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Resumo

Oito amostras de Escherichia colz isoladas de papagaios com colibacilose
aviaria foram sorogrupadas e investigadas para a presenca dos fatores
de viruléncia: pili associado a pielonefrite (pap), fimbria S (5/z), adesina
afimbrial (afa), capsula K1 (nex), curli (¢er, esgA), hemaglutinina termo-
sensivel (#55), enterotoxinas termo-labil (LT) e termo-estavel (STa e
STb), Shiga-like toxinas (Stx1 e Stx2), Fator citotoxico necrotizante
(enf1), hemolisina (hly), acrobactina (7uc) e resisténcia sérica (i55). Os
resultados mostraram que os isolados pertenciam a seis sorogrupos:
023; 054; 064; O76; 0128 ¢ O152. Os genes de viruléncia detectados
foram: ¢7/* em todos os isolados; pap; iss* e iuc” emtrés isolados, #sh”
em dois isolados. Todas as amostras foram negativas para os genes
ne, csgA, sfa, afa, by, enf e para as toxinas LT, STa, STb, Stx1 e Stx2.
Estes resultados sugerem que amostras de E. e/ isoladas de papagaios
apresentam alguns fatores de viruléncia das amostras do patotipo de
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Colibacilose.

E. coli patogénica para aves (APEC).
Introducao

As infeccdes bacterianas figuram
entre as principais causas de enterite e
septicemia em aves silvestres, com destaque
para os membros da familia
Enterobacteriaceae.' Muitos autores consideram
a presen¢a de microrganismos Gram-
negativos no trato digestério de psitacideos
como um fator indesejavel, devido ao
potencial de patogenicidade destas bactérias
para as aves."* Escherichia é o género mais
comumente encontrado da familia das
Enterobactérias e a espécie Escherichia coli, o
agente mais freqlientemente isolado em
tecidos obtidos na necrépsia de aves
silvestres. >

A colonizacio intestinal das aves por
amostras de E. co/i patogénicas estd
intimamente associada a fatores de estresse,
ma nutricio ou problemas de manejo
ambiental.” As manifestacdes clinicas da
doenca incluem sinais de intensa prostragao,
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enterite, hepatite, hepato e esplenomegalia,
aerossaculite, poliserosite e
comprometimento de diversos 6rgaos
como rins, oviduto, pulmao, medula 6ssea
e articulacoes.®

A severidade do quadro clinico
depende do potencial de viruléncia do agente
que é determinado pelo conjunto de genes
localizado nas ilhas de patogenicidade.”"
Estudos envolvendo patotipos de E. co/i
patogénicos para galinhas (APEC) apontam
os fenomenos de aderéncia bacteriana,
crescimento em condi¢Oes de restricio do
fon ferro e a resisténcia sérica como principais
responsaveis pela patogenia da doenga.

A aderéncia bacteriana na maioria das
vezes ¢ mediada por adesinas fimbriais
manose-sensiveis (pili tipo I) e manose-
resistentes (fimbrias P e S).'* A capacidade
de crescimento em meios com ferro
indisponivel resulta da producio de
substancias quelantes, denominadas
sider6foros. Amostras de E. coli aviarias



usualmente seqiiestram o ferro através da
producio de aerobactina.”

A habilidade em resistir aos fatores
séricos inibitérios permite que a bactéria
escape da acio do sistema complemento e
da fagocitose nos processos de infeccao
sistémica. A resisténcia sérica das bactérias
tem sido atribuida a diversas estruturas destas
células incluindo o lipopolissacarideo (LPS),
a capsula K1 e as proteinas de membrana
externa (OMPs) que sao codificadas pelos
genes 7741 e iss. >

O objetivo deste trabalho foi
caracterizar amostras de . co/i isoladas de
papagaios com colibacilose, sob o ponto de
vista molecular e de viruléncia.

