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Resumo

Oito amostras de Escherichia coli isoladas de papagaios com colibacilose
aviária foram sorogrupadas e investigadas para a presença dos fatores
de virulência: pili associado a pielonefrite (pap), fímbria S (sfa), adesina
afimbrial (afa), cápsula K1 (neu), curli (crl, csgA), hemaglutinina termo-
sensível (tsh), enterotoxinas termo-lábil (LT) e termo-estável (STa e
STb), Shiga-like toxinas (Stx1 e Stx2), Fator citotóxico necrotizante
(cnf1), hemolisina (hly), aerobactina (iuc) e resistência sérica (iss).  Os
resultados mostraram que os isolados pertenciam a seis sorogrupos:
O23; O54; O64; O76; O128 e O152. Os genes de virulência detectados
foram: crl+ em todos os isolados; pap+; iss+ e iuc+ em três isolados, tsh+

em dois isolados. Todas as amostras foram negativas para os genes
neu, csgA, sfa, afa, hly, cnf  e para as toxinas LT, STa, STb, Stx1 e Stx2.
Estes resultados sugerem que amostras de E. coli isoladas de papagaios
apresentam alguns fatores de virulência das amostras do patotipo de
E. coli patogênica para aves (APEC).
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Introdução

As infecções bacterianas figuram
entre as principais causas de enterite e
septicemia em aves silvestres, com destaque
para os membros da família
Enterobacteriaceae.1 Muitos autores consideram
a presença de microrganismos Gram-
negativos no trato digestório de psitacídeos
como um fator indesejável, devido ao
potencial de patogenicidade destas bactérias
para as aves.1,2,3 Escherichia é o gênero mais
comumente encontrado da família das
Enterobactérias e a espécie Escherichia coli, o
agente mais freqüentemente isolado em
tecidos obtidos na necrópsia de aves
silvestres. 4,5,6

A colonização intestinal das aves por
amostras de E. coli patogênicas está
intimamente associada a fatores de estresse,
má nutrição ou problemas de manejo
ambiental.7 As manifestações clínicas da
doença incluem sinais de intensa prostração,

enterite, hepatite, hepato e esplenomegalia,
aerossaculite, poliserosite e
comprometimento de diversos órgãos
como rins, oviduto, pulmão, medula óssea
e articulações. 8

A severidade do quadro clínico
depende do potencial de virulência do agente
que é determinado pelo conjunto de genes
localizado nas ilhas de patogenicidade.9,10

Estudos envolvendo patotipos de E. coli
patogênicos para galinhas (APEC) apontam
os fenômenos de aderência bacteriana,
crescimento em condições de restrição do
íon ferro e a resistência sérica como principais
responsáveis pela patogenia da doença.11

A aderência bacteriana na maioria das
vezes é mediada por adesinas fimbriais
manose-sensíveis (pili tipo I) e manose-
resistentes (fímbrias P e S).12 A capacidade
de crescimento em meios com ferro
indisponível resulta da produção de
substâncias quelantes, denominadas
sideróforos. Amostras de E. coli aviárias
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usualmente seqüestram o ferro através da
produção de aerobactina.13

A habilidade em resistir aos fatores
séricos inibitórios permite que a bactéria
escape da ação do sistema complemento e
da fagocitose nos processos de infecção
sistêmica. A resistência sérica das bactérias
tem sido atribuída a diversas estruturas destas
células incluindo o lipopolissacarídeo (LPS),
a cápsula K1 e as proteínas de membrana
externa (OMPs) que são codificadas pelos
genes traT e iss. 13,14

O objetivo deste trabalho foi
caracterizar amostras de E. coli isoladas de
papagaios com colibacilose, sob o ponto de
vista molecular e de virulência.

Material e Método

Origem das amostras de
Escherichia coli

Este estudo foi realizado a partir
de amostras de E. coli isoladas de oito
papagaios doentes, atendidos pelo
Ambulatório de Aves do Hospital da
Faculdade de Medicina Veterinária da
Universidade de São Paulo. As aves
envolvidas apresentavam manifestações
clínicas compatíveis com o quadro de
colibacilose aviária e evoluíram para o
óbito.

