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REFERÊNCIAS:

Os resultados no estudo ratificam o multiplex-PCR como uma alternativa para a classificação filogenética de Escherichia coli e para associação com a patogenicidade dos
isolados de origem aviária.
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A patogenia das cepas extra intestinais de Escherichia coli não é totalmente compreendida, devido à heterogeneidade observada entre os isolados e a dificuldade em se distinguir cepas
patogênicos e não patogênicos de E. coli1. Por exemplo, genes de virulência de cepas originárias de animais ou seres humanos sintomáticos também são identificados em cepas
comensais1,2. Contudo, através da análise da estrutura genética, os isolados de E. coli podem ser classificados em grupos filogenéticos que mantêm uma relação com a origem de
isolamento e a habilidade em causar doença3. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi classificar cepas de Escherichia coli patogênica para as aves (APEC) isoladas de lesões de celulite,
do trato respiratório e da cama aviária em grupos filogenéticos e relacionar com a patogenicidade in vivo.

cama aviária

(n= 44)

trato 
respiratório 
de frangos

(n= 46)

celulite

(n= 279)

369 cepas APEC isoladas de: Extração do DNA

BHI + glicerol BHI BHA

24h – 37oC 24h – 37oC

5 colônias inoculadas em 
200µL de água ultrapura

-20oC – 10 min.100oC – 10 min.14.000 g por 10 min

sobrenadante 
estocado 
a -20oC

adaptada de Clermont et al. (2000)4

Protocolo de multiplex-PCR

Reação Genes
Sequência dos primers

(5’- 3’)

Tamanho do 

amplicon (pb)

Quadruplex

chuA
F – ATGGTACCGGACGAACCAAC

R – TGCCGCCAGTACCAAAGACA
288

yjaA
F – CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
R – AATGCGTTCCTCAACCTGTG 211

TspE4C2
F – CACTATTCGTAAGGTCATCC
R – AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 152

arpA
F – -AACGCTATTCGCCAGCTTGC
R – TCTCCCCATACCGTACGCTA 400

Grupo C trpA
F – AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
R – TCTGCGCCGGTCACGCCC 219

Grupo E arpA
F – GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
R – GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 301

1) Primers e tamanho dos produtos de cada reação de multiplex-PCR

IPI = (Tmx5)  + P + Pe + Ph + A + C

Agrupamento das cepas

Alta patogenicidade IP entre 8 a 10

Média patogenicidade IP entre 4 a 7

Baixa patogenicidade IP entre 0 a 3

Associação dos grupos filogenéticos e do índice de patogenicidade in vivo

IPI = índice de patogenicidae in vivo / Tm = Tempo de Morte / P = Pericardite / Pe = Peritonite

Ph = Perihepatite / A = Aerossaculite / C = Celulite

Inoculação experimental de cada amostra em 10 pintos SPF

IP = ∑(IPI)
N

versus

Grupo filogenético

A
B1
B2
C

Souza et al. (2016)5

D
E
F

Interpretação e classificação nos grupos filogenéticos
Genótipo quadruplex

arpA chuA yjaA TspE4C2 Grupo filogenético Confirmação

+ - - - A ***

+ - - + B1 ***

- + - - F ***

- + + - B2 ***

- + + + B2 ***

- + - + B2 ***

+ - + - A ou C Reação PCR Grupo C

+ + - - D ou E Reação PCR Grupo C

+ + - + D ou E Reação PCR Grupo C

Adaptada de 

Clermont et al. (2013)4

- O protocolo de multiplex-PCR foi capaz de classificar 100% das cepas APEC em um dos
sete grupos filogenéticos propostos (Tabela 1).

Patotipo Grupo Filogenético Frequência absoluta (n) Frequência relativa (%)

APEC

A 64 17,34

B1 105 28,46

B2 41 11,11

C 24 6,5

D 34 9,21

E 45 12,2

F 56 15,18

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

A maioria das amostras foi classificada nos grupos B1 (28,46%) e A (17,34%),
considerados apatogênicos e predominantes em aves6. A distribuição de isolados
APEC nos grupos filogenéticos caracteriza-se pela variabilidade, sendo geralmente
relacionada à origem dos isolados7.

Comparando-se a distribuição dos grupos filogenéticos com o IP, constatou-se
que as amostras pertencentes aos grupos B2 e E apresentaram IP
significativamente maior em relação às amostras classificadas nos demais grupos.

A pesquisa de 38 genes de virulência de E. coli foi proposta anteriormente
para a predição da patogenicidade através do emprego de redes neurais
artificiais8. Contudo, esta predição é mais laboriosa.
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