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RESUMO

A mobilidade e a migracéo das aves sdo importante fendmeno bioldgico e um
fator potencialmente crucia de epizootia. Espécies de aves sedentarias podem se mover
longas distancias e espécies de aves ndmades podem transportar patégenos durante 0s seus
movimentos erraticos. A floranormal do intestino de aves silvestres ou urbanas ndo é bem
documentada, particularmente passeriformes. A identificacdo de genes de viruléncia
associados em E. coli ndo patogénica comensal e do ambiente pode ser usada como
indicador de risco potencia que tais novos reservatérios de linhagens patogénicas
representam para humanos e animais e para identificar surtos de E. coli patogénica.

Isolados de E. coli provenientes de aves silvestres foram analisados quanto a
presenca de genes de viruléncia por PCR. Os resultados mostraram a presenca de 7 genes
de virulénciaem E. coli isoladas de aves silvestres. A maioria dos isolados (61,4%) foram
positivos para 0 gene irp2 associado com os genes de viruléncia iucD (24,6%), iss
(24,7%), cvilcva, vat, tsh (19,3%). Em comparacéo aisolados de E. coli de aves poedeiras
uma baixa porcentagem de amostras possuia 0 gene astA (1,7%). O gene para
hemaglutinina sensivel a temperatura (tsh), frequentemente observado em isolados
virulentos e raramente em comensal, foi detectado em 28%. Todos os isolados foram
resistentes a lincomicina freqlientemente associada a resisténcia a estreptomicina (63%).
Foram observados isolados com resisténcia multipla a pelo menos 3 antibidticos.

PALAVRAS-CHAVE: aves silvestres, Escherichia coli, genes de viruléncia, resisténcia a
antibiéticos, PCR multiplex.

ABSTRACT

Avian mobility and migration are important biological phenomena and
potertially crucial epizootiologic factors. Sedentary avian species can move long distances
and nomadic bird species can transport pathogens to different sites during erratic
movements. The normal intestinal flora of wild birds or urban birds is not well documented
particularly passerines. The identification of virulence genes associated in commensal non
pathogenic E. coli and from the environment may be used as an indicator of the potentia



risk that such new pathogenic strain reservoirs represent for humans and animals, and for
identifying pathogenic E. coli outbreaks.

E. coli isolates from wild fowl were examined for virulence genes by PCR.
These results demonstrate the presence of 7 virulence genesin E. coli isolated from wild
fowl. The mgority of isolates (61.4%) were positive for irp2 gene associated with iucD
(24.6%), iss (24.7%), cvilcva, vat, tsh (19.3%) virulence genes. In comparison to E. coli
isolates from laying hens a lower percentage of samples possessed astA gene (1.7%).
Temperature sensitive hemagglutinin gene (sh) frequently observed in virulent isolates
and rarely in comensal was detected in 28% of studied samples. All isolates were resistant
to lyncomycin frequently associated with streptomycin (63%). Multiple resistance isolates
to at least 3 antibiotic agents was observed.

KEY-WORDS: wild fowl, Escherichia coli, virulence genes, antibiotic resistance,
multiplex PCR.

INTRODUCAO

Amostras de E. coli provenientes de animais e de humanos apesar de
apresentarem uma grande diversidade de patotipos tem muitos genes comuns, 0 que sugere
a possibilidade de trocas genéticas entre elas e consegientemente a probabilidade do
surgimento de um patdgeno emergente (KUHNERT et al., 2000). A viruléncia bacteriana é
um fendmeno multifatorial e ateracbes na resisténcia ou a aquisicdo de fatores de
viruléncia associados na E. coli comensal podem servir como um “sistema de alerta’ para
0 aparecimento de resisténcia e viruléncia em bactérias potencialmente patogénicas.

Patégenos emergentes além de representarem um problema para a salude
humana se constituem em uma ameaga para 0s animais domesticos e para a conservagao da
biodiversidade global. As aves silvestres tém importancia para a saide publica tanto por
portarem patdgenos zoonoticos emergentes, como por dispersarem artropodes vetores
infectados. A migragdo desses animais se condtitui em um mecanismo para
estabelecimento de novos focos endémicos de doencas a grandes distancias dos locais
aonde a infecgdo foi adquirida.

NoO processo de urbanizag@o a preocupacdo com o ambiente e a qualidade de
vida tem levado a sociedade a privilegiar nas cidades a existéncia de areas verdes e mesmo
resgatar a vegetacdo de areas deterioradas. Essa escolha tem atraido e aumentado a
populacdo de passaros, estreitando a interface entre o hebitat desses animais e o homem.
Como conseqliéncia, surge a preocupacéo da contaminacdo ambiental e disseminacdo de
patdgenos potencial mente zoonoti cos.

