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e associacao com a patogenicidade in vivo
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ABSTRACT

Background: Avian pathogenic E. coli (APEC) and uropathogenic E. coli (UPEC) are responsible, respectively, for avian
colibacillosis and for 80% of urinary tract infections in humans. E. coli control is difficult due to the absence of a reli-
able method to differentiate pathogenic and commensal strains. Genetic similarity between APEC and UPEC suggests a
common ancestral origin and the capability of potentially pathogenic strains to affect human health. The classification in
phylogenetic groups facilitates the identification of pathogenic strains. The objective of this work was to classify APEC
and UPEC E. coli strains into phylogenetic groups and to associate it with in vivo pathogenicity.

Materials, Methods & Results: 460 APEC and 450 UPEC strains, stored in BHI with glycerol at -80°C, were selected.
APEC strains were isolated from cellulitis, respiratory tract and poultry litter of broiler flocks from Southern Brazil. The
UPEC strains from urinary tract infection were provided by a hospital in Porto Alegre. After DNA extraction, APEC and
UPEC strains were classified into four phylogenetic groups (A, B1, B2 and D) by a multiplex-PCR protocol for the detec-
tion of the chuA and yjaA genes and the TspE4.C2 DNA fragment. Phylogenetic groups were associated with pathogenicity
indexes (PI), presented on a scale of 0 to 10, which were previously obtained through the inoculation of APEC strains in
one-day-old chicks. Phylogenetic groups were also associated with the presence of 38 virulence-associated genes. The
multiplex-PCR protocol was able to differentiate 100% of the APEC and UPEC strains in the four phylogenetic groups.
The majority of APEC strains were classified into phylogenetic groups D (31.1%) and B2 (24.1%). On the other hand,
the majority of UPEC strains were classified into B2 (53.6%). Among APEC strains, five genes (crl, mat, ompA, fimC and
fimH) were detected in more than 80% of strains in all groups. Some genes showed a significant association with specific
phylogenetic groups. Gene ireA was exclusively to group D, kpsMT 1I and cvaC to B2 and sat was exclusively to B1.
Four genes (ireA, sfa/focCD, ibeA, tsh) were detected in more than 70% of UPEC strains in all phylogenetic groups. Gene
iroN1 showed a significant association exclusively to group A, and iucD, papC and irp2 to B1 group. APEC isolated from
poultry litter presented significantly lower PIs than those isolated from cellulitis and from birds with respiratory signs.
The average PI from B2 group was significantly higher than that of D group. In addition, the PIs of the two groups were
significantly higher than those of A and B1.

Discussion: The high frequency of UPEC classified as B2 is in agreement with the literature. More virulent strains are
usually classified into B2 group and some of them may be classified into D group. On the other hand, the distribution of
APEC isolates in phylogenetic groups is characterized by variability and it is usually related to the origin of the isolates,
as observed in the study. Since E. coli strains isolated from human and poultry face similar challenges in infection es-
tablishment of extraintestinal sites, they may share some virulence genes. In this study, most of the 38 genes presented
a high frequency in both APEC and UPEC strains. As the distribution of APEC strains in phylogenetic groups showed a
significant association with pathogenicity, multiplex-PCR becomes an important tool for screening the pathogenicity of
strains isolated from the poultry production chain.
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INTRODUCAO

Aproximadamente 10% das cepas de Escheri-
chia coli sdo consideradas patogénicas, podendo causar
infeccdes intestinais e extraintestinais (ExXPEC) [9].
Entre os isolados ExPEC, destacam-se os patotipos
de E. coli patogénica avidria (APEC), causador da
colibacilose, uma das principais causas de mortalidade
dos lotes avidrios, e de E. coli uropatogénica (UPEC),
responsavel por 80% das infec¢des do trato urindrio
em seres humanos [1,8,11,14].

Como a bactéria esta distribuida no ambiente, o
controle da colibacilose ¢ dificil e depende de um méto-
do confidvel que diferencie cepas patogénicas daquelas
que habitam o trato gastrointestinal. A diminui¢do da
resisténcia do hospedeiro devido a imunodepressio
resulta em infec¢des que ndo sdo restritas a um Gnico
patotipo [3]. Assim, devido as variagcdes ambientais e
intrinsecas das cepas quanto a capacidade de causar
lesdes nos hospedeiros, experimentos in vivo para
avaliar a patogenicidade da bactéria em aves tem sido
desenvolvidos [15,17,20].

