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Introducdo e objetivos: A Escherichia coli, uma das principais
habitantes do trato intestinal de seres humanos e das aves, pode ocasionar
quadros entéricos nas duas espécies [1]. Drasticas mudangas ecoldgicas e
comportamentais do ser humano, como aumento exponencial da populagio e
intenso contato com pets exdticos, colaboraram para a emergéncia de zoonoses
e prejuizos na propria saude animal [2]. A bactéria, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, pode ser classificada sorologicamente, filogeneticamente e
molecularmente [3,4,5]. EPEC ¢ um grupo de E. coli diarreiogénica que produz
alteragdes caracteristicas nas células intestinais, como a lesdo A/E (attaching
and effacing), mas nio produzem toxinas shiga, enterotoxina termoldbil ou
termoestavel, sendo conhecida como uma das principais causadoras de
diarréia infantil. As estirpes de EPEC ainda sdo classificadas em tipicas quando
abrigam o plasmideo para o fator de aderéncia de EPEC (EAF), que codifica
bfp (bundle forming pili), enquanto as estirpes atipicas sdo negativas para o
gene bfp [6]. A Escherichia coli produtora de toxina shiga (STEC) também ¢é
um agente esporadico de diarréia, que secreta verocitotoxinas stxi1 e stx2 e é
igualmente apta a causar lesio A/E nas células intestinais [3]. Considerando
o impacto zoonoético e a necessidade de conservagdo das aves silvestres e
exoticas, o presente trabalho foi delineado para investigar a presenga de
grupos filogenéticos de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e produtoras
de toxina Shiga (STEC) em estirpes isoladas de fezes de psitacideos com o
emprego da metodologia descrita por Clermont e colaboradores [4]. Material
e Métodos: Foram coletadas fezes de 448 psitacideos das espécies
Nymphicus hollandicus (calopsita), Agapornis spp. (agapornis), Melopsittacus
undulatus (periquito australiano), Guaruba guarouba (ararajuba), Amazonas

spp. (papagaio) e Ara ararauna (arara canindé), aparentemente saudaveis ao
exame clinico. A coleta de material foi aprovada pelo Comité de Etica e Uso
Animal da FMVZ-USP (2984230514) e SISBIO: 43541-1. As amostras foram
transportadas refrigeradas até o laboratdrio e processadas para isolamento e
identificacdo de Escherichia coli. O cultivo foi realizado em caldo BHI, seguido
de plaqueamento em dgar MacConkey a 37°C. As colonias foram confirmadas
por série bioquimica e estocadas em meio Luria Bertani. Como controles
positivos dos testes foram utilizadas duas amostras de EPEC pertencentes ao
sorogrupo Oss, isoladas de criangas com diarréia, e como controle negativo
uma cepa de E. coli Ki2. A extra¢do de DNA foi realizada pelo método de
Boom [7]. Quatro pares de primers foram utilizados na pesquisa de fatores
de viruléncia dos patétipos diarreiogénicos EPEC (eae, bfpA, stx 1 e stx 2),
segundo a Costa et al. (2010) [8]. Os produtos da amplificaio foram separados
na eletroforese em gel de agarose 1,5% e corados com BlueGreen (Invitrogen®).
Foi realizada a classificagdo entre os quatro principais grupos filogenéticos
descritos por Clermont et al. (2000) (A, B1, B2 e D) [4], segundo a arvore de

decisdo dicotdomica (Figura 1).

yjaA ' ' pE4.C2
+ + -
B2 B1 A

Figura 1 - Arvore de decisdo dicotomica para determinagdo do grupo filogenético em amostras de E.

coli, de acordo com os resultados de PCR para os genes chuA, yjaA e o fragmento de DNA TSPE4.C2
(adaptado de Clermont et al., 2000)

Resultados: Das 448 amostras de fezes coletadas, foram isoladas
151 colonias de Escherichia coli, totalizando um percentual de 33,7% de aves
colonizadas (151/448). A Tabela 1 ilustra os resultados para as diferentes

espécies de psitacideos.
Tabela 1 - Resultados de cultura e PCR obtidos a partir de fezes de psitacideos, Sao Paulo, 2014