Fragmentos de fígado e coração
foram colhidos com assepsia durante a
necropsia, para realização da cultura. As
amostras foram transportadas ao
Laboratório de Ornitopatologia FMVZ-
USP, sob refrigeração.

A cultura foi realizada após cultivo
em caldo infusão de cérebro e coração
(BHI) a 37ºC por 18 horas e o
plaqueamento em ágar sangue e ágar
MacConkey, incubando-se a 37ºC por 24
horas, em aerobiose.15  Em todas as
culturas realizadas, obteve-se apenas o
crescimento de colônias fermentadoras de
lactose, identificadas posteriormente pela
série bioquímica (Enterokit –Probac®)
como Escherichia coli.  As amostras isoladas
foram subcultivadas e estocadas a -20oC
em meio BHI com 15% de glicerol.

Uma cepa de E. coli K12 foi utilizada
como controle negativo. As cepas EC27
(sorogrupo O78) e EC20 (sorogrupo
O6), pertencentes à coleção de culturas de
E. coli do Laboratório de Ornitopatologia
da USP, foram utilizadas como controles
positivos.

Determinação do sorogrupo
Os sorogrupos foram identificados

de acordo com a metodologia descrita
por Guinée et al.16 utilizando os anticorpos
que identificam o antígeno somático O
(O1 a O185). Estes foram produzidos no
Laboratório de Referência em E. coli
(LREC) – na Universidade de Santiago de
Compostela, Lugo, España - http://
www.lugo.usc.es/ecoli.

Caracterização molecular pela
Reação em cadeia pela polimerase -
PCR

Diferentes pares de oligonucleotídeos
foram utilizados para detectar a presença
dos genes que codificam os seguintes
fatores de virulência: pili associado à
pielonefrite (pap), a-hemolisina (hly),
aerobactina ( iuc ) ,  fator citotóxico
necrotizante 1 (cnf1), fimbria S (sfa),
adesina afimbrial I (afaI), enterotoxinas
termo lábil (LT) e termo estável (STa e
STb), Shiga-like toxinas (Stx1 e Stx2),
adesina regulada pela temperatura (tsh) e
curli (cr l ,  csgA). A tabela 1 i lustra a
seqüência de bases dos primers e o tamanho
dos fragmentos amplif icados
esperados.17,18,19,20,21,22,23,24,25

A extração de DNA foi realizada
de acordo com a metodologia
descrita por Boom et al.26 . A solução para
amplificação foi composta por Tris-HCl
(pH 8.3) 10 mM, KCl 50mM, MgCl2 1,5
mM, gelatina 0,001% (água/vol) ,
desoxinucleotídeos trifosfatos 200mM,
pares de oligonucleotídeos e enzima
Taq DNA polimerase 0,5 U, num volume
final de 25 ml. Os fragmentos
amplif icados foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e
corados com Brometo de Etídeo. 27
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Resultados

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

A presença do gene que codifica a
fímbria P (pap) foi detectada em três das oito
amostras estudadas. Todas as amostras

foram positivas para o gene crl, mas
nenhuma amostra crl+  possui o gene
responsável pela síntese da subunidade
estrutural (csgA).

Duas amostras foram identificadas
como positivas para as adesinas reguladas
pela temperatura (tsh). Os genes responsáveis
pela captura de ferro (iuc) e pela resistência
sérica (iss) foram identificados em três
amostras (3/8).

Nenhuma amostra foi positiva para

Tabela 1 - Seqüência de oligonucleotídeos, tamanho dos fragmentos, e referências utilizadas para a detecção dos
fatores de virulência de E. coli. São Paulo, 2007
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Tabela 2 - Sorogrupos e resultados obtidos na PCR para os fatores de virulência de E. coli isoladas de papagaios
com colibacilose. São Paulo, 2007

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

Das oito amostras analisadas, quatro
foram positivas para no máximo dois fatores
de virulência pesquisados, enquanto outras
quatro apresentaram-se positivas para três
ou quatro dos seis fatores pesquisados.