A similaridade genética entre APEC e UPEC
sugere uma origem ancestral comum e uma capaci-
dade de cepas potencialmente patogé€nicas em com-
prometer a saide humana [4]. Se estes patotipos sdo
semelhantes geneticamente, o potencial reservatério
de genes de viruléncia de cepas APEC para isolados
ExXxPEC humanos deve ser considerado [5,7]. Da
mesma forma, a classificagdo molecular de E. coli em
quatro grupos filogenéticos proposta anteriormente
[2] auxilia na identificacdo de cepas patogénicas ou
comensais [19].

O objetivo deste estudo foi realizar a classifi-
cacdo de cepas de E. coli APEC e UPEC em grupos
filogenéticos e associagdo com a patogenicidade in
vivo, genes de viruléncia e origem dos isolados.

MATERIAIS E METODOS

Cepas de Escherichia coli

Para este estudo, 460 cepas APEC e 450 cepas
UPEC estocadas a - 80°C em caldo infusao de cérebro
e coragdo (Brain Heart Infusion Broth - BHI)' com
glicerol? na propor¢ao de 4:1, foram selecionadas.
As cepas APEC foram isoladas entre 2002 e 2008 a
partir de lesdes de celulite, de quadros respiratérios e
de cama aviaria de aves de lotes de frangos de corte de
60 propriedades integradas a trés empresas avicolas da

Regido Sul do Brasil. As cepas UPEC foram cedidas
por um hospital de Porto Alegre e foram isoladas de
pacientes que apresentavam infec¢do urinaria no ano
de 2012.

Reativagdo das cepas

A reativacdo e os testes preliminares de
confirmacdo pureza das cepas foram realizados
de acordo com Lee & Nolan [10]. As cepas foram
reativadas em caldo BHI e incubadas a 37°C por 24
h. Apés este periodo, foi realizada a semeadura por
esgotamento em dgar EMB (Eosin Methylene Blue -
EMB)! e 0 material foi incubado a 37°C por 24 h. As
coldnias presentes no dgar EMB que apresentavam
coloracdo verde metalica foram avaliadas de acordo
com a sua morfologia e foram selecionadas para a
realizacdo dos testes de catalase e de oxidase, para
a coloracdo pelo método de Gram [14] e para a rea-
lizacdo de testes bioquimicos complementares [10].

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada através do
método por calor, adaptada a partir da técnica descrita
anteriormente [2]. O material foi armazenado a -20°C
até o momento da andlise por PCR.

Classificagcdo das cepas em grupos filogenéticos através
de multiplex-PCR

As cepas APEC e UPEC foram classificadas
em quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D) através
do esquema de discriminac¢do desenvolvido por Cler-
mont et al. [2], o qual é baseado na detec¢do dos genes
chuA, yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2 através
de multiplex-PCR. Pertencem ao grupo A os isolados
chuA (-), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (-). Os isolados chuA(-
), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (+) pertencem ao grupo B1,
e os isolados chuA (+), yjaA (+) e TSPE4.C2 (+/-) sdo
classificados no grupo B2. Os isolados chuA (+), yjaA
(-) e TSPE4. C2 (+/-) pertencem ao grupo D. O mix
da reagdo foi composto por 2,5 uL. de solu¢do Tampao
10x (50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCl [pH 8,31%), 2
uL de trifosfatos desoxinucleosideos (2 mM)?, 2 uL. de
cada primer ou oligonucleotideo (20 pmol) 3, 1,5 U de
GoTaq Hot Start Polymerase’, 1,5 mM de MgCl?, 5 uL.
de DNA e dgua ultrapura para completar um volume
final de 25 pL. A sequéncia dos primers selecionados?
e o tamanho esperado dos amplicons estdo descritos
na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers e tamanho dos fragmentos de amplificacdo dos genes pesquisados para determinagio dos grupos

filogenéticos.

