentes [25].

Deteccéo de ESBL

Para detecc@o de ESBL foi realizado o teste de sinergismo de disco duplo baseada na
inibicdo da atividade da enzima na presenca do acido clavulénico [11]. Discos contendo
cefalosporinas (cefotaxima e ceftazidima) foram aplicados a placa na distancia de 20 mm de
um disco contendo o &cido clavulanico (amoxicilina+acido clavulénico). O resultado foi
considerado positivo quando as zonas de inibi¢ao de crescimento entre qualquer um discos de

cefalosporinas sdo aumentadas na direcdo do disco que contem o acido clavulanico.
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Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada com kit comercial (Qiagen QIAamp DNA Mini Kit,
USA), sequindo as recomendac6es do fabricante. Para a tal, aproximadamente 25 g de tecido
figado, baco, rim, intestino e coracdo de cada animal foi homogeneizado e diluido com 180 pl
de solucdo buffer ATL e submetido a digestdo com 20 pl de proteinase K (1400 rpm a 56°C).
Apds 40 minutos, adicionou-se 200 pl de buffer AL e 200 ul de etanol (96%). O preparado foi
transferido para um tudo DNeasy Mini spin column acoplado a um tudo coletor de 2ml,
centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto e adicionado a um novo tubo coletor para adicdo de
500 pl de buffer AW1. Apods a centrifugacdo a 8000 rpm por um minuto, nova troca do tubo
coletor foi realizada, com adicéo de 500 ul de buffer AW2 e centrifugacdo a 1400 rpm por 3
minutos, novamente com o descarte do tubo. O DNA foi eluido pela adicdo de 200 pl de
buffer AE, incubacdo a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugacdo por 1 minuto a
8000 rpm. A relacdo de amostras esta disposta na Tabela 1.
Deteccéo dos genes de viruléncia

A deteccdo dos principais genes de viruléncia relacionados com a patogenicidade de
APEC (iss, ompT, hlyF, iroN e iutA) foi feita através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex de acordo com metodologia descrita [12].

A amplificacdo dos genes foi realizada de acordo com a seguinte reacdo: 1,25 U de
Tagq DNA polimerase (Life Technologies, Rockville, MD) em 1 x tampdo de PCR (Life
Technologies, Rockville, MD), 0,2 mM cada dNTP, 2,5 mM MgCl 2e 1 uM cada primer. As
reacOes foram realizadas usando uma maquina mastercycler EP (Eppendorf) nos seguintes
parametros de ciclagem: 94°C durante 2 minutos; 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 63°C
por 30 segundos, 68°C por 3 minutos e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

Todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel horizontal de agarose 2%, e

os tamanhos dos amplicons foram determinados por comparacdo com o marcador de DNA
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Hi-Lo, obtido de Minnesota Molecular Inc. (MN). Cepas conhecidas por possuir ou nao os
genes de interesse foram examinadas em cada procedimento de amplificacdo. Para validacéo,
um isolado foi considerado como contendo o gene de interesse e se produziu o amplicon de

tamanho esperado.

RESULTADOS

Das amostras analisadas, 80% (12/15) das amostras de frangos de corte e 60% (3/5)
das amostras de galinhas poedeiras apresentaram positividade para pelo menos um gene de
viruléncia. Em frangos de corte, 0s genes detectados foram distribuidos da seguinte maneira:
dois genes de viruléncia [20% (2/5)] (iss e ompT) em cinco amostras e positividade para
quatro genes [80% (4/5)] (ompT, hlyF, iroN e iutA) foi observada em uma amostra. Os cinco
genes de viruléncia (iss, ompT, hlyF, iroN e iutA) foram detectados em seis amostras.
Enquanto em galinhas todas (3) amostras foram positivas para quatro genes [80% (4/5)] (iss,
ompT, hlyF e iutA)].

Os isolados demonstraram resisténcia varidvel aos antimicrobianos avaliados. A
apresentacdo esquematica da resisténcia e sensibilidade antimicrobiana estdo apresentadas nas
Figuras 1 e 2 respectivamente.

A resisténcia antimicrobiana ao acido nalidixico foi verificada em 81,8% (9/11), a
associagdo amoxacilina + &cido clavulanico foi observada em 72,7% (8/11), para doxiciclina e
tetraciclina em 63,6% (7/11), para a ceftazida foi em 54,5% (6/11). Ao analisar a resisténcia
das bactérias as diferentes classes de drogas antimicrobianas, verificou-se que 81,8% (9/11)
das amostras apresentaram caracteristica de multirresistentes a trés ou mais classes de drogas.

A producéo fenotipica de ESBL foi detectada em 18,12% (2/11) das amostras isoladas
das galinhas.

DISCUSSAO
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Os fatores de viruléncia associados a patogenicidade da E. coli ainda ndo estdo
completamente elucidados, fato que estimulou o aumento de estudos relacionados com foco
nesta area nos Ultimos anos [9]. Cepas patogénicas geralmente apresentam particularidades
genéticas associadas a habilidade da bactéria em causar doenca nos seus hospedeiros [3]. Em
Mocambique, dados referentes a caracterizacdo molecular da E. coli sdo escassos, 0 que faz
deste estudo um ponto de partida para estudos posteriores.