Material e Método

Origem das amostras de
Escherichia coli

Este estudo foi realizado a partir
de amostras de E. ¢o/i isoladas de oito
papagaios doentes, atendidos pelo
Ambulatério de Aves do Hospital da
Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Sao Paulo. As aves
envolvidas apresentavam manifestacoes
clinicas compativeis com o quadro de
colibacilose aviaria e evoluiram para o
obito.

Fragmentos de figado e coracido
foram colhidos com assepsia durante a
necropsia, para realizacdo da cultura. As
amostras foram transportadas ao
Laboratério de Ornitopatologia FMVZ-
USP, sob refrigeracio.

A cultura foi realizada apés cultivo
em caldo infusdo de cérebro e coracido
(BHI) a 37°C por 18 horas e o
plaqueamento em agar sangue e agar
MacConkey, incubando-se a 37°C por 24
horas, em aerobiose.'> Em todas as
culturas realizadas, obteve-se apenas o
crescimento de colonias fermentadoras de
lactose, identificadas posteriormente pela
série bioquimica (Enterokit —Probac®)
como Escherichia coli. As amostras isoladas
foram subcultivadas e estocadas a -20°C
em meio BHI com 15% de glicerol.
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Uma cepa de E. ¢0/i K12 foi utilizada
como controle negativo. As cepas EC27
(sorogrupo O78) e EC20 (sorogrupo
00), pertencentes a cole¢ao de culturas de
E. coli do Laboratério de Ornitopatologia
da USP, foram utilizadas como controles
positivos.

Determinagdo do sorogrupo

Os sorogrupos foram identificados
de acordo com a metodologia descrita
por Guinée et al.'® utilizando os anticorpos
que identificam o antigeno somatico O
(O1 a2 O185). Estes foram produzidos no
Laboratério de Referéncia em E. co/i
(LREC) — na Universidade de Santiago de
Compostela, Lugo, Espafia - http://
www.lugo.usc.es/ecoli.

Caracterizagao molecular pela
Reagido em cadeia pela polimerase -
PCR

Diferentes pares de oligonucleotideos
foram utilizados para detectar a presenca
dos genes que codificam os seguintes
fatores de viruléncia: pili associado a
pielonefrite (pap), a-hemolisina (hly),
acrobactina (/uc), fator citotdxico
necrotizante 1 (enfl), fimbria S (sfa),
adesina afimbrial I (afal), enterotoxinas
termo labil (LT) e termo estavel (STa e
STb), Shiga-like toxinas (Stx1 e Stx2),
adesina regulada pela temperatura (#5h) e
curli (¢erl, esgA). A tabela 1 ilustra a
seqiiencia de bases dos primers e o tamanho

dos fragmentos amplificados
esperados 17,18,19,20,21,22,23,24.25

A extracao de DNA foi realizada
de acordo com a metodologia

descrita por Boom et al.**. A solugio para

amplificacdo foi composta por Tris-HCl
(pH 8.3) 10 mM, KCI 50mM, MgCl, 1,5
mM, gelatina 0,001% (dgua/vol),
desoxinucleotideos trifosfatos 200mM,
pares de oligonucleotideos e enzima
Taq DNA polimerase 0,5 U, num volume
final de 25 ml. Os fragmentos
amplificados foram separados por
cletroforese em gel de agarose a 1,5% ¢
corados com Brometo de Etideo. ¥
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Tabela 1 - Seqiiéncia de oligonucleotideos, tamanho dos fr
fatores de viruléncia de E. coli. Sao Paulo, 2007

