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RESUMO

O conhecimento sobre o microbioma intestinal de aves clinicamente saudaveis
mantidas como pet é auxiliar na compreensdo da epidemiologia das doencas
bacterianas que acometem aves e humanos, tendo em vista 0 contato estreito que
proprietarios mantém com seus animais de companhia. Este trabalho objetivou a
pesquisa de Salmonella spp. e Escherichia coli com potencial zoon6tico em material
cloacal de calopsitas (Nymphicus hollandicus) saudéaveis mantidas como animais de
companhia (pet), bem como, o estudo de sua sensibilidade aos antimicrobianos.
Foram colhidos swabs cloacais de 94 aves clinicamente saudaveis, mantidas em
criatérios comerciais, pet shops ou domiciliadas. As amostras foram semeadas em
agua peptonada e agar MacConkey. Apos identificacdo fenotipica, trés cepas de E.
coli de cada individuo foram submetidas a pesquisa dos genes relacionados as
extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) (papC, papEF, sfa, cnfl, malX, fyuA, cvacC,
sfa, hly), incluindo os genes preditores de viruléncia para aves (APEC) (ironN, ompT,
hlyF, iss e iutA); a pesquisa de marcadores de E. coli diarreiogénica (ST, LT, ial, eagg,
eae, stxl e stx2) e classificadas de acordo com os grupos filogenéticos A, B1, B2 e D.
Realizou-se a sorotipagem dos isolados com o sorotipo O157 H7. A pesquisa de
sensibilidade aos antimicrobianos seguiu padronizagéo internacional. Pesquisou-se
0S seguintes genes nas amostras resistentes: blaTEM, blaSHV, blaOXA, CMY, CTX-
M, tetA, tetB, aadA, aphA, strAB, sull, sul2, sul3, gnrA, gnrD, gnrB, gqnrS, ogxAB, aac,
gnrC e gepA e os marcadores para os plasmideos de grupo Inc K/B, W, FIIA, FIA, FIB,
Y, 11, F, X, HI1, N, H12 e L/M. Nao se verificou Salmonella sp nos animais
pesquisados. Isolou-se 27 cepas de E. coli de nove dos 94 animais (10%). A
combinacao de 4 genes APEC (ironN, ompT, iss e hlyF) foi detectada em duas cepas
(2/27-7%); iss (1/27-4%) em um isolado. Dos 27 isolados, seis (22%) foram
classificados no grupo filogenético A; 18 (67%) em B1, trés cepas (11%) em B2 e
nenhum em D. N&o houve soroaglutinacdo com o antissoro 0157 H7. Os maiores
indices de resisténcia foram observados perante amoxicilina (22/27-82%), ampicilina
(21/27-79%), estreptomicina (18/27-67%) e tetraciclina (11/27-40,7%). Dezesseis
isolados (59%) de sete animais diferentes apresentaram multirresisténcia. Os genes
de resisténcia observados foram strAB, blaTEM, tetA, tetB, aadA, aphaA, sull, sul2 e
sul3. Plasmideos de resisténcia estiveram presentes em 20 cepas, sendo eles IncFIB
(18/27), IncFIA (3/27), IncY (2/27) e Incll(4/27). Apesar da baixa percentagem de



isolados com potencial patogénico, foi significativa a resisténcia antimicrobiana das
cepas isoladas de calopsitas saudaveis mantidas em cativeiro, incluindo
multirresisténcia. O papel dos pets na manutencdo e disseminagdo de bactérias
resistentes a antimicrobianos tem sido tema relevante na Saude Publica. Ressalta-se,
portanto, a importancia de cuidados sanitarios entre 0s proprietarios e suas aves, bem

como um maior controle na utilizagdo de antimicrobianos em animais.

Palavras-chave: APEC; Calopsita; Escherichia coli; Nymphicus hollandicus;

Salmonella spp.; sensibilidade antimicrobiana.



ABSTRACT

Understanding the composition of the intestinal microbiome of clinically healthy pet
birds offers an important insight into the epidemiology of bacterial diseases affecting
captive birds and humans, mainly for the close contact that owners have with their
pets. This research evaluated the presence and antimicrobial sensitivity of Salmonella
spp. and Escherichia coli with zoonotic potential isolated from cloacal swabs of healthy
pet cockatiels (Nymphicus hollandicus). Samples from 94 clinically healthy birds from
commercial breeders and private homes were seeded in peptone water and agar
MacConkey. After phenotypic identification, three E. coli strains from each individual
underwent extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) (papC, papEF, sfa, cnfl, malX,
fyuA, cvaC, sfa, hly) genes research, including genes of avian virulence predictor
(AVP) (ironN, ompT, hlyF, iss e iutA); research of diarreiogenic E. coli (ST, LT, ial,
eagg, eae, stx1 and stx2) markers; and phylogenetic classification into groups A, B1,
B2 and D. Serotyping of isolates with serotype 0157 H7 was carried out. Antimicrobial
sensitivity was conducted according to international standards. It was researched the
following genes in resistant strains: blaTEM, blaSHYV, blaOXA, CMY, CTX-M, tetA, tet
B, aadA, aphA, strAB, sull, sul2, sul3, gnrA, gnrD, gnrB, gnrS, ogxAB, aac, gnrC and
gepA and markers to the plasmids Inc group K/B, W, FIIA, FIA, FIB, Y, I1, F, X, HI1,
N, H12 and L/M. There was no Salmonella spp. in animals studied. Twenty-seven E.
coli strains were isolated from nine out of the 94 evaluated animals (10%).
Combinations of 4 AVP genes (ironN, ompT, iss e hlyF) were detected in two strains
(2/27-7%); and iss (1/27-4%) was detected once. From the 27 isolations, six (22%)
were classified as phylogenetic group A; 18 (67%) as B1, three (11%) as B2 and none
as D. There was no agglutination with O157 H7 antiserum. The highest resistance
rates were observed to amoxicillin (22/27-82%), ampicillin (21/27-79%), streptomycin
(18/27-67%) and tetracycline (11/27-40.7%). Sixteen isolates (59%) of seven different
animals showed multidrug resistance. Resistance genes strAB, blaTEM, tetA, tetB,
aadA, aphaA, sull, sul2 and sul3 were detected. Resistance plasmids were verified in
20 strains, IncFIB (18/27), IncFIA (3/27), IncY (2/27) and Incll (4/27). Despite the low
percentage of strains with zoonotic potential originating in healthy captive cockatiels,
antimicrobial resistance and multidrug resistance were significant features. The role of

pets in the perpetuation and dissemination of resistant bacteria is relevant in Public



Health. Our findings emphasize the importance of proper sanitary habits between
owners and their pet birds, as well as a restrict regulation over the use of antimicrobials
in animals.

Key-words: antimicrobial sensitivity; APEC; Cockatiel; Escherichia coli; Nymphicus
hollandicus; Salmonella spp.
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1. REVISAO DE LITERATURA

As aves representam a maioria das espécies silvestres mantidas como animais
de companhia (pet) em nosso meio, sendo grande parte proveniente do trafico
(FOTIN, 2005). As principais espécies mantidas em cativeiro domiciliar sao
pertencentes as ordens Psittaciformes e Passeriformes (CUBAS e GODOY, 2007). O
termo psitacideo é aceito e amplamente usado para designar qualquer uma das
espécies que pertencam a ordem Psittaciformes (CUBAS e GODOY, 2007;
HARCOURT-BROWN, 2010) e engloba os papagaios, araras, cacatuas, periquitos,
calopsitas e 6ris (HARCOURT-BROWN, 2010).

No final do século XIX, a calopsita (Nymphicus hollandicus) ja era uma ave de
companhia popular e assim permaneceu desde entdo (HARCOURT-BROWN, 2010).
As calopsitas se destacam no comeércio pet em decorréncia do baixo custo de
aguisicao e manutencéo, bem como por sua beleza, docilidade, comportamento ativo,
canto, e grande capacidade de interacdo com o ser humano (GRESPAN, 2009;
HARCOURT-BROWN, 2010). Entretanto, devido ao estreito relacionamento
comumente presente entre o proprietario e o animal, torna-se alto o risco da ocorréncia
de doencas relacionadas a patdégenos capazes de infectar diferentes hospedeiros
(GRESPAN, 2009; TOMPKINS et al., 2011)

Dentre as bactérias com potencial zoonético, destacam-se Escherichia coli e
Salmonella spp. (CARVALHO, 2006). Ambas sao pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados e anaerébios
facultativos (HIRSH, 2003). Em termos de morbidade e letalidade, essas bactérias tém
um grande impacto na saude publica, com um custo econdmico de varios bilhdes de
dolares anualmente (RUSSO e JOHNSON, 2003).

Salmonella spp. habita o trato gastrointestinal de uma grande variedade de
animais vertebrados, ocorrendo frequentemente em aves (HIRSH, 2003). E
considerada um dos microrganismos mais amplamente distribuidos na natureza,
sendo o0s animais, incluindo o homem, seus principais reservatorios naturais
(SHINOHARA et al., 2008). S&o conhecidos mais de 2500 sorotipos de Salmonella
spp, dos quais 1531 pertencem a subespécie enterica, sendo a maioria patogénica
aos seres humanos (GRIMONT e WEILL, 2007). Sua transmisséo se da pela via oro-
fecal, podendo ser transmitida por solo, agua, alimentos contaminados, vegetacao,

poeira e aerossoOis (GAST, 2003). Insetos, artrépodes, roedores e outros animais
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sinantropicos também desempenham papel importante no carreamento da bactéria
(ALLGAYER et al., 2009; GAST, 2003).