A deteccdo dos genes no presente estudo foi variavel tanto em frangos como em
galinhas, contudo foi similar aos resultados de outros estudos [4, 9, 24]. Os cinco genes de
viruléncia detectados nos isolados de Mocambique apresentaram frequéncia variavel entre
eles, em que o gene mais prevalente foi 0 gene iss (12/15), seguido do gene ompT (11/15).
Ainda, nas amostras de frangos de corte, foram detectados os genes hlyF, iroN e iutA na
frequéncia de (7/15) cada. Nas amostras de galinhas do Brasil, 0s genes detectados foram o
iss, ompT, hlyF e iutA na mesma proporcdo. Segundo [13], amostras isoladas de lesGes de
colibacilose, que apresentam dois ou mais genes podem ser consideradas potencialmente
APECs, sendo estes cinco genes considerados preditores de patogenicidade, requisito que foi
apresentado pelas amostras em estudo.

Os genes detectados no nosso estudo ja foram evidenciados na literatura com
frequéncia semelhante em amostras dos Estados Unidos da América, China, e Brasil, tanto em
frangos de corte como em galinhas poedeiras, perus ¢ galinhas d’angola [4, 9, 18, 24]. A
frequéncia dos genes pode variar de acordo com a origem, nimero [8] e qualidade [3] das
amostras, 0 que resulta na variacdo das caracteristicas bacterianas. O mesmo foi observado
neste estudo, em que houve deteccao de dois, quatro e cinco genes de viruléncia. As amostras
de frango de corte apresentaram uma variacdo consideravel na frequéncia de deteccdo dos
genes em relacdo as galinhas poedeiras, que apresentaram 0s mesmos genes em todos 0s

isolados. Isto pode estar relacionado ao fato das amostras de frango de corte terem origens
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diferentes. Além disso, o quadro clinico-patoldgico observado nesses animais era variavel
dependendo da procedéncia. Estudo feito em galinhas de angola mostrou elevada prevaléncia
para 0s mesmos genes detectados no nosso estudo, com maior frequéncia para 0s genes SitA e
hlyF, seguida dos genes iss, iroN, iutA [4]. Este achado reforca a teoria de que as aves
desenvolvem a forma clinica da doenca quando sdo infectadas por cepas patogénicas [7, 24],
possuidoras de inimeros genes que garantem a viabilidade da bactéria e consequentemente a
instalacdo da doenca [4, 7, 18]. Estas caracteristicas fazem da colibacilose um dos maiores
osbstaculos para a avicultura industrial no mundo [1, 3, 13, 17].

A néo deteccdo de pelo menos um gene em algumas amostras de frangos de corte pode
estar relacionada a possivel autolise das amostras, uma vez que ha maior chance de
contaminacdo da carcaca com cepas intestinais quanto maior for o tempo entre a morte do
animal e o procedimento de necropsia e coleta adequada das amostras [3, 18]. Esta hipdtese
foi descartada neste estudo, uma vez que apenas amostras frescas foram utilizadas.
Curiosamente, em cepas nao patogénicas isoladas de fezes de aves saudaveis, importantes
fatores e genes de viruléncia ja foram evidenciados [17, 18, 21, 24]. Auséncia de varios genes
de viruléncia também foi observada tanto em frangos acometidos pela forma clinica da
doenca (27,5%) bem como em animais aparentemente saudaveis, o que ressalta a importancia
da pesquisa de possiveis variantes dos genes em estudo, bem como a pesquisa de outros genes
existentes [7]. Ainda, a auséncia dos genes em questdo ndo descarta a possivel ocorréncia de
outros genes ndo pesquisados neste estudo, responsaveis pelo sucesso da infeccdo e
sobrevivéncia da bactéria no organismo hospedeiro, pois a doenca depende do envolvimento
de cepas patogénicas [7, 9].

O tratamento da colibacilose é feito através do uso de antimicrobianos [4, 6].
Entretanto, atualmente diversas bacterias possuem resisténcia perante muitos antibioticos, o

gue € uma ameaca a saude publica [4, 23]. O presente estudo revelou que todos isolados
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provenientes das galinhas poedeiras foram resistentes a alguns antibioticos, que coincide com
achados em galinhas poedeiras [16], em pintos do dia [23], em frangos de corte [4, 26], patos
e suinos [26]. Sabe-se que as principais formas de resisténcia aos antimicrobianos resultam do
uso indiscriminado de antibioticos, subdosagens [3, 26] ou devido a dispersdo de antibioticos
resistentes no ambiente [3].