Tamanho da Amostras +

Ave/Espécie amostra (n) paraE. coli eae bfp stx2
Calopsitas
(Nymphicus hollandicus) 7 28/67 /28 u/28 0l28
A -
(Agu[gJaoEz;sn;;p_) 45 12/45 o/12 o/2 oh2
Periquitos Australianos
(Melopsittacus undulatus) D /59 i &in 6/
Papagaios
(Amalz)ongas pp) 173 48/173 8/48 8/48 0/48
b 10. 2/10. 2/52 o/52 o/52
(Ara ararauna / Guaruba guarouba) 4 5 4 5 5 5
Total 448 151 27 19 6

Os resultados obtidos indicaram uma elevada frequéncia de ocorréncia
de Escherichia coli positiva para os genes eae e bfp em calopsitas (39,3%).
Trabulsi et al. (2002) [6] referem que, EPEC tipicas sdo raramente isoladas
de animais, sendo este patétipo encontrado majoritariamente em humanos.
A presenga de EPEC tipicas nesses psitacideos sugere a transmissao de
cardter antropozoonético como a mais provavel. Knobl et al. (2008) [9]
analisaram diversos fatores de viruléncias em papagaios com sintomatologia
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de colibacilose. Os genes de viruléncia detectados sugerem que amostras de
E. coli isoladas de animais doentes apresentaram alguns fatores de viruléncia
do patdtipo de E. coli patogénica para aves (APEC). Em contraste, no presente
trabalho, das amostras isoladas de Escherichia coli das fezes de papagaios
clinicamente saudéveis, 14,58% foram classificadas como EPEC tipicas (7/48) e
10,42% como EPEC atipicas (5/48). Reservatdrios animais tém papel relevante
na epidemiologia das infec¢des causadas por STEC [10]. As STEC podem
ser encontradas no trato gastrintestinal de uma variedade de animais como
suinos, ovinos, cavalos, aves, caes e gatos; sendo os bovinos considerados
como o principal reservatorio deste patdtipo [11]. Estirpes de Escherichia coli
produtoras de toxina Shiga também jé foram isoladas de dejetos de aves, como
pombos e gaivotas [12,13]. No presente também foi encontrada alta frequéncia
(54,5% - 6/11) de STEC em periquitos australianos. Todas as STEC analisadas
foram alocadas no grupo B2. Seis das EPEC tipicas pertencem ao grupo
B2, uma ao grupo A e uma ao grupo D. Considerando-se as EPEC atipicas,
uma delas foi classificada no grupo B2 e a outra no grupo filogenético A. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 2.
Tabela 2 - Espécie, patétipo e respectivos grupos filogenéticos obtidos através da analise dos genes chuA,

yjA e do fragmento TspE, Sao Paulo, 2014

L. L. Tamanho da . Grupo
Espécie Pattipo " ra () chuA yjA TspE filogenético
Nymph{cus EPEC-t 1 + + B B2
hollandicus
Melopsittacus STEC 6 + & £ B2
undulatus
6 + a * B2
Amazonas EPEC-t a + o ks D
Spp-
1 e * - A
Ara ararauna a2 + + & B2
/ Guaruba EPEC-a A ~ o - A
guarouba

* gene/fragmento ndo pesquisado, devido a classificagdo prévia da amostra segundo a arvore de
decisao dicotomica