A caracterizacdo da E. coli quanto ao padr8o de resisténcia a antibiéticos e a
identificacdo do padréo de viruléncia séo informagdes fundamentais para a caracterizagcéo
de isolados clinicos, tanto de aves, como da égua e do ambiente, e possibilitam discriminar
0 potencia patogénico dessas bactérias e a identificacdo de clones patogénicos emergentes.
Isolados de E. coli provenientes de aves de postura, de &gua de dessedentacdo e do
ambiente de granjas, sugerem que em nosso meio esta havendo uma ampliacéo do perfil de
resisténcia a antibidticos nessa bactéria, associada a presenca de aguns fatores de
viruléncia (GAMA, et a., 2004). Por essa razdo, existe a necessidade de geracéo de
conhecimento quanto a relacdo desses isolados com amostras ndo patogénicas, quanto a
sua presenca no ambiente, em reservatorios naturais e a ocorréncia de genes de viruléncia.

Neste estudo foi avaliada a resisténcia a antibidticos e a presenca de genes de
viruléncia em isolados de E. coli de avessilvestres e feita uma correlagdo com o padréo de



associacdo desses marcadores e 0 observado em aves poedeiras.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisados 57 isolados de E. coli, provenientes de aves silvestres que
ocorrem na cidade de S&o Paulo, em sua maioria passeriformes (Amazonas rhodocorita,
Saltator similis Rhamphastos tucanos, entre outros), sem sintomas clinicos de
colibacilose. Essas amostras foram coletadas por swabs do trato respiratorio nos periodos
de agosto e setembro de 2006. As amostras foram inoculadas em caldo BHI (Brain Hearth
Infusion/DIFCO) e incubadas a 37°C por 24 h. As coldnias de E. coli crescidas em agar LB
foram confirmadas pela série bioquimica.

Foram usadas como amostras de referénciac E. coli O28 IAL 197, O111 IAL
286 e O157 H:7 1AL 1848.

PCR multiplex

A reagdo de PCR multiplex foi realizada, com algumas modificagdes, conforme
descrito por EWERS et al., 2005. A extracdo do DNA de E. coli das amostras foi feita pelo
método da fervura por 10 min e apds centrifugacdo, uma aliquota de 2 pL do sobrenadante
foi usada para amplificacéo.

As amostras analisadas foram verificadas quanto a presenca dos genes astA, iss,
irp2, papC, iucD, tsh, vat, cvi-cva cujas sequéncias foram descritas por EWERS et al.
(2005). A reacdo de PCR multiplex foi feita empregando os seguintes parametros. 2 UL de
cada amostra de DNA extraido de amostrasde E. coli crescidos em &gar LB por 12 horas,
adicionado a uma mistura de reacéo (25 pL) contendo 0,1 pL de cada par de primer (10
pmol), 1 puL decada dNTP (200 uM); 2,5 puL de tampé&o de PCR (10x), 2 uL de 50 mM de
MgCh e 25 U de Taq polimerase. As amplificagbes foram feitas em termociclador
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) nas seguintes condi¢des: t;, 3 min a 94°C; t,,
30 seg a94°C, t3, 30 seg a 58°C; t4, 3 min a 68°C; (30 ciclos repetidos) ets 10 min a 72°C.
A andise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese (60 V/2 h) em gel de
agarose a 1,5%, em tampédo TAE (Tris-acetato 20 mM, EDTA 0,05 mM, pH 8,0) e
evidenciada com brometo de etidio (1 pg/mL). A imagem do gel sob luz UV foi registrada
em fotodocumentador Alpha Imager 1220 (Alpha Innotech Corp.) acoplado a um
computador.

Sensibilidade a antimicrobianos

Os isolados (27) foram testados quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos
lincomicina (15ug), eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg), e fosfomicina (50 ug)
pelo método em disco (BAUER et d., 1966). A interpretacéo foi feita através da medicéo
dos halos de inibic¢éo, segundo orientacdo do fabricante.

RESULTADOSE DISCUSSAO



Foram analisados 57 isolados de E. coli de aves silvestres quarentenadas que
ocorrem na cidade de S&o Paulo, quanto a presenca e a possivel associacdo de 08 genes de
viruléncia, astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat, cvi-cva. Os resultados apresentados na
Tabela 1l estédo apresentados com dados j& observados em aves de interesse comercial
(IKUNO et d., 2006) e mostram que em isolados de E. coli de aves silvestres 0 gene
papC, que esta relacionado com a adesdo da bactéria e que codifica para a fimbria, néo foi
detectado em nenhuma das amostras analisadas