Sequéncia dos primers Tamanho do . .
Gene oA, . Referéncia dos primers
5°-3) amplicon (pb)

A F - GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 0]
. R - TGCCGCCAGTACCAAAGACA
. F - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG

yjaA 211 (2]
R - ATGGAGAATGCGTTCCTCAA
F - GAGTAATGTCGGGGCATTCA

TspE4C2 152 [2]

R - CGCGCCAACAAAGTATTACG

As reagdes de amplificagdo foram realizadas
em termociclador Thermal Cycler 2720%, sob as seguin-
tes condi¢des: desnaturacio inicial a 94°C por 5 min;
seguida de 30 ciclos de desnaturacio a 94°C por 30 s,
de anelamento a 55°C por 30 s e de extensdo a 72°C
por 30 s; além da extensdo final a 72°C por 7 min. A
eletroforese dos produtos amplificados foi desenvol-
vida em gel de agarose® a 1,5% corado com brometo
de etideo’. As imagens foram capturadas digitalmente
por um sistema de captagdo AlphaDigDoc Pro® e foram
posteriormente interpretadas.

Associagdo dos grupos filogenéticos com os indices de
patogenicidade

O grupo filogenético de cada cepa APEC foi asso-
ciado aos indices de patogenicidade in vivo obtidos através
da inoculag@o experimental de pintos comerciais com 01
dia de idade [20]. Neste trabalho prévio, 0,1 mL de um
inéculo bacteriano contendo 10 UFC/mL foi inoculado
através da via intraperitoneal. As aves foram avaliadas
quanto a presenca ou auséncia de cinco lesdes macrosco-
picas e quanto ao tempo de morte por um periodo de 07
dias. Desta forma, as cepas foram classificadas em indices
de patogenicidade (IP) em uma escala de 0 a 10 [20].

Associagdo dos grupos filogenéticos com a pesquisa de
genes de viruléncia

A classificag@o das cepas dos patotipos APEC
e UPEC em grupos filogenéticos foi associada com a
presenca de 38 genes associados a viruléncia da bactéria.
Entre estes, genes responsdveis pela capacidade de ade-
sdo (afa/draB, crl, fimC, fimH, hra, iha, papC, papG, sfa/
focC, tsh, mat e felA), invasdo (gimB, ibeA, tia e cvaC),
aquisicao de ferro (chuA, fyuA, ireA, ironA, irp2, iucD,
sitD/chr, sitDep e iutA), resisténcia sérica (cvi/cva, iss,
neuC, kpsMT II, ompA e traT), toxinas (astA, cnfl/2,

sat, vat e hlyA), transporte sérico (pic) e genes de ilhas
de patogenicidade (malX). A pesquisa destes genes foi
previamente realizada através do emprego de protocolos
de multiplex-PCR desenvolvidos anteriormente [21].

Andlises estatisticas

A andlise de estatistica descritiva foi empregada
para a determinacao da frequéncia absoluta e relativa das
cepas em cada um dos grupos filogenéticos. Os testes
nao paramétricos do Qui-quadrado (y?) e o Teste Exato
de Fisher foram utilizados para determinar se existe
associacdo dos grupos filogenéticos e da presenca indi-
vidual dos 38 genes de viruléncia selecionados. O teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para a
comparacao das médias dos indices de patogenicidade
das cepas APEC e UPEC conforme o grupo filogené-
tico. O programa PASW foi utilizado para as andlises
estatisticas, adotando-se como referencial o nivel de
significancia de 5% e o nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS

O protocolo de multiplex-PCR adaptado foi
capaz de diferenciar 100% das cepas de E. coli APEC
e UPEC nos quatro grupos filogenéticos propostos. As
frequéncias relativa e absoluta dos grupos filogenéti-
cos observados estdo descritos na Tabela 2. Quanto a
distribui¢do das cepas APEC, 31,1% (90/460) foram
classificadas no grupo D, 25,2% (111/460) no grupo
B2, 24,1% no grupo B1 (116/460) e 19,6% (143/460)
no grupo A. Em relag@o ao patotipo UPEC, a frequéncia
relativa foi de 53,6% no grupo B2 (241/450), 25,3%
(114/450) no grupo D, 15,1% (68/450) no grupo A e
apenas 6,0% (27/450) no grupo B1.

Na Tabela 3 estdo descritas as frequéncias re-
lativas dos genes de viruléncia pesquisados para cada
grupo filogenético das cepas APEC e UPEC.
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Tabela 2. Distribui¢ao dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) observados nas 460 cepas de Escherichia coli APEC e 450 cepas
de Escherichia coli UPEC obtidos através da técnica de multiplex-PCR.

