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1. INTRODUÇÃO 
 

A microbiota normal dos psitacídeos é composta em sua maioria ou exclusivamente por 
bactérias Gram-positivas (Hoefer, 1997). Muitos autores sugerem que toda bacteria Gram-
negativa é um microrganismo não desejável no intestino dos psitacídeos e deve ser 
considerada como um patógeno (Mattes et al., 2005; Marietto-Gonçalves et al., 2007; Knöbl et 
al., 2009).  

Escherichia coli enteropatogênicas (EPEC) são patógenos importantes das diarréias 
infantis em países em desenvolvimento e têm sido isoladas do homem e de animais 
domésticos (Goffaux et al., 2000; Nakazato et al., 2004; Gladys, 2005). Os efeitos patológicos 
resultam da adesão íntima na mucosa intestinal, desencadeando uma lesão denominada 
attaching-effacing (AE). A habilidade de induzir a lesão AE é mediada pela expressão de cerca 
de 40 genes bacterianos organizados em uma “ilha de patogenicidade”, conhecida como Locus 
Enterocyte Effacement (LEE) (Wales, Woodward, 2004).  

Embora não seja essencial no desenvolvimento de lesões AE, uma fímbria denominada 
bundle-forming pili (BFP) codificada pelo plamídio EAF de Escherichia promove uma aderência 
localizada da bactéria nas células epiteliais, facilitando a ocorrência de lesões. Aquelas cepas 
de EPEC que possuem o plasmídio são designadas EPEC típicas, e aquelas que perderam o 
plasmídio são denominadas de EPEC atípicas (Carvalho et al., 2003). 

Os humanos são os principais reservatórios de EPEC típicas, enquanto as EPEC 
atípicas têm sido associadas aos animais domésticos (bovinos, ovinos, caprinos, cães, gatos, 
suínos e galinhas) (Gladys, 2005). Recentemente, alguns sorotipos de EPEC atípicas têm sido 
descritos em animais selvagens (Carvalho et al., 2003; Hernandez et al., 2007). O impacto de 
patógenos antropogênicos para animais selvagens e o risco zoonótico potencial implicado no 
contato animal-humano é desconhecido. O objetivo deste trabalho foi investigar a presença de 
EPEC típica e atípica em psitacídeos. 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
2.1 Amostras de E. coli  

Este estudo foi conduzido com 80 suabes de fezes frescas, coletadas de psitacídeos no 
Estado de São Paulo, Brasil, durante dois anos consecutivos (2006 a 2008).  

Métodos padrões bacteriológicos de isolamento e identificação de Escherichia coli foram 
empregados (Bangert et al., 1988). Todos os isolados foram estocados a -70o

 

C em caldo de 
infusão cérebro e coração (BHI) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) com adição de 15% de 
glicerol após a incubação.  

2.2 PCR 
 

A sequência de oligonucleotídeos que foi utilizada para detectar a presença de genes, o 
tamanho dos fragmentos e a literatura relevante estão ilustrados na Tabela 1. 

A extração de DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Boom et al (1990).  A 
mistura de amplificação era constituída por 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.001% (água/vol) gelatina, 200 µM de cada um dos quatro deoxynucleosideos  
trifosfatos, pares de primers, e 0.5 U de Taq DNA polimerase em um volume final de 25 µl. Os 
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produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1.5% e examinados após a 
coloração com brometo de etídio. O marcador de peso molecular utilizado foi de 100-bp. 
Tabela 1- Oligonucleotídeos utilizados para a detecção de EPEC por PCR, tamanho dos 
fragmentos e referências. 

Gene Pares de Oligonucleotideos (5`-3`) Fragmento 
(bp) Referência 

eaeA ACG TTG CAG CAT GGG TAA CTC 
GAT CGG CAA CAG TTT CAC CTG 815 Gannon et al., 

1993 

EAF CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATA A 
TAT GGG GAC CAT GTA TTA TCA  397 Franke et al., 

1994 
 
 

2.3 Determinação de Sorogrupos  
 

As amostras positivas na PCR foram sorotipadas pelo método descrito por Guinée et al. 
(1981) com todos os anti-soros O disponíveis (O1 a O185). Os anti-soros foram obtidos e 
adsorvidos por reações cruzadas com antígenos correspondentes para remoção de aglutininas 
inespecíficas.  

 
3. RESULTADOS 
 

Vinte e quarto cepas (30%) foram isoladas de 80 amostras, mas apenas dois isolados 
foram positivos para o gene eae. Estes isolados pertenciam aos sorogrupos O128 e O76 e 
foram negativos quando testados para a presença dos genes que codificam o EAF. 
 
4. DISCUSSÃO  
 

Neste estudo foram analisados papagaios verdadeiros sem manifestações clínicas de 
diarréia. Cepas de E. coli foram isoladas de 24/80 (30%) amostras fecais coletadas de 
papagaios silvestres.  

É bastante difícil diferenciar as cepas patogênicas e não patogênicas, pois E. coli é uma 
bactéria oportunista secundária nas aves, associada ao estresse, má nutrição, falha de higiene 
e hipovitaminose A. O potencial de patogenicidade de várias cepas de E. coli pode ser 
determinado por diferentes testes, como os ensaios fenotípicos com Vermelho Congo (Styles 
and Flammer, 1991), sorotipagem (Schremmer et al, 1999), e ensaios genotípicos (Knöbl et al., 
2001; Pakpinyo et al., 2002). A Reação em Cadeia pela ação da Polimerase (PCR) é o método 
molecular mais rápido e sensível de determinar as propriedades de virulência de E. coli. Neste 
estudo a PCR detectou duas cepas eae + (8,3%). Nakazato et al. (2004) demonstraram o 
mesmo percentual de positividade (8,3%) em 36 cães (sem diarréia) na região de Campinas e 
na cidade de São Paulo (Brasil).    

Hernandez et al. (2007) relataram a ocorrência de EPEC atípica em focas da antártica 
(Arctocephalus gazelle). Os autores discutiram a preocupação sobre a introdução de patógenos 
perigosos na Antártica, pela atividade humana.  

Schremmer et al. (1999) examinaram isolados de E. coli de psittaciformes e enfatizaram 
a presença de sete cepas pertencentes aos sorovares O63:H10, O110:H6, O131:H-, O153:H10 
e ONT:H6 que eram positivas para o gene eae, das quais quatro também eram positivas para o 
gene bfpA. Os autores concluíram que a EPEC deve ser considerada como um agente de 
potencial patogênico para os psitacídeos, que podem ser um reservatório de infecções 
humanas por EPEC. Do mesmo modo, em nosso estudo dois isolados dos sorogrupos O128 e 
O76 foram positivos para o gene eaeA, mas estes foram considerados como E. coli 
enteropatogênica atípica (aEPEC), um patotipo associado à diarréias caracterizadas  pela 
ausência da região EAF.  
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Em conclusão, nossos resultados mostraram que sorotipos de EPEC atípicas estavam 
presentes entre os psitacídeos do Brasil. Estudos epidemiológicos futuros são necessários para 
esclarecer a patogenia desta bactéria em aves silvestres e os riscos implicados nesta zoonose.   
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