Os sinais clinicos sdo muito variados, incluindo diarreia, emese, hipo ou
hipertermia, artrite, panoftalmia, podendo evoluir para septicemia e Obito. Também
pode ocorrer infeccdo assintomatica (KANASHIRO et al., 2002; SONCINI, 2002).
Fatores ligados ao agente, como a patogenicidade do sorotipo e sua carga infectante,
associados as caracteristicas do hospedeiro, como idade, imunocomprometimento, e
as condi¢cGes de manejo (superlotacao, estresse, condicbes ambientais e nutricionais)
séo determinantes para o estabelecimento ou ndo da doenca clinica (CORREA et al.,
2013; KANASHIRO et al., 2002). Aves que sobrevivem a um surto de salmonelose
podem tornar-se portadoras assintomaticas (ALLGAYER et al., 2008; KANASHIRO et
al., 2002). KANASHIRO e colaboradores (2002) relataram a presenca de Salmonella
spp. em aves assintomaticas de um criadouro comercial de psitacideos, apés a
ocorréncia de um surto no local. Salienta-se que as aves assintomaticas néao
possuiam qualquer contato com as aves doentes, demonstrando a dificuldade
encontrada no controle da disseminacéo do agente.

Escherichia coli € uma bactéria comensal do microbioma intestinal de animais
homeotérmicos. No entanto, cepas patogénicas sdo capazes de causar doengas
intestinais e extraintestinais em seres humanos, mamiferos e aves, resultando em
sérios prejuizos econdmicos e de salde publica (BELANGER et al., 2011; CROXEN
e FINLAY, 2010; KAPER et al., 2004).

Escherichia coli capazes de ocasionar doenca intestinal sdo genericamente
denominadas de DEC (Diarrheagenic Escherichia coli — E. coli diarreiogénica), e
podem ser divididas em patotipos, 0s quais sao geralmente definidos por marcadores
de viruléncia e fendétipos de interacdo com as células epiteliais intestinais (figura 1)
(KARPER et al., 2004; RUSSO e JOHNSON, 2000). Dentre elas, a Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) sorotipo O157 H7, a qual apresenta importantes fatores
de viruléncia denominados de toxinas de Shiga (stx1 e stx2), € responsavel pela colite
hemorragica e sindrome urémica hemorragica, doencas, muitas vezes, fatais ao ser
humano (NATARO e KAPER, 1998).
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Figura 1 - Distribuicdo dos patotipos de Escherichia coli

/ Escherichia coli

Comensais l
/ Patogénicas \
Diarreiogénicas (DEC) Extraintestinais (EXPEC)
EPEC (E. coli enteropatogénica) APEC (E. coli patogénica para aves)
ETEC (E. coli enterotoxigénica) UPEC (E. coli uropatogénica)
EHEC (E. coli enterohemorragica) NMEC (E. coli causadora de meningite neonatal)

EIEC (E. coli enteroinvasiva)
EAEC (E. coli enteroagregativa)
DAEC (E. coli difusa aderente)

Fonte: adaptado de CUNHA et al., 2013.

Escherichia coli capazes de ocasionar doencas extraintestinais sao
denominadas EXPEC — Extraintestinal Pathogenic E. coli (CROXEN e FINLAY, 2010;
CUNHA et al., 2013; RUSSO e JOHNSON, 2000), sendo importantes em infec¢des
no trato urinario, meningites neonatais, pneumonias e septicemias no homem (Figura
1) (BELANGER et al., 2011; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007; RUSSO e
JOHNSON, 2003), além de ocasionarem doencas em animais de estimacao (SMITH
et al., 2007), producdo (FERREIRA e KNOBL, 2009) e selvagens (CARVALHO et al.,
2012; CARVALLO et al., 2010). Escherichia coli esta entre as primeiras bactérias a
compor o microbioma intestinal das aves. Este evento ocorre atraveés de penetracao
pela casca do ovo e, logo apds 0 nascimento, contato com a mae e meio ambiente
(ANDREATTI FILHO, 2006; CARVALHO, 2006; FERREIRA e KNOBL, 2009). Essa
colonizacgdo inicial é desejavel, pois além da bactéria auxiliar na digestdo, sintese e
absorcdo de alguns nutrientes, exerce ainda um efeito protetor, ocupando sitios de
ligacdo e impedindo a colonizacdo por bactérias patogénicas (FERREIRA e KNOBL,
2009). Mesmo cepas enteropatogénicas originadas de mamiferos raramente sao
relacionadas a doencas entéricas em aves (ANDREATTI FILHO, 2006).

Nas aves, APEC (avian pathogenic E. coli), patotipo caracterizado como
EXPEC, ocasiona a colibacilose, considerada uma das principais doencas da
avicultura industrial e ornamental moderna, causando grandes prejuizos econdmicos

no Brasil e no mundo (BENEZ, 2004). APEC pode compor o microbioma intestinal de
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aves sadias, ser eliminada pela via fecal e contaminar alimentos e agua, facilitando a
disseminacgdo da bactéria para outras aves (EWERS et al., 2007)

A colibaciolose aviaria pode ser doenca localizada ou sistémica, sendo
associada a uma variedade de sindromes em aves de producdo e de vida livre
(FERREIRA e KNOBL, 2009). Escherichia coli pode ser encontrada nesses processos
atuando como agente primario ou secundario (ANDREATTI FILHO, 2006), estando,
muitas vezes, associada a outros microrganismos, cComo protozoarios e bactérias, e
causando infec¢cdes em aves imunocomprometidas (GODOY, 2006).

Em aves jovens, a infeccdo por E. coli ocorre principalmente por via oral,
enquanto em aves mais velhas por via respiratoria. Diversos fatores podem
comprometer a integridade da mucosa traqueal, diminuindo a atividade ciliar,
aumentando a producdo de muco e afetando a atividade normal dos macrofagos, o
gue propicia a permanéncia e adesao das bactérias nestes locais, desencadeando um
processo infeccioso (ANDREATTI FILHO, 2006).

ApOs a colonizagao dos pulmdes e sacos aéreos, a bactéria penetra na corrente
sanguinea. Cepas de baixa patogenicidade sédo fagocitadas e eliminadas, porém
cepas que apresentem resisténcia a atividade bactericida dos macréfagos sobrevivem
e atingem oOrgdos como figado, coracdo e baco (ANDREATTI FILHO, 2006;
CARVALHO, 2006). Além disso, devido a anatomia do sistema respiratorio das aves,
ha grande contato entre os sacos aéreos (conectados ao pulméo) e os 6rgaos
celomaticos (ANDREATTI FILHO, 2006), facilitando o desenvolvimento de infec¢des
generalizadas (colissepticemia), como pericardites, polisserosites, artrites, peri-
hepatites, salpingites e peritonites (ANDREATTI FILHO, 2006; CARVALHO, 2006;
FERREIRA e KNOBL, 2009).

Em geral, os sinais clinicos apresentados na colibacilose aviaria sao
inespecificos ou relacionados ao sistema acometido. Podem estar presentes letargia,
penas arrepiadas ou empenamento deficiente, anorexia, polilria, conjuntivite, rinite,
dispneia, espirros, aumento de volume articular, edema subcutaneo, perda de peso,
emese, onfalite, caquexia, diarreia e morte subita (ANDREATTI FILHO, 2006;
GODOY, 2006).

A presenca de diarreia nos quadros de colibacilose €, em sua maioria,
consequéncia de lesbes hepaticas e renais (BENEZ, 2004). Porém, algumas cepas

de E. coli podem destruir diretamente o epitélio intestinal, desenvolvendo uma enterite
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pseudomembranosa ou ulcerativa; nesses casos, poderdo estar presentes sinais de
doenca entérica ou até mesmo ocorrer a morte subita da ave (GODOY, 2006).

Estudos gendmicos sdo uma ferramenta para identificacdo da presenca ou nao
de determinados fatores de viruléncia. A presenca ou auséncia deles permite a
classificacdo do patdégeno em distintos patotipos (CUNHA et al., 2013).

No que se refere ao patotipo das EXPEC, sdo comumente estudados os fatores
de viruléncia relacionados a adesao, producao de toxinas, sistemas de aquisicéo de
ferro, proteinas de resisténcia ao soro, evasinas, invasinas e proteinas capsulares
(CUNHA et al., 2013; PITOUT, 2012; SMITH et al., 2007)

S&ao cinco os genes que codificam fatores de viruléncia relacionados a cepas
APEC de alta patogenicidade (JOHNSON et al., 2008). Os genes iroN e iutA sao
responsaveis pela codificacdo dos sideréforos salmochelina e aerobactina,
respectivamente, facilitando a aquisicdo de ferro em condigbes adversas, fator
essencial para o crescimento bacteriano (JOHNSON et al., 2008). O gene ompT
codifica uma evasina que auxilia a bactéria a resistir a acdo do complemento (NOLAN
et al., 2003). O gene hlyF é responséavel pela producdo de uma hemolisina aviaria
(JOHNSON et al., 2008; NOLAN et al., 2003); e por fim, 0 gene iss confere a bactéria
resisténcia as propriedades liticas do soro, sendo fundamental na patogenia das
infeccbes causadas por APEC e outras EXPEC (JOHNSON et al., 2008; NOLAN et al.,
2003; EWERS et al., 2007).