Patotipo Grupo Filogenético Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)
A 90 19,6
B1 111 24,1
APEC
B2 116 25,2
D 143 31,1
A 68 15,1
B1 27 6,0
UPEC
B2 241 53,6
D 114 25,3

Tabela 3. Frequéncia relativa (%) dos 38 genes de viruléncia pesquisados para cada grupo filogenético (A. B1, B2 e D) entre as 460 cepas
de Escherichia coli APEC e 450 cepas de Escherichia coli UPEC.

APEC UPEC
Gene
A Bl B2 D A Bl B2 D

crl 98,9 96,4 94,8 93,0 95,6 96,3 90,9 96,5
papG 8,9 72 16,4 13,3 69,1 70,4 68,5 86,0
fimH 93,3 86,5 94,8 95,8 25,0 14,8 41,1 20,2
mat 90,0 84,7 83,6 85,3 82,4 92,6 88,4 92,1
sfa/focCD 0,0 0,9 4,3 1,4 29 3,7 31,5 10,5
afa/drab 10,0 72 5,2 5,6 23,5 25,9 20,7 16,7
iha 11,1 4.5 9,5 12,6 11,8 18,5 31,5 32,5
hrlA 30,0 30,6 49.1 42,0 52,9 37,0 64,3 447
fimC 97,8 93,7 98,3 96,5 88,2 85,2 78,0 75,4
papC 27,8 23,4 25,0 30,1 50,0 37,0 67,2 66,7
tsh 35,6 22,5 58,6 51,7 11,8 3,7 18,3 7,9
felA 0,0 72 5,2 7,0 19,1 22,2 22,4 18,4
cnfl/2 1,1 0,9 6,9 2,1 35,3 33,3 69,7 56,1
hlyA 10,0 3,6 34 7,0 25,0 7.4 53,1 15,8
sat 35,6 432 13,8 21,7 67,6 63,0 52,3 57,9
vat 13,3 6,3 34,5 30,8 36,8 25,9 59,3 28,1
EASTI 48,9 432 422 48,3 30,9 7.4 15,4 11,4
ireA 38,9 26,1 58,6 74,8 5,9 11,1 19,9 13,2
fyuA 24.4 10,8 58,6 40,6 42,6 29,6 79,3 57,9
sitD.ep 64,4 55,9 73,3 72,7 32,4 25,9 13,3 20,2
iroN1 64,4 64,9 71,6 71,3 29,4 29,6 44,8 19,3
sitD 30,0 29,7 422 18,9 39,7 40,7 74,3 46,5
chuA 1,1 0,0 101,7 98,6 25,0 29,6 83,4 85,1
iucD 61,1 54,1 83,6 86,0 50,0 25,9 56,0 66,7
irp2 28,9 21,6 69,0 60,8 54,4 37,0 72,2 61,4
iutA 55,6 50,5 76,7 82,5 89,7 85,2 94,2 96,5
neuC 33,3 11,7 38,8 14,0 44,1 44 .4 29,0 31,6
traT 88,9 82,9 93,1 91,6 63,2 74,1 58,9 62,3
kpsMTII 58,9 58,6 75,9 64,3 63,2 77,8 88,0 88,6
ompA 101,1 92,8 95,7 94,4 95,6 92,6 87,6 92,1
cvi/eva 48,9 55,0 61,2 45,5 54,4 37,0 50,6 52,6
iss 64,4 71,2 79,3 74,8 42,6 44 .4 423 35,1
cvaC 46,7 36,9 74,1 44,8 22,1 14,8 33,2 27,2
ibeA 18,9 19,8 46,6 23,8 29 7.4 22,4 12,3
gimB 14,4 14,4 24,1 10,5 16,2 7.4 15,8 13,2
tia 322 14,4 25,9 25,9 50,0 48,1 53,9 39,5
malX 23,3 16,2 34,5 11,9 42,6 55,6 81,7 49,1
pic 7,8 6.3 18,1 32,2 14,7 22,2 29,5 28,9




S.L.S.Rocha, T.Q. Furian, K.A. Borges, et al. 2017. Classificacdo de Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) e de Escherichia coli uropa-

togénica (UPEC) em grupos filogenéticos e associacéo...

Acta Scientiae Veterinariae. 45: 1466.

