YCDPA

Caracterizacao molecular de cepas de Escherichia coli Patogénica
’ Aviaria (APEC) em grupos filogenéticos e relacao com a

| UFRGS e i 9

g bt patogenicidade

MARINA PEREIRA CONDOTTA?!, CARLOS TADEU PIPPI SALLE?

D

1 Autor, Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
2 Orientador, Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

INTRODUCAO

Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa presente no trato digestivo de humanos e de animais®. As cepas de origem aviaria (APEC - Avian Pathogenic Eschericia coli) sdo responsaveis
por grandes perdas econOmicas e estao envolvidas tanto em casos clinicos nas granjas, geralmente associadas a outros microrganismos, quanto no aumento de condenacdes de carcacas
ao abatel?. O controle da colibacilose aviaria é complexo, pois envolve a diferenciacdo entre as cepas que comumente habitam o trato gastrointestinal das aves daquelas consideradas
patogénicas?3. Assim, o objetivo deste estudo foi a classificacdo de E. coli isoladas de aves (APEC) em grupos filogenéticos e a avaliacdo da relacdo destes grupos com a patogenicidade das
cepas.

MATERIAIS E METODOS

120 cepas APEC isoladas de: Extracao do DNA Protocolo de multiplex-PCR

adaptada de Clermont et al. (2000)* 1) Primers:

Tamanho do
Sequéncia dos primers (5’- 3’)
amplicon (pb)

h | F - GACGAACCAACGGTCAGGAT
S R — TGCCGCCAGTACCAAAGACA

, F - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
YiaA R — ATGGAGAATGCGTTCCTCAA 211

: . 5 colbnias inoculadas em F - GAGTAATGTCGGGGCATTCA
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2) Composi¢ao do mix: 3) Condigoes do termoaclador

: N sl 25 p de soluggo Tampio 10x .
CEIUIlte resplratorlo sobrenadante s - (Invitrogen), 2 pL de dNTP 2mM v 2}2 Eg: gon::g
_ de frangos estocado _— (Invitrogen), 2 uL de cada primer 20 . _
(n=40}) & 3 -20°C A < - pmol (Invitrogen), 1,5 U de GoTaqg" Hot | j 55°C por 30 seg - 30 ciclos
(n=40) \" ' Start Polymerase (Invitrogen), 1,5mM g 72°C por 30 S€8
- de MgCl, (Invitrogen) e 5 uLde DNA.  + | " 72Cpor7m|n _______________________________
14.000 g por 10 min 100°C — 10 min. -20°C = 10 min.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de multiplex-PCR foi capaz de classificar 100% das cepas APEC em um dos O IP médio das cepas do grupo B2 foi significativamente superior ao do grupo D.
guatro grupos filogenéticos propostos (Tabela 1). Contudo, o IP médio destes dois grupos foi significativamente maior ao dos grupos A e
B1, considerados apatogénicos para as aves.

Tabela 1 - Distribuicao dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) observados nas 120
cepas de Escherichia coli APEC obtidos através da técnica de multiplex-PCR.

Grafico 1 - Associacao dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) com a média dos

indices de patogenicidade (IP) para as 120 cepas de Escherichia coli APEC.
Grupo Fllogenetlco Frequenaa absoluta (n) | Frequéncia relativa (%) 11

o 10— . I =
19,6 2 o i ! |
E 8 — i . ?1?“4:1,:[__ M
APEC B1 29 24,1 S S e~
%D - " L . __-F;-F_uza
B2 30 25,2 R N = -
% 3 -ﬂ*llﬂllll_ ! c E E
D 37 31,1 g 2- le i ! i
\E ﬂ: I ] I
"'1 I L} L}
A distribuicao das cepas do patotipo APEC nao ocorreu de maneira similar a de outros A Bl Gﬁjosﬁlogenético?
trabalhos, os quais geralmente descrevem a predominancia do grupo A%7. A distribuicdo de
isolados APEC nos grupos filogenéticos caracteriza-se pela variabilidade, sendo geralmente A pesquisa de 38 genes de viruléncia de E. coli foi proposta anteriormente para a
relacionada a origem dos isolados®. predicdo da patogenicidade através do emprego de redes neurais artificiais®. Contudo,

esta predicao é laboriosa, pois consiste na realizacao de seis diferentes protocolos de
multiplex-PCR. Por outro lado, a classificacao de E. coli em grupos filogenéticos
através do protocolo selecionado no atual estudo envolve uma unica reacao.

CONCLUSAO

A distribuicao das cepas APEC em grupos filogenéticos apresentou associacao com o IP, assim a classificacao através do multiplex-PCR torna-se uma importante ferramenta para a
monitoria da patogenicidade dos isolados de E. coli na cadeia avicola.
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