agmentos, e referéncias utilizadas para a detec¢ao dos

Fator de viruléncia . Fragmento N
Seqiiéncia dos oligonucleotideos (5°-37) amplificado Referéncias
(Gene) (pb)
Adesina P GCAACAGCAACGCTG GTTGCATCAT
336 Yamamoto et al. 17
(pap) AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
Adesina S CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC R
410 Yamamoto et al. !’
(sfa) CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
Adesina afimbrial GCTGGGCAGCAAACTGATAACCTC _
750 Yamamoto et al.!”
(afa) CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
Hemolisina AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT R
1177 Yamamoto et al.!”
(hly) ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
Aerobactina TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT R
] 602 Yamamoto et al. !’
(iuc) AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
Fator citotéxico AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
necrotizante CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 498 Yamamoto et al.!?
(enf1)
. GGCGACAGATTATACCGTGC
Enterotoxina LT 696 Schultsz et al. 18
CCGAATTCTGTTATATATGTC
TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG
Enterotoxina STa 147 Olsivk et al. 19
CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC
. ATCGCATTTCTTCTTGCATC
Enterotoxina STb 172 Blanco et al. 20
GGGCGCCAAAGCATGCTCC
. GAAGAGTCCGTGGGATTACG
Toxina Stx1 130 Pollard et al. 2!
AGCGATGCAGCTATTAATAA
X CCGTCAGGACTGTCTGAAAC
Toxina Stx2 726 Woodward et al. 22
GAGTCTGACAGGCAACTGTC
Curli TTTCGATTGTCTGGCTGTATG .
250 Maurer et al. 23
(crl) CTTCAGATTCAGCGTCGTC
Curli ACTCTGACTTGACTATTACC
200 Maurer et al. 23
(csgA) AGATGCAGTCTGGTCAAC
Hemaglutinina GGGAAATGACCTGAATGCTGG
termo-sensivel CCGCTCATCAGTCAGTACCAC 420 Maurer et al. 23
(tsh)
Capsula K1 TATAATTAGTAACCTGGGGC
927 Tsukamoto et al. 24
(neu) GGCGCTATTGAATAAGACTG
Resisténcia sérica GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC
760 Horne et al. 23

(iss)

CGCCTCGGGGTGGATAA

Resultados

Os resultados estdo descritos na
tabela 2. Foram identificados seis sorogrupos
distintos: O23; O54; O64; O76; O128 e
0O152. Uma amostra nao teve o sorogrupo
identificado.

A presenca do gene que codifica a
fimbria P (pap) foi detectada em trés das oito
amostras estudadas. Todas as amostras
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foram positivas para o gene ¢r/, mas
nenhuma amostra ¢7/+ possui o gene
responsavel pela sintese da subunidade
estrutural (esgA).

Duas amostras foram identificadas
como positivas para as adesinas reguladas
pela temperatura (#55). Os genes responsaveis
pela captura de ferro (i) e pela resisténcia
sérica (is5) foram identificados em trés
amostras (3/8).

Nenhuma amostra foi positiva para
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Tabela 2 - Sorogrupos e resultados obtidos na PCR para os fatores de viruléncia de E. coli isoladas de papagaios

com colibacilose. Sao Paulo, 2007

Isolado Material ~ sorogrupos crl csgA pap iss iuc tsh
(E. coli) Clinico
PSC 1 Figado ONT + - + ¥ . .
PSC2 Figado 0152 + - - - . .
PSC3 Coragéo 064 + - + + - _
PSC4 Coragédo 023 + - - + + +
PSC5 Figado 0128 + - . . . .
PSC 6 Figado 076 + - - . + .
PSC7 Figado 054 + - + . + +
PSC8 Coragédo 0152 + - - - - -
TOTAL 8/8 0/8 3/8 3/8 3/8 2/8

crl/esgA = curli; pap = pili associado a pielonefrite; iss = resisténcia sérica; iuc = produg@o de aerobactina; sk

= hemaglutinina termo-sensivel.

os genes que codificam toxinas, hemolisina,
capsula K1 e as adesinas S e afa.

Das oito amostras analisadas, quatro
foram positivas para no maximo dois fatores
de viruléncia pesquisados, enquanto outras
quatro apresentaram-se positivas para trés
ou quatro dos seis fatores pesquisados.

Discussao e Conclusoes

Diversos ensaios fenotipicos e
genotipicos tém sido descritos para
diferenciar amostras de E. co/ patogénicas e
nio patogénicas.>'***331 O uso de técnicas
moleculares, particularmente da PCR, ¢ o
modo mais rapido e sensivel para detectar
fatores de viruléncia bacteriana. No entanto,
a literatura sobre os fatores de viruléncia de
amostras de E. co/7 isoladas de psitacideos ¢é

escassa.b!!