Em relacdo a associacdo estatistica entre a
presenca de um determinado gene de viruléncia e os
grupos filogenéticos no patotipo APEC, dez genes
(cnfl/2, hiyA, EASTI, tia, sfa/focCD, afa/drab, ihA,
felA, papG, traT) ndo apresentam associacao com ne-
nhum dos grupos, e cinco deles (crl, mat, ompA, fimC
e fimH) apresentaram uma frequéncia superior a 80%
em todos os grupos. Os genes ireA, sitD ep, iroNl,
chuA, iuCD, iutA e iss apresentaram associagao com o
grupo filogenético D, sendo ireA exclusivamente com
este grupo. Os genes sitD ep, iroN1, chuA, iuCD, iutA,
kpsMT 11, iss e cvaC demonstraram associagdo com o
grupo B2, sendo kpsMT 11 e cvaC exclusivamente com
este grupo. Apenas 0os genes iss € sat apresentaram
associacdo com o grupo B1, sendo sat exclusivamente
com este grupo.

Em relac@o a associacd@o estatistica entre a
presenca de determinado gene de viruléncia e os
grupos filogenéticos no patotipo UPEC, 15 genes (crl,
sat, mat, afa/drab, neuC, fimC, piC, ompA, gimB, traT,
cvi/eva, iss, felA, iutA e cvaC) nao apresentam associa-
¢do com nenhum dos grupos, e quatro deles (ireA, sfa/
focCD, ibeA e tsh) apresentaram frequéncia superior a
70% em todos os grupos. Os genes fyuA, iroNle chuA,
ihA, papG, fimH, cnf /2 e hlyA estdo associados com
o grupo A, sendo iroNI associado exclusivamente
com este grupo. Os genes fyuA, chuA, iucD, irp2,
cnf Va, hlyA, vat, EASTI, adesina ihA, papG, papC e
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Figura 1. Associacdo do indice de patogenicidade (IP) com a origem de
isolamento das 460 cepas de Escherichia coli APEC.

fimH estdo relacionados com o grupo B1, sendo os
genes iucD, papC e irp2 associados exclusivamente
com este grupo. sitD ep e EASTI estdo associados
com o grupo B2, e hlyA, sitD ep, vaT, EASTI e finH
com o grupo A.

No Gréfico 1 estdo descritas as associacdes en-
tre o IP em base log e a origem de isolamento das cepas
APEC. Observou-se diferenca significativa entre os IPs
conforme a fonte de isolamento. As cepas isoladas de
cama avidria apresentaram indices de patogenicidade
significativamente menores (P < 0,05) do que aquelas
isoladas de lesdo de celulite e do trato respiratorio.

No Griéfico 2 estdo demonstradas a associacao
estatistica dos grupos filogenéticos com a média do IP
das 460 cepas de E. coli APEC que foram classificadas
nos quatro grupos.

Os resultados demonstram diferenca signifi-
cativa (P < 0,05) entre os IPs médios obtidos in vivo
conforme a classificacdo em grupos filogenéticos.
As cepas do grupo B2 apresentaram um indice de
patogenicidade médio de 7,18, seguido pelo grupo D
com a média de 6,10 e das cepas dos grupos A e B1,
considerados comensais, com médias do IP de 4,12
e 4,64, respectivamente. A média do IP das cepas do
grupo B2 foi significativamente maior (P < 0,05) em
relacdo a média do grupo D. Além disto, os IPs destes
dois grupos foram significativamente superiores aos
indices das cepas dos grupos A e B1.
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Figura 2. Associa¢@o dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D)
observados com a média dos indices de patogenicidade (IP) para as 460
cepas de Escherichia coli APEC. Letras diferentes representam diferenca
significativa (P < 0,05).
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DISCUSSAO

O protocolo de multiplex-PCR para a classifica-
¢do filogenética de E. coli permitiu a diferenciacdo das
cepas selecionadas. Destaca-se que Clermont et al. [2]
compararam os resultados obtidos através do multiplex-
-PCR com as classificacdes atribuidas através do método
de MLST (Multi Locus Sequence Typing), selecionando-
-se cepas de uma colecio de referéncia (ECOR) recupe-
radas a partir de diferentes hospedeiros e habitats.