Filogeneticamente as linhagens patogénicas de E.coli agentes de doengas
extraintestinais tém sido classificadas como pertencentes ao grupo D e, em
sua maioria, ao grupo B2, enquanto as comensais e isolados de diarréia sao
normalmente encontradas como membros dos grupos A, B1e D [14]. As STEC
costumam ser enquadradas principalmente no grupo B1 e A, mas também
podem ser encontradas, em menor propor¢ao, nos outros dois grupos [15,
16]. Neste contexto, com exce¢do de algumas E. coli aderentes difusas e EPEC
do grupo 1, estirpes causadoras de diarréias nao sao do grupo B2. Relata-se
que estirpes do grupo B2 podem ser as mais frequentemente isoladas em
fezes de humanos assintomaticos [17]. Portanto, o cardter antropozoondtico
de infecgdo entre psitacideos de cativeiros e humanos torna-se uma hipdtese
evidente. Rodriguez-Siek et al. (2005) [18], identificaram metade dos casos
de colibacilose aviaria pertencentes aos grupos filogenéticos A e B1 e, a outra
metade, inclusas nos grupos B2 e D. Esses autores levantaram a hipétese que a
classificagao de metade das amostras em um grupo considerado nao patogénico
poderia ser explicada pela caracteristica oportunista das infec¢oes por E.
coli. Saidenberg (2012) [19] descreveu amostras de psitacideos sintomaticos
positivas para o grupo A e, minoritariamente, para o grupo D, creditando
também o resultado obtido ao carater oportunista da infecgdo, jd que grande
parte destas amostras seria classificada em grupos mais patogénicos do que o
grupo filogenético A. Estas teorias também se aplicam nos resultados obtidos
do presente trabalho, j& que, EPEC tipicas (89,47% - 17/19), EPEC atipicas (50%
- 1/2) e STEC (100% - 6/6) foram alocadas no grupo B2, niao sendo o trivial. O
genoma da Escherichia coli parece ser composto por uma origem “ancestral”
conservada, que contém a informagao genética necessaria as fungoes celulares
primordiais; e outra “derivada’, flexivel, que permite a expressao dos fatores
de viruléncia [20]. Mutagdes pontuais, rearranjos genéticos e transferéncia
horizontal de genes sdo alguns dos mecanismos responsaveis pela grande
diversidade de bactérias [21]. Enquanto as mutagdes pontuais e rearranjos
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genéticos levam a um desenvolvimento evolutivo lento, sem a criagio de novos
determinantes genéticos, a transferéncia horizontal de genes cria genomas
extremamente dindmicos, capazes de, em um unico passo, transformar um
organismo normalmente benigno num agente potencialmente patogénico
[22]. Muitos fatores relacionados ao comportamento destas estirpes humanas
em hospedeiros animais, incluindo as aves, ainda ndo foram elucidados.
Conclusdes: Neste projeto, a detecgdo de EPECs e STECs em diferentes
espécies de psitacideos mantidos em cativeiro aponta um risco zoonético
potencial. A maioria das amostras foi classificada como pertencente ao
grupo filogenético B2, que abriga estirpes com maior potencial de viruléncia.
Considerando a Escherichia coli como uma espécie bacteriana extremamente
versatil e de alta plasticidade gendmica ¢ possivel que o encontro destes
patotipos e grupos filogenéticos em aves, esteja relacionado a transferéncia
antropozoondtica dos fatores de viruléncia. Agradecimentos: O presente
estudo teve auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP- Projeto 2013/ 24052-0).
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Introducdo e objetivos: O Formaldeido (FA) é um poluente utilizado
mundialmente desde a satde até a produ¢ido de materiais [1, 2, 3]. O FA
também estd presente em alimentos e é expelido na fumaga do cigarro.
Ainda, profissionais da saide, bem como individuos que utilizam técnicas de
estudos em patologia, histologia e anatomia, estdo expostos as agdes do FA
em decorréncia de suas atividades [4, 5]. A poluigdo ambiental e ocupacional
é objeto de estudo de muitos pesquisadores devido as suas graves implicagdes
em saude publica. Estudos epidemiolégicos mostram que a exposigdo a
poluentes durante a gravidez acarreta em fator de risco para desencadeamento
de doengas inflamatdrias pulmonares, entretanto ainda desconhecem-se os
mecanismos envolvidos [6].

Os mecanismos subjacentes a inflamagdo pulmonar aguda decorrente
da inflamagdo sistémica podem ser investigados experimentalmente pela
administragdo de lipopolissacarideo (LPS) por via sistémica [7]. O LPS pode
ser classificado como um dos principais PAMPs (moléculas indutoras de
inflamagéo), e é parte constituinte da parede de bactérias Gram-negativas.
Seus efeitos sdo mediados por Toll-like receptor 4 (TLR4) [8, 9]. Apds ativagdo
do TLR4, é desencadeada uma cascata de sinaliza¢io, culminando na ativagio
do fator de transcri¢gio NF-«kB (nuclear factor kB), que promove a expressao
de diversos genes inflamatdrios [10]. Considerando que a exposigdo ao FA
durante a gestagao altera a resposta imune na prole [11], o presente trabalho foi
delineado para investigar a repercussio desta exposi¢do no desencadeamento
de infec¢do pulmonar induzida por LPS. Material e métodos: Grupos
de ratas prenhas foram expostas ao FA (0,75 ppm) ou ao seu veiculo (dgua
destilada) 1h/dia, cinco dias/semana, durante todo o periodo de gestagdo (21
dias). Apos 30 dias do nascimento, a prole recebeu via intraperitoneal 5mg/
kg de LPS (Salmonela abortus equi) para indu¢do de infec¢do pulmonar.
Apos 24h da administragdo foram realizadas as andlises: contagem de células
presentes no lavado broncoalveolar (LBA), quantificagdo de leucdcitos
circulantes no sangue periférico e na medula dssea, determinagao da atividade
de mieloperoxidase pulmonar (MPO), determinagéo da reatividade traqueal