Somente a deteccdo do gene iss ndo caracteriza por si s6 a cepa como
patogénica, entretanto este gene é considerado um marcador de viruléncia, tendo em
vista sua alta prevaléncia em cepas isoladas de aves doentes (JOHNSON et al., 2008).
O encontro deste gene tem sido relatado tanto em aves assintomaticas, numa
frequéncia de 27% (IKUNO et al., 2008), como doentes, em porcentagens que chegam
a 84% (EWERS et al., 2007; KNOBL et al., 2008; SAIDENBERG et al., 2012).

Johnson e colaboradores (2007) demonstraram grande proximidade entre
EXPEC humanas e aviarias, observando a ocorréncia de sorogrupos de APEC e de
UPEC que apresentavam 95,5% de similaridade no genoma. Dessa maneira, cepas
humanas e aviarias tém potencial de causar infec¢des cruzadas, reforcando seu
potencial zoond6tico (MOULIN-SCHOULER et al., 2007; EWERS et al., 2007).

Estudos filogenéticos classificam E. coli em quatro grupos: A, B1, B2 e D. Tem-
se observado que EXPEC pertencem principalmente ao grupo B2 e em menor

propor¢ao ao grupo D, sendo descritas com grande variedade de fatores de viruléncia,
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ja isolados comensais se encontram, preferencialmente, nos grupos A e Bl
(CLERMONT et al., 2000; PITOUT, 2012; SMITH et al., 2007). Cepas diarreiogénicas
nao possuem um grupo filogenético comum, ficando seu estudo restrito a presenca
ou nao de seus fatores de viruléncia.

Também tem sido foco de estudos o crescente aumento da resisténcia
antimicrobiana nestes microrganismos, pois 0 processo evolutivo das E. coli e sua
plasticidade genética favorecem a aquisicdo de genes de resisténcia aos antibiéticos
(CUNHA et al., 2013; PITOUT, 2012) e com o0 uso intensivo destes nas criacbes
animais, como promotores de crescimento ou ainda no tratamento de doencas, €
crescente a pressdo de selecdo de bactérias resistentes a algumas classes de
antibacterianos, normalmente utilizados para tratamento de infec¢cdes humanas
(PITOUT, 2012).

E possivel que infecgbes humanas do trato urinario causadas por cepas UPEC
resistentes, tenham se desenvolvido a partir de cepas animais, isso porque ExPEC
com padrdes de resisténcia a antimicrobianos similares foram isoladas de infeccoes
extraintestinais em humanos e animais (RAMCHANDANI et al., 2005), incluindo cepas
de E. coli com alta similaridade isoladas de sangue e processos de meningite em
humanos e frangos com colibacilose (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007).

A resisténcia de cepas do género Salmonella também vem crescendo com o
passar dos anos (FERNANDES et al., 2009; GUERRANT et al., 2001). Ampicilina,
cloranfenicol e sulfametoxazol associado ao trimetoprim foram drogas utilizadas
durantes muitos anos para o tratamento de salmoneloses em humanos (SANTOS et
al., 2000). Porém, com o aumento da resisténcia a essas drogas, foram empregadas
as quinolonas (HAMIDIAN et al.,, 2011) e, posteriormente as cefalosporinas
(GUERRANT et al., 2001); entretanto, também ja foram descritas cepas resistentes a
estes ultimos antibacterianos (FERNANDES et al., 2009).

E frequente que multiplos determinantes genéticos, conferindo resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos, estejam presentes no mesmo plasmideo,
conferindo uma vantagem seletiva para a bactéria (CARATTOLI, 2013;
NORDSTROM, 2005). Os plasmideos sdo moléculas de DNA extracromossémicas
capazes de replicagdo autbnoma e podem conferir resisténcia as principais classes
de agentes antimicrobianos, incluindo B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim, macrolideos e quinolonas (CARATTOLI,

2009). Plasmideos bacterianos ocorrem naturalmente e sdo extremamente diversos,
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codificam uma grande variedade de fatores, propiciando uma maior adaptacéo
ambiental a bactéria (JOHNSON et al., 2007).

Plasmideos carreadores de multipla resisténcia a drogas sdo geralmente
grandes, autoconjugativos e codificam mecanismos que regulam sua replicacéo
(CARATTOLI, 2013; NORDSTROM, 2005). A porcdo do plasmideo que regula a
replicacdo é chamada de replicon e se dois plasmideos compartilham este mesmo
replicon, ndo sao propagados para as células filhas de mesma linhagem. Esse
fenbmeno € conhecido como plasmideo de incompatibilidade e é utilizado para
classificar tais plasmideos em grupos homogéneos (grupos Inc) (CARATTOLI, 2013).
Identificar os plasmideos em bactérias presentes no microbioma de humanos e
animais auxilia no entendimento de sua distribuicdo na natureza e sua relagcdo com as
células hospedeiras, sendo assim possivel descobrir suas origens evolutivas
(FRANCIA et al., 2004)

Apés a instalacdo, enterobactérias resistentes podem colonizar ou transferir
seus genes plasmidiais e de resisténcia para 0s organismos do microbioma humano,
durante o percurso pelo trato gastrointestinal. Genes de resisténcia antimicrobiana
podem ser recombinados entre cepas presentes no microbioma humano e animal,
possibilitando o aparecimento de amostras resistentes a inUmeras drogas
(HAMMERUM e HEUER, 2009; PITOUT, 2012). Apesar da existéncia de cepas de E.
coli resistentes a antimicrobianos no sistema gastrointestinal n&o representar
necessariamente um perigo a saude humana, podem originar infeccdes com opc¢des
limitadas de tratamento (HAMMERUM e HEUER, 2009; PITOUT, 2012).
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2. INTRODUCAO

Embora a manutencao de animais de companhia seja associada a beneficios
fisicos e emocionais, devido a influéncia positiva nha qualidade de vida das pessoas
(SPENCER, 1992), a manutencdo de aves como animais de estimagdo pode se
constituir em fator de risco a saude publica (GRESPAN, 2009). O relacionamento
entre 0 homem e 0s animais leva a ocorréncia e transmissao de varias doencas,
devido a capacidade dos patdgenos parasitarem diferentes hospedeiros (TOMPKINS
et al., 2011). Dessa maneira, as calopsitas, devido ao contato estreito que seus
proprietarios mantém com elas, podem albergar e transmitir agentes de doencas
infecciosas aos seres humanos (GRESPAN, 2009).

A salmonelose, causada por bactérias do género Salmonella, € uma doenca
aviaria de grande importancia devido a sua alta letalidade e potencial zoonético
(KANASHIRO et al., 2002; SONCINI, 2002). As aves infectadas sao consideradas o
veiculo mais comum para a ocorréncia de salmonelose humana, sendo a
contaminacao de sua carne/ovos uma das principais causas de infec¢ao alimentar em
todo o mundo (GAST, 2003; SONCINI, 2002).

Escherichia coli € uma bactéria comensal do microbioma intestinal de animais
homeotérmicos. No entanto, cepas patogénicas sdo capazes de causar doengas
intestinais e extraintestinais em seres humanos, mamiferos e aves, resultando em
sérios prejuizos econdmicos e de salde publica (BELANGER et al., 2011; CROXEN
e FINLAY, 2010; KAPER et al., 2004; KONEMAN et al., 2001). Estudos com cepas
causadoras de septicemia em humanos e aves demonstraram que o genoma pode
apresentar grande variedade devido a presenca de plasmideos, fagos e elementos
transponiveis, sendo comum a ocorréncia destes em tanto em E.coli quanto em
Salmonella spp. (MOKADY e URI-GOPHNA RON, 2005), e fatores de viruléncia
semelhantes em cepas isoladas em humanos e APEC sdo comumente descritos
(BELANGER et al., 2011; SMITH et al., 2007)

Além do potencial zoonaotico de ambas as bactérias, € crescente a preocupacao
relativa ao aumento de sua resisténcia antimicrobiana (CUNHA et al., 2013). Essa
expansdo da resisténcia deve-se a selecdo e também a transferéncia horizontal de
genes por meio de plasmideos, que colaboram com a variabilidade genética da
bactéria por serem elementos gendémicos moveis (JOHSON et al., 2007).

Enterobactérias resistentes a antimicrobianos ou genes de resisténcia podem ser
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adquiridos por humanos a partir de animais, seja por contato direto, via alimentar ou
meio ambiente. (HAMMERUM e HEUER, 2009).

Uma vez que as aves podem ser reservatorio de agentes patogénicos e
zoonoticos, o conhecimento do microbioma intestinal daquelas mantidas como pets
estrutura o perfil epidemiolégico da relacdo parasita/hospedeiro, servindo como um
parametro de normalidade na caracterizacdo de processos patogénicos. Além disso,
0 uso inadequado de antimicrobianos resultou numa pressdo seletiva, com o
surgimento de cepas bacterianas multirresistentes, tornando necessario o
conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias constituintes do microbioma
desses animais. Pouca informacéo, entretanto, encontra-se disponivel sobre o papel
epidemioldgico das aves mantidas como animais de estimacgao, na epidemiologia das

E. coli e Salmonella spp e seus perfis de sensibilidade/resisténcia aos antibacterianos.
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3. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo pesquisar a presenca de E. coli e Salmonella spp.,
como agentes de potencial zoonético, em mucosa cloacal de calopsitas (Nymphicus
hollandicus) saudaveis mantidas em cativeiro, determinando a
sensibilidade/resisténcia das bactérias isoladas a drogas antibacterianas.

Além disso, pesquisar nos isolados de E. coli genes de viruléncia relacionados
com os grupos DEC, EXPEC e APEC, realizar sorotipagem para o sorotipo O157 H7
e classifica-los em relacdo aos grupos filogenéticos.