O gene irp2, que codifica para o sistema de aquisicdo de ferro pela bactéria,
teve larga distribuicéo entre os isolados estudados, ocorrendo em 61,4% das amostras. Ele
apareceu acentuadamente associado a0 gene iucD (24,6%), que codifica para uma
aerobacting, ao gene iss (24,7%), ao gene cvi/cva, que codifica o plasmidio da colicina V,
ao gene vat , que codifica umatoxina de vacuolizacdo e ao gene tsh que codifica para uma
hemagl utinina sensivel atemperatura (19,3%). O gene astA, que codifica uma enterotoxina
estdvel a0 calor, encontrada nas bactérias diarreiogénicas foi observado em 1,7% das
amostras analisadas 0 que contrasta com amostras provenientes de aves comerciais, nas
guais ele tem um percentual de ocorréncia de 20%. O gene papC, relacionado a adeséo e
que codifica para afimbria, réo foi detectado em nenhuma das amostras estudadas. O gene
tsh, cujo produto tem importante papel nos primeiros estdgios da infeccdo, pode
desempenhar a funcéo de adesdo nesses isolados aonde apareceu com percentual de 28%, e
é freqlientemente encontrado em isolados virulentos e raro em comensais (DELICATO et al.,
2002).

O gene iss, que codifica uma proteina que garante a sobrevivéncia no soro é um
marcador para a presenca de uma unidade de patogenicidade em amostras virulentas
(VANDEKRCHOE et al., 2005) teve uma distribuicdo mais restrita em aves silvestres
(24,6%), quando comparado com o observado em aves comerciais (50%). O gene iucD,
gue codifica uma aerobactina, teve uma baixa freqiiéncia em aves silvestres (1,7%), porém,
ocorre com elevada freqiéncia em aves comerciais em associagdo com o gene iss. Ambos
estéo relacionados com E. coli patogénica em diferentes espécies (NEGLEKA et al., 2002).

Tabela 1. Percentual de ocorréncia de genes de viruléncia nas amostras de Escherichia coli
isoladas de aves silvestres e de aves de interesse comercial.

Genes
Aves : : : .
cvi-cva vat tsh iucD papC irp2 iss astA
% % % % % % % %
silvestres 29,8 33,3 28,0 1,7 0 61,4 24,6 1,7
poedeiras* 16,6 10 10 26,6 0 13,3 50 20

* IKUNO et al., 2006

Tabela 2. Percentual de associacdo de genes de viruléncia nas amostras de Escherichia coli
isoladas de aves silvestres

cvi/cva vat tsh iucD papC irp2 Iss astA




Genes

cvi-cva --- 193%  7,0% 1,7% 0% 19,3% 7,0%
--- 5,3% 0% 0% 193%  17,6%

vat
0% 0% 19,3% 7,0%
tsh
0% 24.,6% 1,7%
iucD
0% 0%
papC
24.7%
irp2
iss
astA

0%
0%

0%

0%

0%
1,7%

0%

Os resultados obtidos da andlise dos isolados de E. coli de aves silvestres
guanto a sensibilidade ou resisténcia a antimicrobianos estdo resumidos na Tabela 3. Todas
as amostras analisadas apresentaram em sua totalidade resisténcia a lincomicina e em 63%
delas esse fendtipo ocorreu associado a resisténcia a estreptomicina e em um percentual
menor a eritromicina (37%). Observou-se também um percentual de 22,2% na associacdo
da resisténcia a 3 antimicrobianos (lincomicina + estreptomicina + eritromicina ou +
fosfomicina) e somente 1% dessas amostras apresentou resisténcia aos quatro antibioticos.

Tabela 3. Perfil de resisténcia a antimicrobianos em amostras de Escherichia coli isoladas

de aves silvestres

Antimicrobiano % de amostras
MY 100
MY + S 63
MY + E 37
MY +S+E 222
MY + S+ FOS 222

MY + S+ E+ FOS 1

MY = Lincomicina, S = Estreptomicina, E = Eritromicina, FOS = Fosfomicina.

CONCLUSOES



Isolados de E. coli provenientes de aves silvestres mostraram que o0 gene de
viruléncia irp2, que codifica para o sistema de aquisi¢do de ferro pela bactéria, ocorreu em
61,4% em associacao a outros genes de viruléncia como o geneiucD, iss, cvi/cva, vat, tsh.

O gene astA, que codifica uma enterotoxina estavel ao calor, encontrada nas
bactérias diarreiogénicas foi observado em 1,7% das amostras analisadas, 0 que contrasta
com amostras provenientes de aves comerciais, nas quais ele tem um percentua de
ocorréncia de 20%.

Todos os isolados apresentaram resisténcia ao antimicrobiano lincomicina
fortemente associado aresisténcia a estreptomicina

Um percentual significante de associacdo a resisténcia a trés antibidticos foi
encontrado em grande nimero de amostras.
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