ex-vivo a metacolina (MCh) e avaliagdo da translocagio do NF-kB do
citoplasma para o nucleo. A investigagdo do estresse oxidativo gerado durante
a exposi¢do ao FA, sobretudo no ambiente uterino, foi efetuada em grupos de
ratas prenhas tratadas com vitamina C (150mg/Kg, via oral) 30 minutos antes
de cada exposi¢do ao FA. Os grupos controle consistiram de ratas tratadas com
veiculo (d4gua destilada). Os grupos delineados no estudo foram: B (proles ndo
manipuladas originadas de maes nao manipuladas), LPS (proles submetidas
a administragdo de LPS originadas de maes expostas ao veiculo do poluente)
e P+LPS (proles submetidas a administragdo de LPS originadas de maes
expostas ao FA 0,75 ppm). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste Student Newman-Keuls para
comparagdo de todos pares de colunas. Os resultados foram expressos como
meédia + EPM (erro padrao da média). Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Resultados: O painel A da figura 1 representa a contagem
de células totais recuperadas no LBA. Observa-se que o grupo LPS apresentou
aumento significativo no numero de células recrutadas para o pulméo quando
comparado ao grupo B. Por outro lado, o grupo P+LPS mostrou reduzido
numero de células totais em relagdo ao grupo LPS e nao diferiu do grupo B.
Similarmente ao observado no painel A, a figura 1 (painel B) mostra aumento
significativo na atividade de MPO pulmonar no grupo LPS em relagio ao grupo
B. No entanto, nota-se uma redugéo da atividade de MPO no grupo P+LPS
em relagdo ao grupo LPS, enquanto ha um aumento em relagio ao grupo B.
A figura 2 (painel A) representa as contagens de células totais e diferenciais
presentes no sangue periférico. Nota-se que o grupo LPS mostrou aumento
significativo tanto no numero de células totais como de granuldcitos em
relagdo ao niimero obtido no grupo B e nio apresentou diferengas no niimero
de linfécitos e mondcitos. Por outro lado, o grupo P+LPS mostrou redugio no
numero de células totais e granuldcitos em relagdo ao grupo LPS e nio diferiu
do grupo B. O painel B da figura 2 representa a contagem total de células
presentes na medula dssea. Verificou-se uma diminui¢do do nimero de células
no grupo P+LPS em relagdo aos grupos LPS e B. Ainda, o grupo LPS mostrou
redugdo no nimero de células da medula quando comparado ao grupo B.
A figura 3 representa a contratilidade da traqueia frente 4 administra¢do de
diferentes concentragdes de metacolina. Observa-se que os grupos LPS e
P+LPS apresentaram aumento da contratilidade traqueal frente & metacolina
em comparagio ao grupo B. Por outro lado, a reatividade traqueal no grupo
P+LPS foi reduzida significativamente quando comparada a do grupo LPS.
A figura 4 representa a quantificagio do NF-kB presente na fracao nuclear
de células obtidas a partir de extratos de pulmdes dos grupos estudados.
Nota-se que o grupo LPS apresentou aumento da translocagdo do NF-kB do
citoplasma para o nucleo em relagio ao grupo B. Entretanto, tal translocagio
apresentou-se reduzida no grupo P+LPS em relagdo aos grupos LPS e B. A
figura 5 mostra que o tratamento com vitamina C antes da exposi¢ao das ratas
prenhas ao FA (grupo Vit C+P+LPS) induziu a resposta desencadeada pelo
LPS como mostrado pelo aumento no niimero de células totais em relagéo ao
grupo P+LPS. Nota-se que este aumento também se sobrepds ao obtido pelo
grupo LPS.
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