Foram ainda pesquisados genes relacionados a resisténcia as principais
classes de antimicrobianos: p-lactamicos, tetraciclinas, aminoglicosideos, quinolonas

e sulfonamidas e, os marcadores de plasmideos de resisténcia de grupo Inc.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Populacao de estudo e colheita de amostras cli  nicas

Foram colhidas amostras clinicas de 94 calopsitas (Nymphicus hollandicus)
clinicamente saudaveis, mantidas em cativeiro, de ambos 0s sexos (protocolo
CEUA 237/14, anexo a). Oito foram provenientes de um pet shop, 28 de oito
domicilios e 58 de dois criatorios comerciais localizados nas cidades de S&o
Paulo/SP e Niteroi/RJ.

A contencdo dos animais foi realizada fisicamente e, ap0s antissepsia da
regido pericloacal com solucéo alcodlica 70% e gaze estéril, foram friccionados
dois swabs uretrais contra a mucosa cloacal, sendo mantidos em meio de Stuart
sob refrigeracdo, e enviados ao Laboratorio de Biologia Molecular e Celular da
UNIP em até 48 horas.

Previamente a colheita de material, todos os 11 proprietarios, sendo um de
pet shop, dois de criadores comerciais e oito de aves de estimacdo mantidas em
ambiente domiciliar, responderam a um questionario para levantamento do
histérico da saude das aves e de humanos contactantes (Parecer CEP 1.024.542,
Anexos b e c).

4.2 Processamento das amostras clinicas

4.2.1. Isolamento e identificag&o fenotipica de  E. coli
Para a pesquisa de E. coli um swab cloacal foi semeado em agar MacConkey
(Difco™), sendo a identificacdo das cepas isoladas realizada de acordo com as
técnicas rotineiras de identificacdo bioquimica (KONEMAN et al., 2001), incluindo os
kits de identificacdo EPM, MiLi, Citrato (Probac™).

4.2.2. Isolamento e identificacao fenotipica de  Salmonella spp.
O swab para pesquisa de Salmonella spp. foi inoculado e semeado de acordo

com o proposto por Michael e colaboradores (2003).
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4.3. Manutencéo dos isolados

Trés isolados de E. coli de cada animal foram mantidos em meio de Lignieres®
e congelados em duplicata em caldo Brain Heart Infusion (BHI -Merck™) acrescido de
glicerol a 80% (Invitrogen™) na propor¢cao de 1:1, mantidos em biofreezer a -80°C

para as analises subsequentes.

4.4. Caracterizacdo molecular dos fatores de virulé  ncia de E. coli

Os isolados de E. coli foram submetidos a reacdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction) para pesquisa de genes que caracterizam cepas patogénicas
extraintestinais (EXPEC), sendo acessados os genes papC, papEF, sfa, iucD, fyuA,
cnfl, hly, cvaC e malX (JOHNSON e STELL, 2000; LE BOUGUENEC et al., 1992;
POLLARD et al., 1990), além de cinco genes preditores de viruléncia para aves, ironN,
ompT, hlyF, iss e iutA (JOHNSON et al.,, 2008). Foram pesquisados também os
seguintes genes relacionados a amostras diarreiogénicas: stx1, stx2 e eae (GANNON
et al., 1993; OLSVIK et al., 1991), no intuito de caracterizar amostras de EHEC. As
sequéncias dos iniciadores e o tamanho dos amplificados de cada um dos genes
encontram-se no Anexo d. Todos os isolados de E. coli foram encaminhados ao
laboratério de referéncia nacional para enteroinfecgbes bacterianas da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para a pesquisa dos seguintes genes relacionados a
amostras diarreiogénicas: ST, LT, ial e eagg.

Para confirmacdo da amplificacdo pela PCR, foi realizada eletroforese das
amostras em gel de agarose a 1% em tampdo TBE?, colocando-se em ambas as
extremidades do gel marcador de peso molecular de 100 pb (Novergen). A corrida foi
realizada a 100V por 1h, sendo na sequéncia, o produto corado em brometo de etidio
(0,5 pg/mL), visualizado em transiluminador UV e registrado em fotodocumentador

(Kodak, Gel Logic 212 Imaging System).

! Extrato de carne (5g), Peptona (10g), NaCl (5g), Gelatina (5g), Agar (7g) e agua destilada (1000mL)

: 10,8g de Tris Base (Bio Basic Inc™), 5,5g de acido bérico (Carlo Erba™), 4mLde EDTA (0,5M pH 8,0) (Bio Basic Inc™) e
100mL de agua mili-Q.
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4.5. Classificacdo dos Isolados de acordo com os gr  upos filogenéticos

A pesquisa dos genes selecionados para a analise filogenética foi realizada
utilizando-se a técnica de PCR e os resultados obtidos foram classificados de acordo
com a arvore proposta por Clermont e colaboradores (2000) (Figura 2). No Anexo d
encontra-se a sequéncia dos iniciadores e o tamanho dos amplificados.

Figura 2 - Arvore dicotdmica para determinar o grupo filogenético de cepas de E. coli, utilizando os
resultados da amplificacdo dos genes chua e yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2

chuA

/ N\
® S

B2 ou D B1 ou A
yjaA TspE4.C2

N\ N\
/ @@/ ®
b

B1

B2

Fonte: Adaptado de CLERMONT et al., 2000.

4.6.Sorotipagem dos isolados

Todos os isolados de E. coli foram encaminhados para sorotipagem, por meio
de testes de aglutinacdo, utilizando-se os antissoros 0157 e H7, de acordo com
técnicas sorolégicas padronizadas internacionalmente, no laboratério de referéncia
nacional para enteroinfec¢gbes bacterianas da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-
RJ).
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4.7.Sensibilidade aos antimicrobianos

A sensibilidade as drogas foi verificada por meio da realizagdo de testes de
difusdo em placas, segundo padrdes determinados internacionalmente (CLSI, 2013).
As drogas (Cefar™) utilizadas pertenceram as seguintes classes de antibacterianos:
B-lactdmicos penicilinas (amoxicilina - AMO e ampicilina - AMP), B-lactamicos
cefalosporinas (cefalexina - CFE, cefoxitina - CFO e ceftiofur - CTF) e B-lactamicos
tienamicinas (imipenem - IPM); aminoglicosideos (estreptomicina - EST e gentamicina
- GEN); tetraciclinas (tetraciclina - TET); quinolonas (ciprofloxacina - CIP,
enrofloxacina - ENO e &cido nalidixico - NAL); nitrofuranos (nitrofurantoina - NIT);
sulfonamidas (cotrimoxazol - SUT); anfenicéis (cloranfenicol - CLO). Considerou-se
cepa multirresistente, quando ocorreu resisténcia a trés ou mais classes de
antibacterianos (SMITH et al., 2007).

4.8. Pesquisa de genes de resisténcia antimicrobia na

As cepas de E. coli que apresentaram fenétipo de resisténcia antimicrobiana
foram submetidas a reacdo de PCR para pesquisa de genes de resisténcia a classe
de antibacteriano apresentada.

Para a classe dos B-lactamicos foram pesquisados os genes blaTEM, blaSHV,
blaOXA, blaCMY e blaCTX-M (DALLENNE et al., 2010). Para as tetraciclinas foram
acessados em multiplex os genes tetA e tetB. Para os aminoglicosideos 0s genes
aadA, aphA e strAB. Os genes sull, sul2 e sul3 foram acessados nas cepas
resistentes as sulfonamidas (SAENZ et al., 2004). E por fim, para a pesquisa de genes
de resisténcia as quinolonas foram acessados por multiplex os genes gnrA, gnrD,
gnrB, gnrS, ogxAB, aac, qnrC e gqepA (CIESIELCZUK et al., 2013). As sequéncias dos
iniciadores e o tamanho dos amplificados de cada um dos genes/marcadores
encontram-se no Anexo e.

Para a andlise dos resultados da PCR, a corrida eletroforética foi realizada

durante 1h30min, conforme descrito no item 4.4.

4.9. Caracterizacdo genotipica dos plasmideos de r esisténcia
antimicrobiana.

Todos os isolados de E. coli foram submetidos a reacdo de PCR para pesquisa

de marcadores que caracterizam a presenca de diferentes plasmideos que carreiam

resisténcia antimicrobiana. Foram acessados em protocolo proposto por Johnson e
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Nolan (2009), os marcadores para o0s plasmideos de grupo Inc K/B, W, FIIA, FIA, FIB,
Y, 11, F, X, HI1, N, H12 e L/M (Anexo f).
Para a analise dos resultados da PCR a corrida de eletroforese ocorreu como

descrito anteriormente.

4.10. Analise estatistica

Realizou-se teste de qui-quadrado com p<0,05, a fim de se comparar a
frequéncia de E. coli em relacdo ao ambiente onde o animal vivia (domicilio, pet shop,
criatorio) (GLANTZ, 2013).
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5. RESULTADOS

Nao houve isolamento de Salmonella spp. nas amostras.

A frequéncia de E. coli nos animais avaliados foi de 10% (9/94). Destes, um era
proveniente de pet shop (1/8-13%), trés de domicilios (3/28-11%) e cinco de criadores
comerciais (5/58-9%), ndo havendo diferenca estatistica no isolamento da bactéria em

relacdo a origem do animal (Tabela 1).

Tabela 1 - Isolamento de E. coli em calopsitas de acordo com a origem das aves, domicilio, pet shop e
criatorio.

