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Introducao

Escherichia coli patogénicas aviarias (APEC) séo a causa de doencas extra-intestinais, qgue podem se manifestar na forma de infeccdes localizadas ou
sistémicas, em aves domeésticas e selvagens. Um pavao de uma propriedade particular apresentou inapeténcia e diarréia seguidas de oObito. A
necropsia da ave detectou figado friavel (de facil fragmentacao), congesto e marrom, rim hipertrofiado, peritonite e aerossaculite leves, entre outros
sinais caracteristicos de infeccao sistémica causada por APEC. O objetivo deste trabalho foi analisar os isolados obtidos do figado, coracdo, medula
0ssea, intestino, rim e pulmao desta ave a fim de verificar se representavam ou nao a mesma cepa bacteriana.

Resisténcia a Agentes Antimicrobianos

Alguns agentes antimicrobianos sao utilizados na avicultura para prevenir infeccoes e promover o crescimento. Os isolados foram analisados quanto a
resisténcia/suscetibilidade a 15 agentes antimicrobianos, através do método de disco-difusao. Todos os isolados apresentaram resisténcia a
bacitracina, tetraciclina e trimetoprim. Os isolados apresentaram resisténcia a sulfa-trimetoprim, a excecao dos de pulméo e coracao; e a sulfonamidas,
a excecao do de intestino (Tabela 1).

Tabela 1. Analise da resisténcia/suscetibilidade dos isolados a 15 agentes antimicrobianos, através do método de disco-difusao.

Resiténcia Antimicrobianos

Cepa Codigo | ampicilina | bacitracina | cefalotina | ceftiofur ciprofloxacino | cloranfenicol | enrofloxacino | gentamicina | neomicina | nitrofurantoina | norfloxacino sulfa trimetoprim sulfa+tri tetraciclina
pulméo PV1 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente sensivel resistente
rm PV2 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente resistente | resistente
coracgao PV3 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente sensivel resistente
intestino PV4 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente | resistente
figado PV5 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente resistente | resistente
fémur PV6 sensivel resistente sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel sensivel resistente resistente resistente | resistente

Tipagem Filogenética
A tipagem filogenética foi realizada através do método EcoR, que separa os isolados nos grupos A (comensais de humanos e outros animais),
Bl(patogénicos de animais), B2 e D (causadores de infeccoes extra-intestinais) (Figura 1). Os isolados testados sao todos pertencentes ao grupo Bl

(Figura 2).
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Figura 1.Gel de eletroforese mostrando o padréo de bandas determinado pelo
método EcoR. Grupos: A-linhas 1 e 2; B1-linha 3; D-linhas 4 e 5; B2-linhas 6 e
7.

Figura 2.Gel de eletroforese mostrando o padréo de bandas dos isolados
testados, indicando que todos pertencem ao grupo B1l.

* Todas as reagdes de PCR foram realizadas em 20 pl contendo 2 pl 10x tampé&o PCR, 1,2 pl 50 mM MgCl, , 2,5 U Taq
DNA polimerase (CENBIOT), 0,5 pl 10 mM de cada dNTP, 0,1 yL (100 pmol) de cada par de oligonucleotideo iniciador e 3
ML (40 ng) DNA da amostra. As reacdes foram submetidas nas seguintes condicbes em um termociclador: 4 min at 94° C,
30 ciclos de 5 s a 94° C e 10 s a 59° C com um ciclo final de 5 min a 72° C, e posteriormente mantidos a 4° C até o
processamento da amostra.
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Analise Filogenética
A analise do perfil filogenético foi realizada atravées do método ARDRA (Analise de Restricao de DNA Ribossomico Amplificado), baseado na variacao
do espacamento intergénico na regiao 16S-23S do DNA ribossomico. Todos os isolados testados apresentaram o0 mesmo padrao de restricao (Figura
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*Todas as reacOes de PCR foram realizadas em 50 pl contendo 5 pl 10x tampao
PCR, 1,5 pl 50 mM MgCl, , 2 U Taq DNA polimerase (CENBIOT), 1 pl 10 mM de
cada dNTP, 0,6 pL (600 pmol) de cada par de oligonucleotideo iniciador (16S14F
e 23S1r) e 4 pL (40 ng) DNA da amostra. As reacdes foram submetidas nas
seguintes condicdes em um termociclador: 35 ciclos de 30 s a 94° C, 30 s a 55°
C, e 2 min a 72° C, com um ciclo final de 5 min a 72° C, e posteriormente
mantidos a 4° C até o processamento da amostra. Oito pl do produto da PCR
foram digeridos com 5 U das enzimas de restricdo Rsal, Hinfl ou Tagl e 5 ul do
tampao correspondente. A reacao foi incubada na temperatura de 37° C (Rsal ou
Hinfl ) ou 65° C (Taqgl) por 6 h e mantidas 4° C para posterior processamento da
amostra.
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Figura 3. Analise filogenética através do meétodo ARDRA: A. Amplificacdo da regiao 16S-23S do DNA ribossomico;
B. Digestéao do resultado da amplificacdo com as enzimas de restricao rsal; C. Digestao do resultado da amplificacao com as
enzimas de restricao hinfl e D. Digestao do resultado da amplificacdo com as enzimas de restricao taq I.

Fatores Associados a Viruléncia (VAGS)

Os fatores de viruléncia mais frequentemente associados a patogenicidade de APEC séao as fimbrias de aderéncia F1 e Tsh, o sistema sideréforo
aerobactina, a proteina iss, a capsula K e a producao de colicina V. Foi realizada a genotipagem dos seis isolados quanto a 33 fatores associados a
viruléncia, através de PCR Multiplex. Todos os isolados apresentaram os mesmos fatores de viruléncia (Tabela 2).

Tabela 2. Prevaléncia de fatores associados a viruléncia em isolados APEC*

Multiplex | Multiplex Il Multiplex Il Multiplex IV Multiplex V

Cepa Cddigo sfa/foc | malX | neuC iha hrlA fimC | pic kpsM sit ep ompA iroN gimB | sitchr | traT ibeA chuA vat tsh iucD colVv papC irp2 iss astA mat fyuA tia ireA crlA sat | Cnf1/2 hlyA afa/dra
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fémur

* Todas as reacdes de PCR foram realizadas em 25 pl contendo 2.5 pl 10x tampé&o PCR, 2 pl 50 mM MgCl, , 2 U Tag DNA polimerase (CENBIOT), 0,5 pl 10 mM de cada dNTP, 0,1 pL (100 pmol) de cada par de oligonucleotideo iniciador e 4 pL (40 ng) DNA
da amostra. As reacdes foram submetidas nas seguintes condicdes em um termociclador: 3 min at 94° C, 25 ciclos de 30 s a 94° C, 30 s a 58° C, e 3 min a 68° C, com um ciclo final de 10 min a 72° C, e posteriormente mantidos a 4° C até o
processamento da amostra.

Conclusoes

A analise através do método ARDRA mostra que os isolados apresentam o mesmo padrao de bandas resultante da amplificacao da regiao 16S-23S do
DNA ribossomico. Os isolados também pertencem ao mesmo grupo, de acordo com a classificacao pelo método EcoR, e apresentam 0S mesmos
fatores de viruléncia. Tais resultados indicam que os isolados representam a mesma cepa bacteriana. No entanto, alguns isolados apresentaram
diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos. Isso pode ocorrer pela aquisicao de pequenos plasmideos que conferem resisténcia a

antimocrobianos e sao faciimente transferidos.
Apoio: CNPg / MAPA, PROPESQ-BIC