Discussão e Conclusões

Diversos ensaios fenotípicos e
genotípicos têm sido descritos para
diferenciar amostras de E. coli patogênicas e
não patogênicas.2,14,28,29,30,31 O uso de técnicas
moleculares, particularmente da PCR, é o
modo mais rápido e sensível para detectar
fatores de virulência bacteriana. No entanto,
a literatura sobre os fatores de virulência de
amostras de E. coli isoladas de psitacídeos é
escassa.8,11

Os dados deste estudo (Tabela 2)
mostraram a presença do gene pap em três
da oito amostras estudadas. Estes resultados
são semelhantes aos descritos por Janben et
al.32 que identificaram 30% de amostras pap+
em isolados de E. coli aves comerciais. A
fímbria P é uma adesina manose-resistente
freqüentemente observada no patotipo
UPEC presente em isolados de infecções
do trato urinário (cistite e pielonefrite) em
humanos. A expressão da fímbria P em E.
coli de aves parece estar relacionada à

colonização de órgãos internos (fígado e
coração) nos estágios mais avançados da
colibacilose. 33

Outro gene identificado neste trabalho
foi o tsh. Este gene é responsável pela síntese
de uma proteína de aderência termo-sensível
e com capacidade hemaglutinante, que possui
uma alta homologia com IgA proteases de
Neisseria gonorrhoeae e Haemophilus influenzae.
Esta adesina tem sido apontada como um
importante marcador de virulência em
APEC.31,34 Neste trabalho o gene tsh foi
identificado em um quarto das amostras
estudadas.

Os genes iuc e iss foram detectados
no mesmo número de amostras (3/8).
Segundo Jaben et al.32 e Ngeleka et al.35 a
virulência das amostras de E.coli em infecções
extra-intestinais depende da combinação de
fatores de virulência, com particular destaque
para os genótipos iuc+ tsh+  e  iuc+ tsh+,
pap+, considerados altamente virulentos. Esta
combinação 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 freqüência (O2 e O78) nos
quadros de colibacilose aviária em criações
de aves comerciais no Brasil descritos por
Menão et al.36; e dos sorogrupos identificados
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em isolados enteropatogênicos para
psitacídeos por Scremmer et al.29 (EPEC
O110, O63, O131 e O153).

Estudos epidemiológicos sobre os
sorogrupos envolvidos nos casos de
colibacilose em aves silvestres, bem como um
conhecimento mais profundo sobre os fatores
de virulência de amostras de E. coli isoladas de
psitacídeos com diarréia e septicemia serão de

grande auxílio para a conservação destas
espécies, além de auxiliarem no diagnóstico de
aves doentes, evitando a exposição humana a
amostras patogênicas de UPEC e EPEC.
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Molecular characterization of virulence factors in Escherichia coli strains

isolated from parrots with colibacilosis

Abstract

A total of eight Escherichia. coli isolates from psittacine birds were
serogrouping and investigated for the virulence factors: pili associated
with pyelonephritis (pap), S fimbriae (sfa), afimbrial adhesin (afa),
capsule K1 (neu), curli fibers (crl, csgA), temperature-sensitive
hemagglutinin (tsh), heat labile (LT) and heat stable (STa and STb)
enterotoxins, Shiga-like toxins (Stx1 and Stx2), Cytotoxic necrotizing
factor (cnf1), haemolysin (hly), aerobactin production (iuc) and serum
resistance (iss). The results showed that the isolates belonged to six
serogroups: O23; O54; O64; O76; O128 and O152. The found
virulence genes were: crl+ in all isolates, pap+, iuc+ and  iss+ in three
isolates; tsh+ in two isolates. All strains were negative for genes neu,
csgA, sfa, afa, hly, cnf  and LT, STa, STb, Stx1, Stx2 toxins. Our findings
suggested that some E. coli isolated from psittacine birds present
some virulence factors of avian pathogenic E. coli (APEC) pathotype.

Key words:
Parrots.
Escherichia coli.
Virulence factors.
APEC.
Colibacilosis.
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