Positivos  Negativos Total
% N % N %

Origem N
Domicilio 3 11 25 89 28 30
1
5

13 7 87 8 8
9 53 91 58 62
Total 9 10 85 90 94 100

x2=0,18 (n&o significante)

Pet shop

Criatorio

Nenhuma das cepas avaliadas apresentou aglutinacdo com os antissoros O157
e H7.

Os resultados dos genes preditores de fatores de viruléncia, grupos
filogenéticos e perfil de resisténcia antimicrobiana estdo apresentados na Tabela 2.

Observou-se que 0 maior numero de cepas pertenceu ao grupo filogenético B1
(67% - 18/27), seguido dos grupos A (22% - 6/27) e B2 (11% - 3/27), ndo houve cepas
pertencentes ao grupo filogenético D (Figura 3 e Tabela 2).

Nao foram detectados genes que caracterizassem cepas de E. coli
diarreiogénicas (stxl1, stx2, ST, LT, ial, eagg e eae). Com excecdo dos genes
relacionados as APEC em duas aves, nado foram detectados genes as demais EXPEC
(papC, papEF, sfa, iucD, fyuA, cnfl, hly, cvaC, malX e iutA) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Cepas de E. coli isoladas de calopsitas saudaveis, procedéncia das aves, grupos filogenéticos, genétipo de viruléncia, fenétipo e genétipo de
resisténcia a antimicrobianos.

Animal  Procedéncia  Cepa Grupo Gendc')etipo Resisténcia Antimicrobiana
Filogenético . a0 is Fendtipo Genotipo** Plasmideos***
1 BT 0 - EST strAB IncFIB
1 Pet Shop 2 BT - CFE; EST; GEN sttAB
32 BT = - AMO; CFE; CFO; EST; GEN; TET; ENO?2 StrAB IncFIB
12 A AMP; CTF; EST; NAL? StrAB IncFIB; IncFIA
2 Domicilio A A e AMP; EST; TET, CIp? StrAB IncFIB; IncFIA; IncY
32 A - CTF; EST; CIp2 StrAB IncFIB; IncFIA; IncY
12 B2 0 - AMP; AMO; EST; TET; CLO; ENO; CIP; NAL2 blaTEM tetB strAB IncFIB
3 Criador 2a B2 0 - AMP; AMO; EST,; TET,; CLO; ENO; CIP; NAL2 blaTEM tetB strAB Incll
32 B2 0 - AMP; AMO; EST,; TET, CLO; ENO; NAL2 blaTEM tetB strAB IncFIB
12 Bl e AMP; AMO; EST; TET; CLO; ENO; CIP; NAL; suTa  PRRTEMteBaadA;
aphaA sul3
4 Criador 2a BL e AMP; AMO;CFE; EST; TET; CLO; ENO; CIP; NAL; blaTEM tetB aadA;
SUT;?2 aphaA sul3
3a BL e AMP; AMO;CFE; EST; TET; CLO; ENO; CIP; NAL; blaTEM tetB aadA;
SuUT? aphaA sul3
12 BT 0 - AMP; AMO; CFE; CTF; EST2 blaTEM strAB IncFIB
5 Criador 2 BT 0 - AMP; AMO; CFE blaTEM strAB IncFIB
3 BT = - AMP; AMO; EST blaTEM IncFIB
12 BL - AMO; CFE; EST? blaTEM strAB IncFIB
6 Criador 22 BL - AMO; IPM; EST blaTEM strAB IncFIB
32 BT - AMP; AMO; IPM; EST blaTEM strAB IncFIB
1 BT 0 - AMP; AMO blaTEM IncFIB
7 Criador 2 BT 0 - AMP; AMO; EST blaTEM strAB IncFIB
3 BT = - AMP; AMO - IncFIB
1a BT - AMP; AMO; EST,; TET; SUT? tetB strAB; aadA sul2 IncFIB; Incl1
ironN,
2a Bl ompT, hlyF AMP; AMO; CFE; TET; CLO; ENO; CIP; NAL; SUT®? tetA sull Incll
8 Domicilio eiss
ironN,
32 Bl ompT, hlyF AMP; AMO; EST,; TET; SUT? tetB strAB; aadA sul2 IncFIB; Incll
eiss
1 A Iss AMP; AMO; SUT su e
9 Domicilio 2 A AMP; AMO; SUT sul. e
3 A e AMP; AMO; SUT sull.

*Todas as cepas foram negativas para papC, papEF, sfa, iucD, fyuA, cnfl, hly, cvaC, malX, iutA, stx1, stx2, ST, LT, ial, eagg e eae. **Todas as cepas foram
negativas para blaSHV, blaOXA, blaCTX-M, blaCMY, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, ogxAB, gepA e aac. ***Todas as cepas foram negativas para K/B, W,
FIIA, F, X, HI1, N, H12 e L/M. @Cepas multirresistentes
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Figura 3 - Relacdo entre grupos filogenéticos de E. coli e a origem das calopsitas: Pet shop (N=3),
Domicilio (N=9) e Criatdrio (N=15).
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Todas as cepas foram sensiveis a nitrofurantoina (Figuras 4 e 5). A maior
porcentagem de resisténcia ocorreu frente aos -lactamicos (93%), sendo 89% das
cepas resistentes as penicilinas, 37% as cefalosporinas e 7% as tienamicinas, seguida
dos aminoglicosideos (74%) (Figura 4). Amoxicilina e ampicilina foram os
antimicrobianos com maior nimero de cepas resistentes, 81% (22/27) e 78% (21/27)
respectivamente, seguidas de estreptomicina (74% - 20/27) (Figura 5).

Pode-se observar na Tabela 2 que 30% dos isolados (8/27) apresentaram
resisténcia a sete ou mais das drogas antibacterianas testadas. Sessenta e sete por
cento das cepas (18/27) mostraram resisténcia a duas ou mais classes de
antibacterianos, ocorrendo multirresisténcia em 59% delas (16/27) (Tabela 2). O perfil
de multirresisténcia mais observado foi a combinacéo de penicilinas, cefalosporinas e
aminoglicosideos (Tabela 2).

Como é possivel observar na tabela 2, 96% (26/27) das cepas de E. coli
apresentaram genes de resisténcia. Em relacdo as classes de antibacterianos, genes
de resisténcia aos aminoglicosideos foram verificados em 77% dos isolados, as
penicilinas em 54%, as tetraciclinas e sulfonamidas em 35%, as quinolonas em 4% e
nenhuma cepa apresentou gene de resisténcia as cefalosporinas.

Os genes mais frequentes nas cepas estudadas foram strAB (17/26 — 65%),
gue confere resisténcia aos aminoglicosideos e blaTEM (14/26 — 54%), resisténcia as
penicilinas. O perfil genotipico de resisténcia mais variado foi o blaTEM tetB aad

aphaA sul3, presente em trés cepas isoladas de um mesmo animal pertencente a um



35

criador comercial, o qual demonstrou a presenca de cinco genes dentre os 21
pesquisados e fenotipicamente resisténcia a dez dos antimicrobianos testados
(Tabela 2).

Figura 4 - Resisténcia de E. coli isoladas de calopsitas em relacdo as classes de antibacterianos
testadas
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Figura 5 - Resisténcia de E. coli isoladas de calopsitas em relagdo as drogas antibacterianas testadas
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Detectou-se plasmideos em 74% (20/27) dos isolados de E. coli. O plasmideo
de maior ocorréncia foi o IncFIB, presente em 67% (18/27) das cepas, seguido do
Incll (4/27 — 15%), do IncFIA (3/27 — 11%) e IncY (2/27 — 7%). Sete cepas nao
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apresentaram positividade para os marcadores de grupos Inc pesquisados e cinco
cepas apresentaram mais de um grupo Inc de plasmideos (Tabela 2).

A andlise dos questionarios respondidos pelos proprietarios permitiu observar
que, das aves domiciliadas, todas tinham livre acesso aos comodos da residéncia.
Além disso, estes proprietarios mantinham contato estreito com elas. A quase
totalidade das aves do estudo (93/94) mantinha contato direto com outras aves (93/94-
99%), ou caes/gatos (7/94-7%).

N&o foi relatado o uso de equipamentos de protecdo individual durante a
limpeza das gaiolas. Esta era realizada em 73% dos casos (8/11) semanalmente e em
27% (3/11) diariamente. O uso de 4gua e detergentes foi relatado em 27% (3/11) dos
casos, de desinfetantes em 18% (2/11) e 55% (6/11) somente trocavam o substrato.

Os dois criadores relataram morte subita em aves de seu plantel. Um dos
criadores relatou surto de doenca intestinal, que foi solucionado com suporte
terapéutico instituido por médico veterinario. Em quatro das aves mantidas como pet
em ambiente domiciliar, foram relatadas doencas prévias, trés com sinais de doenca
intestinal (diarreia) e uma respiratoria; embora todas tenham apresentado melhora dos
sinais apoOs tratamento veterinario, em nenhum dos casos foi realizado exame

diagnéstico.
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6. DISCUSSAO

Os patdégenos emergentes sdo um problema de saude publica e uma ameaca
aos animais domesticos, selvagens e para a conservacao da biodiversidade global
(IKUNO et al., 2008). O potencial zoonético que as aves de companhia representam
nao se limita ao contato direto com elas, podendo estar associado a atividades
executadas no ambiente em que elas vivem (FENGA et al., 2007). Nenhum dos
proprietarios, neste estudo, fazia uso de equipamentos de protecado/seguranca
durante a limpeza do ambiente ocupado pela ave, expondo-se a eventuais patdbgenos
transmitidos por meio da inalagdo de aerossois ou particulas de poeira dispersas no
ar a partir de urina, secrecdes ou fezes de aves infectadas.