Os dados deste estudo (Tabela 2)
mostraram a presen¢a do gene pap em trés
da oito amostras estudadas. Estes resultados
sao semelhantes aos descritos por Janben et
al.*? que identificaram 30% de amostras pap+
em isolados de E. co/i aves comerciais. A
timbria P ¢ uma adesina manose-resistente
freqientemente observada no patotipo
UPEC presente em isolados de infec¢oes
do trato urindrio (cistite e pielonefrite) em
humanos. A expressao da fimbria P em E.
coli de aves parece estar relacionada a

colonizacao de o6rgaos internos (figado e
cora¢do) nos estagios mais avancados da
colibacilose.

Outro gene identificado neste trabalho
foi o #h. Este gene € responsavel pela sintese
de uma proteina de aderéncia termo-sensivel
e com capacidade hemaglutinante, que possui
uma alta homologia com IgA proteases de
Neisseria gonorrhoeae ¢ Haemophilus influenzae.
Esta adesina tem sido apontada como um
importante marcador de viruléncia em
APEC." Neste trabalho o gene #sh foi
identificado em um quarto das amostras
estudadas.

Os genes e e 755 foram detectados
no mesmo numero de amostras (3/8).
Segundo Jaben et al.”* ¢ Ngeleka et al.” a
viruléncia das amostras de E.co/i em infec¢oes
extra-intestinais depende da combinagao de
fatores de viruléncia, com particular destaque
para os genotipos muct+ tsh+ e inct tsh,
pap+, considerados altamente virulentos. Esta
combinacio de genes foi detectada em duas
amostras deste estudo (PSC4 e PSC54),
pertencentes aos sorogrupos O23 e O54,
respectivamente.

Os sorogrupos identificados neste
estudo diferem dos sorogrupos identificados
com maior freqiiéncia (O2 e O78) nos
quadros de colibacilose aviaria em criagdes
de aves comerciais no Brasil descritos por
Menio et al.’; e dos sorogrupos identificados
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em isolados enteropatogénicos para
psitacideos por Scremmer et al.”? (EPEC
0110, 063, O131 e O153).

Estudos epidemiolégicos sobre os
sorogrupos envolvidos nos casos de
colibacilose em aves silvestres, bem como um
conhecimento mais profundo sobre os fatores
de viruléncia de amostras de E. w/i isoladas de
psitacideos com diarréia e septicemia serdo de

grande auxilio para a conservacao destas
espécies, além de auxiliarem no diagnodstico de
aves doentes, evitando a exposicao humana a
amostras patogenicas de UPEC e EPEC.
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Molecular characterization of virulence factors in Escherichia coli strains
isolated from parrots with colibacilosis

Abstract Key words:
Parrots.

A total of eight Escherichia. coli isolates from psittacine birds were Escherichia coli.

serogrouping and investigated for the virulence factors: pili associated ng ? nce factors.

with pyelonephritis (pap), S fimbriae (s/z), afimbrial adhesin (afa), Colibacilosis.

capsule K1 (nex), curli fibers (er/, ¢sgA), temperature-sensitive
hemagglutinin (#5), heat labile (T and heat stable (STa and STb)
enterotoxins, Shiga-like toxins (Stx1 and Stx2), Cytotoxic necrotizing
factor (enf1), haemolysin (h4), acrobactin production (i#c) and serum
resistance (7s5). The results showed that the isolates belonged to six
serogroups: O23; O54; O64; O76; O128 and O152. The found
virulence genes were: ¢/" in all isolates, pap*, iuc* and iss* in three
isolates; #55" in two isolates. All strains were negative for genes nex,
esgh, sfa, afa, bly, enf and LT, STa, STb, Stx1, Stx2 toxins. Our findings
suggested that some E. ¢o/ isolated from psittacine birds present
some virulence factors of avian pathogenic E. co/i (APEC) pathotype.
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