A maioria dos nossos isolados (10) demostraram resisténcia para acido nalidixico,
seguido de tetraciclina, doxiciclina, e ampicilina (oito isolados) e cefazolina (seis isolados).
Estudo feito em galinhas mostrou resisténcia maxima para tetraciclina, ciprofloxacina,
enrofloxacina e pefloxacina [16]. Resultados semelhantes ao do nosso estudo também foram
observados na maioria dos isolados provenientes de pintos do dia, que apresentaram
resisténcia para tetraciclina e ampicilina [23], bem como em frangos de corte [2, 4, 26], com
maxima resisténcia também para tetraciclina, acido naldixico, ampicilina e onroflaxacina [26],
neomicina e penicilina [2]. A alta ocorréncia de E. coli multirresistentes observada neste
trabalho, também foram relatadas por vérios pesquisadores [2, 15, 16].

A producdo de ESBL determina a resisténcia aos antibidticos da classe beta-
lactdmicos, o que constitui um dos limitantes no tratamento de doengas bacterianas em
animais assim como em humanos [5, 14]. No nosso estudo, houve positividade em isolados de
duas galinhas, o que corrobora com os achados em amostras de aves e em humanos [14].
Dados semelhantes foram observados também em isolados de poedeiras bem como em
moradias de aves silvestres [5] e em amostras provenientes de granjas avicolas [15]. A
disseminacdo de cepas resistentes da bactéria pode ocorrer pelo contato homem-animal-
ambiente e através consumo de alimentos contaminados, com impacto na satde publica [15].
A resisténcia da bactéria aos antimicrobianos pode dificultar o controle da doenca, sendo,
portanto, importante a realizacdo prévia de antibiograma para evitar mais custos com

tentativas de tratamentos sem sucesso e, consequentemente, perda dos animais.
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CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que a deteccdo dos genes
de viruléncia em cepas patogénicas da Escherichia coli é fundamental para a compreenséo do
papel destes na patogénese e patogenicidade da doenca, bem como das cepas circulantes em
um determinado local. Além do mais, com os dados pode-se inferir que 0s genes de
viruléncia ocorrem de forma desigual nas amostras de um determinado grupo e a ndo deteccéo
dos mesmos ndo descarta o seu envolvimento na manifestacdo clinica. A multirresisténcia da
bactéria aos varios antimicrobianos dificulta o controle da doenca, dai a importancia da

realizacdo prévia do antibiograma.
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Tabela 1. Amostras de frangos e galinhas poedeiras submetidas a analise molecular

ID amostras  Orgdo de extracio Idade (dias) Proveniéncia PRC
(granja) multiplex
3 Figado 19 C Negativo
4 Pulméo e figado 27 B Positivo
5 Pulmé&o 35 D Positivo
6 Figado e pulméo 27 B Positivo
7 Figado 9 B Positivo
8 Figado 9 B Negativo
9 Figado e pulméo 27 B Positivo
10 Pulmé&o 35 D Positivo
11 Pulmé&o 35 D Positivo
12 Pulmado, coracéo e figado 19 C Positivo
13 Pulmao e figado 19 C Negativo
14 Pulmao, figado e coracéo 18 A Positivo
15 Pulmao, figado e baco 18 A Positivo
16 Figado e pulmé&o 18 A Positivo
17 Figado e coracao 19 A Positivo
18 Figado, baco e musculo 25semanas  Granjal Negativo
19 Figado, baco, intestino e 25semanas  Granjal Negativo
masculo

20 Figado, baco e musculo 25semanas  Granjal Negativo
21 Coracdo, rim e figado 25semanas  Granjal Negativo

22 Coracao, rim e figado 25semanas  Granjal Positivo
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Figura 1. Perfil da resisténcia e sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos
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Legenda: R — resistente; S — sensivel; | — intermediério.

CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina; NIT: nitrofurantoina; NOR: norfloxacina; NAL:
acido nalidixico; CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; AMC: amoxicilina+acido clavulanico;
CFO: cefoxitina; CFZ: cefazolina; SUT: sulfazotrim; AMP: ampicilina; CLO: cloranfenicol;

NEO: neomicina; FLF: florfenicol; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina; DOX: doxiciclina.

Figura 2. Representacdo esquematica da resisténcia dos isolados aos antimicrobianos
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Legenda: R — resistente

CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina; NIT: nitrofurantoina; NOR: norfloxacina; NAL:
acido nalidixico; CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; AMC: amoxicilina+acido clavulanico;
CFO: cefoxitina; CFZ: cefazolina; SUT: sulfazotrim; AMP: ampicilina; CLO: cloranfenicol;

NEO: neomicina; FLF: florfenicol; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina; DOX: doxiciclina.
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4.CONCLUSOES

Através do estudo de pesquisa, notou-se que as aves em estudos foram infectadas com
cepas patogénicas de E. coli com quadro clinico-patoldgico semelhante.

Apesar das aves apresentarem proveniéncia, bem como manejo diferente, o padrao da
doenca, achados de necropsia e histoldgicos ndo apresentaram variacéo consideravel.
A deteccdo molecular dos genes de viruléncia nestas aves sugere que as mesmas foram
infectadas por cepas potencialmente patogénicas.

O antibiograma feito em poedeiras, resisténcia e multirresisténcia dos isolados para
varios antimicrobianos.

Para completar os dados de frangos de Mocambique é imprescindivel a realizacdo de

sequenciamento, antibiograma dos isolados bem como a bioquimica dos mesmos.
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