Todas as aves domiciliadas (28) mantinham contato direto com seus
proprietarios, os quais relataram brincar, beijar, segura-las junto ao corpo. Em
pesquisa sobre clamidiose em calopsitas, comprovou-se que o0 contato direto boca-
bico, boca-pena, bicada de uma ave infectada, podem ser vias de transmissédo de
doencas (GRESPAN, 2009), corroborando os riscos que as pessoas correm ao
manipular sem os devidos cuidados estes animais. Além deste risco inerente ao
contato estreito, cerca de um terco dos entrevistados relatou a presenc¢a no domicilio
de pessoas portadoras de doencas cronicas, como diabetes mellitus, hipotireoidismo,
hipertenséo, cardiopatias, cancer, e outras nao especificadas, aumentando o risco
zoonotico entre proprietario e ave de estimacéo.

Informacdes sobre a epidemiologia de Salmonella spp. em animais selvagens
e domésticos sdo importantes para a detec¢do de possiveis reservatorios do agente
(ALLGAYER et al., 2009). Nesta pesquisa, ndo foram isoladas bactérias do género
Salmonella, concluindo que as calopsitas pesquisadas néo representavam risco de
transmissdo de salmonelose aos contactantes, homens ou outros animais; este fato
também foi verificado em estudos anteriores realizados em psitacideos (CORREA et
al., 2013).

N&o foram observadas diferencas estatisticas na porcentagem de isolamento
de E. coli nas 94 calopsitas (10%) em relacéo a origem dos animais (domicilios, pet
shops, criatérios), concluindo que as pessoas que as manipulavam corriam risco
similar, independentemente do local onde eram criadas. Em um estudo com 125
psitacideos de 12 espécies diferentes, relatou-se ocorréncia de E. coli em 14% das
aves, resultado comparavel ao aqui obtido (GRAHAM e GRAHAM, 1978). Entretanto,
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alguns pesquisadores tém referido porcentagens de isolamento de E. coli superiores.
Em pesquisas com psitacideos silvestres observou-se frequéncias variando de 31%
(FLAMMER e DREWES, 1988) a 48% (CORREA et al., 2013).

A viruléncia bacteriana é um fenbmeno multifatorial e a aquisicéo de fatores de
viruléncia pode tornar uma cepa de E. coli comensal em patogénica (IKUNO et al.,
2008). No presente estudo, das 27 cepas testadas para os genes preditores de fatores
de viruléncia de EXPEC, trés (11%) aves domiciliadas apresentaram o gene iss, sendo
gue duas (8%) o apresentaram em concomitancia com os genes iroN, ompT e hlyF,
todos caracteristicos do subgrupo das APEC (Tabela 2); portanto, embora as aves
fossem saudaveis, eram portadoras de genes potencialmente patogénicos. Estes
mesmos genes ja foram detectados por outros pesquisadores em amostras de APEC
de aves silvestres doentes e assintomaticas (SAIDENBERG, 2008). Em psitacideos
de vida livre saudaveis, 14 dos 44 isolados de E. coli, apresentaram expressao de
genes compativeis com o patotipo APEC, indicando que, apesar do potencial para
desenvolver a doenca, diversos fatores comumente presentes em aves de cativeiro,
como estresse por superlotacdo, dieta inadequada, periodo reprodutivo, nao
representam influéncia tdo importante em aves de vida livre, provavelmente devido a
uma relacao parasita/hospedeiro em maior equilibrio (SAIDENBERG et al., 2012).

Em estudo analisando 200 isolados de UPEC humana e 524 isolados de APEC,
verificou-se significancia estatistica na associacao entre UPEC e APEC, reforcando a
hipétese de que as aves possam ser veiculos de E. coli patogénica para humanos
(RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). Aventa-se, portanto, a possibilidade de risco de
transmissdo desta zoonose pelas aves do presente estudo, as quais eram
domiciliadas, mantinham contato estreito com seus proprietarios e eram portadoras de
genes APEC.

No estudo aqui discorrido, ndo houve presengca dos genes de viruléncia
pesquisados para o grupo diarreiogénico (stx1, stx2, ST, LT, ial, eagg e eae).
Entretanto, ja foram relatadas, em amostras fecais de psitacideos, a presenca do gene
eae, caracteristico de E. coli enteropatogénica e sugerindo a participacao dessas aves
como reservatério de EPEC para humanos (KNOBL e MENAO, 2010). Apesar do
reservatorio natural de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) sorotipo O157:H7
ser o trato gastrointestinal de bovinos (NATARO e KAPER, 1998), o seu isolamento ja

ocorreu em diversas espécies de animais sadios, entre eles aves silvestres
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(TRABULSI e SAMPAIO, 1999). Talvez devido ao numero relativamente pequeno de
isolados nesta pesquisa estas cepas nao foram isoladas.

Durante a analise filogenética observou-se que a maior parte das cepas
pertenceu ao grupo filogenético B1 (67%), seguido pelo A (22%) e B2 (11%). As duas
cepas que se apresentaram genotipicamente como APEC pertenceram ao grupo
filogenético B1 e a cepa que apresentou somente 0 gene iss pertenceu ao grupo A.
Tem-se relatado maior encontro de isolados comensais nos grupos A e B1, e EXPEC
no B2 (CLERMONT et al., 2000; PITOUT, 2012; SMITH et al., 2007). Entretanto,
estudos também observaram ocorréncia de APEC nos grupos filogenéticos A e B1 em
fragatas de vida livre (SAVIOLLI, 2010) e grupo A em calopsitas (SAIDENBERG,
2008). Devido a divergéncia de resultados, aparentemente, 0 método proposto para o
agrupamento filogenético ndo seja o0 mais adequado para a classificacdo de amostras
de E. coli de origem aviaria quanto a sua patogenicidade (SAIDENBERG, 2008).

Todas as cepas deste estudo foram resistentes a, pelo menos, uma das drogas
testadas, com excecao de nitrofurantoina, mesmo resultado obtido em estudo
realizado com psitacideos silvestres advindos de criatério conservacionista
(CORREA, 2012).

Nesta pesquisa, 30% das cepas apresentaram resisténcia a sete ou mais
drogas antibacterianas, 67% resisténcia a mais de duas classes de antimicrobianos e
59% multirresisténcia.  Verificou-se em cerca de metade dos 16 isolados
multirresistentes, resisténcia a quatro ou mais classes de antibacterianos. Atualmente,
a resisténcia por E. coli a pelo menos dois ou mais grupos de antimicrobianos é
considerada achado comum, tanto em medicina humana quanto em veterinaria
(BAUM e MARRE, 2005; PONS et al., 2012). Esta situagcao resulta em um grande
impacto nas opcdes terapéuticas viaveis, e na dispersdo destes patdgenos na
comunidade, sendo um dos problemas de grande relevancia na saude publica mundial
(BAUM e MARRE, 2005; PONS et al., 2012; SMITH et al., 2007).

Trés cepas, oriundas de criatorio comercial, apresentaram resisténcia a 9 ou
10 antibacterianos. Poderia, talvez, se associar a alta resisténcia ao uso
indiscriminado de antimicrobianos em doencas ocorridas na propriedade, nas quais
nao se obteve um diagndstico preciso, sendo tratadas empiricamente.

A maior porcentagem de resisténcia neste projeto ocorreu frente aos -
lactamicos (93%), sendo 89% das cepas resistentes as penicilinas. Diversos autores

também tém observado alta porcentagem de resisténcia as penicilinas, com variagdo
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entre 70% e 100% em psitacideos e passeriformes (BRACONARO, 2012; HIDASI,
2010). A elevada resisténcia esta relacionada, principalmente, a selecdo pelo
antimicrobiano de linhagens resistentes, com posterior transferéncia horizontal
(FERREIRA e KNOBL, 2009).

Neste trabalho, foi possivel observar que 52% das cepas apresentaram o pefrfil
ESBLs (B-lactamases de espectro estendido) por possuirem o gene blaTEM,
verificado em 63% dos isolados resistentes a ampicilina, 59% dos resistentes a
amoxicilina, 57% a cefalexina e 33% ao ceftiofur. Acredita-se que até 90% da
resisténcia a ampicilina em E. coli seja devido a producéo da enzima TEM-1 codificada
pelo gene blaTEM (LIVERMORE, 1995).

Os isolados apresentaram alta resisténcia também aos aminoglicosideos
(74%), sendo o maior nivel de resisténcia observado em relacédo a estreptomicina
(67%). Niveis de resisténcia similares ja foram verificados em aves silvestres (63%)
(IKUNO et al., 2008). Nesta pesquisa, observou-se que o gene strA/B foi o mais
frequente, ocorrendo em 85% das cepas resistentes a estreptomicina. Os genes aadA
e aphaA foram verificados em trés cepas pertencentes ao mesmo animal,
concordando com Saenz e colaboradores (2004) que detectaram 0s mesmos genes
aadA e aphaA em, respectivamente, 16 e oito de 17 cepas resistentes a
estreptomicina isoladas de humanos e de animais.

Na literatura disponivel em aves, os pesquisadores tém relatado frequéncias
de resisténcia as tetraciclinas variando de 41 a 83% (BARBIERI, 2010; OBENG et al.,
2012). O mecanismo de resisténcia a estas drogas esta associado a presenca de
diversos genes, dentre eles tetA e tetB (ROBERTS, 1996). Neste estudo, todas as
cepas resistentes a tetraciclina apresentaram algum destes genes, ressaltando que o
tetB foi detectado em 80% delas. Em cepas humanas o gene tetB também tem sido o
mais relatado (BRYAN et al., 2004).

Tem-se demonstrado baixos indices de resisténcia a ciprofloxacina e
enrofloxacina em cepas provenientes de aves silvestres (BRACONARO, 2012;
SANTOS et al., 2010); entretanto, nesta pesquisa, os isolados apresentaram 41% de
resisténcia as quinolonas. Esta alta porcentagem de resisténcia pode estar
relacionada a pressao seletiva, resultado de tratamentos empiricos, sem orientacao
veterinaria por parte dos proprietarios, tendo em vista a existéncia de formulacéo
comercial com esta classe antimicrobiana voltada ao mercado de aves pet, sem

controle governamental em sua comercializagao.
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Pesquisadores tém referido altos percentuais de resisténcia as sulfonamidas,
atingindo 72% (HIDASI, 2010). As cepas aqui isoladas, embora tenham apresentado
menor indice de resisténcia (33%), possuiam 0s genes sull, sul2, e sul3, os quais
também tém sido relatados em cepas resistentes de origem humana (GRAPE et al.,
2003).

O aumento de resisténcia das bactérias Gram-negativas €é imputado
principalmente aos genes moveis em plasmideos, 0s quais podem ser disseminados
dentro das populacbes bacterianas (KUMARASAMY et al., 2010). Viagens aéreas,
migracdes humanas e transito de animais permitem que plasmideos bacterianos
possam ser transportados rapidamente entre paises e continentes (KUMARASAMY
et al., 2010). Plasmideos conjugativos de grupos Inc sdo relacionados a disperséo da
resisténcia bacteriana (CARATTOLI, 2009). Quatro foram os plasmideos aqui
detectados, IncFIB, IncFIA, IncY e Incll. O IncFIB foi observado em cepas que
apresentaram resisténcia fenotipica aos B-lactamicos, aos aminoglicosideos e as
quinolonas. Em acordo com o observado neste projeto, a bibliografia disponivel refere
gue os plasmideos da familia IncF sdao amplamente distribuidos em E. coli comensais,
mas carreiam genes de resisténcia as quinolonas, aos aminoglicosideos e genes para
codificacéo de cepas ESBLs (CARATTOLI, 2009; HOPKINS et al., 2006).

As cepas que apresentaram o plasmideo Incll foram fenotipicamente
resistentes as penicilinas e uma delas resistente a cefalexina. Os plasmideos Incll e
IncY estéo relacionados com a distribuicdo de genes para aquisicdo de ESBLs e de
resisténcia as quinolonas (CARATTOLI, 2013). O Incll é caracterizado também pela
codificacéo do pili de tipo IV, que contribui para a adesao e invasao bacteriana, sendo
considerado um fator de viruléncia de E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC)
(CARATTOLI, 2009), contribuindo com o potencial patogénico apresentado pelas
cepas APEC neste estudo.

Verificou-se alta resisténcia antimicrobiana das cepas isoladas de calopsitas
saudaveis mantidas em cativeiro, incluindo multirresisténcia e a presenca de genes e
plasmideos de resisténcia. O papel dos pets na manutencdo e disseminagcdo de
bactérias resistentes a antimicrobianos é relevante na saude publica, ressaltando-se
a importancia do controle na utilizagcao de antimicrobianos em animais.

Apesar da baixa porcentagem de isolamento de cepas de E. coli (10%), aquelas
caracterizadas com potencial patogénico apresentaram importantes fatores de

viruléncia, com reconhecido risco zoondético. Seria interessante a ampliacdo do
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namero de aves amostradas e a intensificagdo de pesquisas nesta area, para um
melhor conhecimento do papel que estes microrganismos desempenham no
microbioma, em infeccdes e na transmisséo de doencas ao homem e outras espécies
animais. Além disso, deve-se salientar que € papel do médico veterinario a orientacéo

dos proprietérios e criadores na manipulagéo e cuidados sanitarios com estas aves.
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7. CONCLUSOES

As calopsitas estudadas ndo apresentaram bactérias do género Salmonella
compondo seu microbioma intestinal, como também E. coli com potencial
diarreiogénico, ndo se constituindo em elo de importancia epidemiologica na
disseminagao desses microrganismos.

Foram isoladas cepas de E. coli com potencial patogénico e zoondtico no que
se refere as EXPEC, em especial as APEC.

As cepas de E. coli isoladas demonstraram altos niveis de resisténcia aos
antibacterianos, com grande propor¢cao de multirresisténcia.

Os isolados de E. coli apresentaram plasmideos e genes de resisténcia aos
grupos dos [-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas e sulfonamidas,
demonstrando alto potencial de disseminacdo de multirresisténcia, pelo contato
estreito entre humanos e calopsitas de companhia.
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Anexo c . Questionario sobre manejo e historico de saude das calopsitas avaliadas e humanos

contactantes.

INDENTIFICACAO DO ANIMAL:

SEXO:

PROCEDENCIA:;

DATA DE CHEGADA (LOJA/ DOMICILIO):

IDADE:

PROPRIETARIO:

CONTATO:

DATA DA COLHEITA DA AMOSTRA:

QUESTIONARIO:

POSSUI OUTROS ANIMAIS ALEM DA AVE?
( ) NAO POSSUO OUTROS ANIMAIS.

() CAES. QUANTOS?

( ) GATOS. QUANTOS?

( ) AVES DOMESTICAS. QUANTAS?

( ) AVES SILVESTRES. QUANTAS?

( ) OUTROS:

ONDE A AVE E MANTIDA?

( ) ESTRITAMENTE EM GAIOLA/ VIVERO

( ) EM GAIOLA, POREM E SOLTA PARTE DO DIA

( ) POSSUI GAIOLA, POREM E SOLTA A MAIOR PARTE DO DIA
( ) SOLTA.

QUANDO A AVE E SOLTA, QUAIS OS LOCAIS QUE ELA POSSUI ACESSO?
( ) A AVE NUNCA E SOLTA

( ) SOMENTE A PARTE DE CIMA DA GAIOLA

( ) AO JARDIM

( ) MESA OU OUTROS LOCAIS DA COZINHA

( ) SALA OU QUARTO DO PROPRIETARIO

( ) ACESSO LIVRE A TODA A CASA

( ) OUTRO:

A AVE POSSUI CONTATO DIRETO COM OUTROS ANIMAIS?
( ) NAO.

() CAES. QUANTOS?
( ) GATOS. QUANTOS?
( ) AVES DOMESTICAS. QUANTAS?

( ) AVES SILVESTRES. QUANTAS?

( ) OUTROS:

SOBRE A LIMPEZA DA GAIOLA:
( ) E REALIZADA AO MENOS DUAS VEZES AO DIA
( ) E REALIZADA DIARIAMENTE

( ) E REALIZADA A CADA DOIS DIAS OU MAIS

() E REALIZADA SEMANALMENTE

( ) OUTRO:

SOBRE A LIMPEZA DOS POLEIROS E ACESSORIOS:
( ) E REALIZADA AO MENOS DUAS VEZES AO DIA

( ) E REALIZADA DIARIAMENTE

( ) E REALIZADA A CADA DOIS DIAS OU MAIS

() E REALIZADA SEMANALMENTE

( ) OUTRO:

COMO E REALIZADA A LIMPEZA?

( ) SOMENTE TROCA O SUBSTRATO

( ) UTILIZA AGUA E SABAO

( ) UTILIZA AGUA E DESINFETANTES

( ) NUNCA LAVOU A GAIOLA E ACESSORIOS
( ) OUTRO:

AO REALIZAR A LIMPEZA, UTILIZA ALGUMA PROTEGAO?
( ) NAO
() SIM. QUAL?




QUAL O CONTATO DIRETO QUE POSSUI COM A AVE?

( ) NAO POSSUI CONTATO DIRETO

( ) POSSUI CONTATO SOMENTE DURANTE A LIMPEZA DA GAIOLA E ACESSORIOS

( ) POSSUI POUCO CONTATO COM A AVE

( ) ESTA SEMPRE EM CONTATO COM A AVE (BRINCA, BEIJA, MANTEM NO COLO, ETC)
( ) OUTRO:

A AVE JA APRESENTOU ALGUMA ALTERACAO INTESTINAL?

( ) NUNCA

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA SEM NECESSIDADE DE TRATAMENTO

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA COM TRATAMENTO VETERINARIO

() SIM, POREM HOUVE MELHORA COM MEDICACAO SEM ORIENTAGCAO VETERINARIA.

A AVE JA APRESENTOU ALGUMA DOENCA RESPIRATORIA?

( ) NUNCA

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA SEM NECESSIDADE DE TRATAMENTO

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA COM TRATAMENTO VETERINARIO

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA COM MEDICACAO SEM ORIENTACAO VETERINARIA
QUANDO:

A AVE JA APRESENTOU ALGUM OUTRO TIPO DE DOENGA?

( ) NUNCA

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA SEM NECESSIDADE DE TRATAMENTO

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA COM TRATAMENTO VETERINARIO

( ) SIM, POREM HOUVE MELHORA COM MEDICACAO SEM ORIENTACAO VETERINARIA
QUAL? QUANDO:

HOUVE MORTE DE ALGUMA OUTRA AVE POR DOENCA OU MORTE-SUBITA?
( ) NUNCA POSSUI OUTRA AVE

( YNAO

( ) SIM. QUANTAS?
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O PROPRIETARIO (OU OUTRAS PESSOAS QUE POSSUEM CONTATO COM A AVE) APRENSENTOU DOENGA NO TRATO

URINARIO DESDE A CHEGADA DA AVE?
( ) NAO
() SIM.

FORAM REALIZADOS EXAMES PARA O DIAGNOSTICO DA CAUSA?
( )NAO
() SIM. QUAIS?

O PROPRIETARIO (OU OUTRAS PESSOAS QUE POSSUEM CONTATO COM A AVE) APRENSENTOU DOENGA INTESTINAL

DESDE A CHEGADA DA AVE?
( ) NAO
() SIM.

FORAM REALIZADOS EXAMES PARA O DIAGNOSTICO DA CAUSA?
( ) NAO
( ) SIM. QUAIS?

PESSOAS COM DOENGAS CRONICAS POSSUEM CONTATO COM A AVE?
( ) NAO
( ) SIM. QUAIS?

QUAL A FAIXA ETARIA DAS PESSOAS QUE POSSUEM CONTATO COM A AVE?
()0 A5ANOS

( )6 A 15 ANOS

( ) 16 A 25 ANOS

() 26 A 40 ANOS

( ) 41 A 59 ANOS

( ) ACIMA DE 60 ANOS



Anexo d. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos amplificados para a pesquisa de marcadores de viruléncia e grupos filogenéticos
de E. coli isoladas de calopsitas.

EXPEC

Genes

papC

papEF

sfa

fyuA

cnfl

malX

cvaC

hlyA

Fimbria P (associada a pielonefrite)

Fimbria P

Fimbria S (especifica para acido sialico)

Sideroforo: Yersiniabactina (receptor)

Fator citotéxico necrotizante 1

Marcador associado a ilha de patogenicidade

Plasmideo ColV

Hemolisina

Marcador

Sequéncia

5GCAGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCGT
5’ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATAZ’

5’GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT3
5’AGAGAGAGCCATTCTTATACGGACA3’

5 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTACS
5'CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCAZ

5TGATTAACCCCGCGACGGGAAZ
5'CGCAGTAGGCAAGATGTTGTAZ

5AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG3
5'CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT3

5'GGACATCCTGTTACAGCGCGCAZ
5TCGCCACCAATCACAGCCGAAC3

5'CACACACAAACGGGAGCTGTTZ

5 CTTCCCGCAGCATAGTTCCATZ
5'AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT3'
5’ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCAZ

Tamanho
molecular
pb

328

336

410

787

498

925

679

1177

Referéncia

Le Bouguenec et
al., 1992

Yamamoto et al.,
1995

Le Bouguenec et
al., 1992

Johnson e Stell,
2000

Yamamoto et al.,
1995

Johnson e Stell,
2000

Johnson e Stell,
2000

Yamamoto et al.,
1995



EXPEC
Preditores de viruléncia para aves

Diarreiogénicas

Grupos Filogenéticos

iroN

ompT

hlyF

iss

iutA

eae

stx1

stx2

chuA

yjaA

TSPE4
.C2

Sideroforo: Salmochelina (receptor)

Protease de membrana externa epissomal

Suposto gene de hemolisina aviaria

Resisténcia sérica

Sideroforo: Aerobactina (receptor)

Attaching and effacing

Toxina de Shiga 1

Toxina de Shiga 2

Gene de transporte heme em EHEC

Gene relacionado a E. coli K12

Fragmento de DNA

5’AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT3
5GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT3
5TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT3
5TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATACS
5 GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC3’
5GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG3
5'CAGCAACCCGAACCACTTGATGS
5’AGCATTGCCAGAGCGGCAGAAZ’
5GGCTGGACATCATGGGAACTGGS
5'CGTCGGGAACGGGTAGAATCGT
5ACGTTGCAGCATGGGTAACTCZ

5 GATCGGCAACAGTTTCACCTGZ
5GGATGCATCTCTGGTCATTG3
5AGCGATGCAGCTATTAATAAZ’
5CTTCGGTATCCTATTCCCGG3
5'GAAGACTCCGTGGGATTACG3
5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3
5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’
5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3
5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3'
5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3
5-CGCGCCAACAAAGTATTTACG-3

553

496

450

323

302

815

130

478

279

211

152

58

Johnson et al.,
2008

Johnson et al.,
2008

Johnson et al.,
2008

Johnson et al.,
2008

Johnson et al.,
2008

Gannon et al.,
1993

Pollard et al.,
1990

Pollard et al.,
1990

Clermont et. al.,
2000

Clermont et. al.,
2000

Clermont et. al.,
2000



Anexo e. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos amplificados para a pesquisa de
marcadores resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas de calopsitas.

Penicilinas

23 geracao

Cefalosporina Cefalosporina
3?2 geracéo

Tetraciclinas

Aminoglicosideos

Sulfonamidas

Genes

blaTEM

blaSHV

blaOXA

CMmY

CTX-M

tetA

tetB

aadA

aphA

StrAB

sull

sul2

sul3

Sequéncia

5'CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC3
S'CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC3’

5’AGCCGCTTGAGCAAATTAAACS
S’ATCCCGCAGATAAATCACCACZ

5'GGCACCAGATTCAACTTTCAAGS
5’GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG3

5’ATGATGAAAAAATCGTTATGC3

STTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC3'

5TCAAGCCTGCCGATCTGGT3

STGATTCTCGCCGCTGAAG3’

5'GTAATTCTGAGCACTGTCGC?
5'CTGCCTGGACAACATTGCTT3
5’'CTCAGTATTCCAAGCCTTTG3’
5'CTAAGCACTTGTCTCCTGTT3’
5'GCAGCGCAATGACATTCTTG3
S’ATCCTTCGGCGCGATTTTG3’
5’ATGGGCTCGCGATAATGTC3
5'CTCACCGAGGCAGTTCCATZ
5’ATGGTGGACCCTAAAACTCT3’
5’'CGTCTAGGATCGAGACAAAGZ
5TGGTGACGGTGTTCGGCATTC3
5'GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTGT
5'CGGCATCGTCAACATAACCS3’
5’GTGTGCGGATGAAGTCAG3’
5'CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG3

5'CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA3Z

Tamanho
molecular
pb

800

713

564

1143

561

937

416

282

600

890

789

722

990

Referéncia

Dallenne et al.
(2010)

Dallenne et al.
(2010)

Dallenne et al.
(2010)

Winokur et al.
(2001)

Dallenne et al.
(2010)

Guardabassi et al.

(2000)

Guardabassi et al.

(2000)

Maynard et al.
(2004)

Madsen et al.
(2000)

Cunha (2015)*

Saenz et al.
(2004)

Maynard et al.
(2004)

Perreten e
Boerlin. (2003)



gnrA

qnrB

gnrC

gnrD

gnrS

Quinolonas

0ogxAB

aac

qepA

5’'CAGCAAGAGGATTTCTCACG3
5’AATCCGGCAGCACTATTACTCZ
5'GGCTGTCAGTTCTATGATCGZ
5’GAGCAACGATGCCTGGTAG3’
5’GCAGAATTCAGGGGTGTGAT3Z
5’AACTGCTCCAAAAGCTGCTC3
5'CGAGATCAATTTACGGGGAATAZ
5’AACAAGCTGAAGCGCCTG3
5’'GCAAGTTCATTGAACAGGGT3
S TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG3’
5'CCGCACCGATAAATTAGTCCZ
5GGCGAGGTTTTGATAGTGGAZ
5TTGGAAGCGGGGACGGAM3’
5’ACACGGCTGGACCATAZ
5’GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG3
5'CTTCCTGCCCGAGTATCGTGZ

* CUNHA, M.P.V. Comunicagéao pessoal, 2015.

630

488

118

581

428

313

260

218

60

Ciesielczuk et al.
(2013)

Ciesielczuk et al.
(2013)

Ciesielczuk et al.
(2013)

Cavaco et al.
(2009)

Cattoir et al.
(2007)

Ciesielczuk et al.
(2013)

Wareham et al.
(2010)

Yamane et al.
(2008)
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Anexo f. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos amplificados para a pesquisa de
marcadores de grupos Inc de plasmideos de E. coli isoladas de calopsitas.

Grupo
Inc

K/B

W

FIIA

FIA

FIB

HI1

HI2

L/M

Marcador

RNAI

repA

repA

Iterons

repA

repA

RNAI

RNAI/
repA

ori
parA -
parB
repA

Iterons

repABC

Sequéncia

5GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAACT’
5TCTTTCACGAGCCCGCCAAAZ

5'CCTAAGAACAACAAAGCCCCCGTS

5GGTGCGCGGCATAGAACCGT3’
5CTGTCGTAAGCTGATGGC3

5'CTCTGCCACAAACTTCAGCZ
5'CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG3’

5'GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG3’
5 GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG3

5CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT3’
5’AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG3’
5’GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTTZ
5'CGAAAGCCGGACGGCAGAAZ
5TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT3

5TGATCGTTTAAGGAATTTTGS3’
5’GAAGATCAGTCACACCATCC3

5’AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT3
5TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC3

5 GGAGCGATGGATTACTTCAGTACS
5TGCCGTTTCACCTCGTGAGTAZ

5GTCTAACGAGCTTACCGAAGZ
5'GTTTCAACTCTGCCAAGTTCZ

5TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACACT
5'GGCTCACTACCGTTGTCATCCT3

5'GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG3S
5'CTGCAGGGGCGATTCTTTAGGS3’

Tamanho
molecular

pb
160

242

270

462

702

765

139

270

376

471

559

644

785

Referéncia

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)

Johnson e
Nolan (2009)