A classificacdo majoritdria de cepas UPEC no
grupo B2 observado neste estudo € ratificada em dife-
rentes pesquisas citadas na literatura [7,22]. Rodrigues-
-Siek et al. [18] classificaram 65% dos isolados UPEC
provenientes de pacientes internados na UTI (Unidade
de Terapia Intensiva) no mesmo grupo. Cepas virulentas
geralmente classificam-se no grupo B2, apesar de al-
guns exemplares poderem ser classificados no grupo D
[2,6,19]. E importante salientar que a maior frequéncia
de cepas no grupo B2 no estudo era esperada, uma vez
que as mesmas foram isoladas de pacientes que procu-
raram o hospital devido a suspeita de infec¢io urinaria.

A fronteira entre o comensalismo e a viruléncia
resulta de um complexo equilibrio entre o stafus imune
do hospedeiro e a presenca ou expressdo de fatores de
viruléncia nas bactérias [16]. A condicdo imunolégica
do hospedeiro, além da condicao sanitdria, também
se refere a fatores associados. Entre as cepas UPEC,
houve uma maior frequéncia de isolados de pacientes
do sexo feminino (80,6%). Os fatores de risco do
hospedeiro que propiciam o estabelecimento de cis-
tites, como a gravidez e a diabetes, estdo associados
a maior patogenicidade da bactéria [6]. Contudo, as
cepas foram classificadas no grupo filogenético B2
(53,2%), independentemente do género do paciente.
Isto €, ndo houve associagdo significativa (P > 0,05)
entre o sexo e a classificacio dos isolados nos quatro
grupos filogenéticos.

Por outro lado, a distribuicdo das cepas do
patotipo APEC ndo ocorreu de maneira similar ao de
outros trabalhos, os quais geralmente descrevem a
predominancia do grupo A [7,18,22]. A distribuicao
de isolados do patotipo APEC nos grupos filogenéticos
caracteriza-se pela variabilidade, sendo geralmente
relacionada a origem dos isolados [2]. Esta situagio
foi observada neste estudo, considerando-se os grupos
filogenéticos das cepas e a sua relacdo com a origem -
cama, celulite, les@o respiratdria - e a patogenicidade
dos isolados.

Uma vez que as estirpes de E. coli isoladas de
humanos e de aves enfrentam desafios semelhantes ao
estabelecer a infec¢do em locais extra-intestinais, estas
podem compartilhar genes de viruléncia e a capacidade
de causar doenga [9,12]. No atual estudo, a maioria dos
38 genes de viruléncia pesquisados apresentou uma alta
frequéncia entre os patotipos APEC e UPEC. Embora
pesquisas anteriores também tenham comparado os
genes de viruléncia entre cepas UPEC e APEC, nido
existem estudos que analisem a expressdo dos genes
de viruléncia especificos entre estes patotipos em um
mesmo modelo de desafio in vivo [22]. Assim, esta con-
siste em uma importante etapa futura a ser realizada.

Os resultados demonstram que a classifica-
cao de E. coli em grupos filogenéticos a partir de um
protocolo de multiplex- PCR permite inferir a pato-
genicidade da bactéria. Anteriormente, a pesquisa de
38 genes de viruléncia de E. coli foi proposta como
varidvel para a predi¢do da patogenicidade da mesma
bactéria através do emprego de redes neurais artificiais
[21]. Contudo, esta etapa fundamental, que consiste na
elaboragdo de reacdes de multiplex-PCR, é laboriosa,
pois envolve a realizaco de seis diferentes protocolos,
ainterpretacdo a partir da visualizagdo de diversas ban-
das de DNA em gel, além do longo periodo necessario
para obtengdo dos resultados.

Por outro lado, a classificacdo de E. coli em
grupos filogenéticos através do protocolo selecionado
no atual estudo envolve uma udnica reacdo. Como a
distribui¢do das cepas APEC nos grupos filogenéticos
apresentou associacao significativa com a patogenici-
dade, o multiplex-PCR torna-se uma importante fer-
ramenta disponivel para o screening da patogenicidade
das cepas isoladas na cadeia avicola.

CONCLUSOES

O protocolo de multiplex-PCR adaptado foi
capaz de diferenciar 100% das cepas APEC e UPEC
nos grupos filogenéticos propostos, demonstrando ser
uma importante ferramenta para o acompanhamento
da flutuagdo da patogenicidade das cepas de E. coli.
Os grupos D e B2 foram predominantes entre as cepas
APEC, enquanto o grupo B2 foi majoritario entre cepas
UPEC. Observou-se associa¢do dos grupos com a ori-
gem de isolamento e com a patogenicidade das cepas,
assim como com os indices de patogenicidade cepas
dos grupos B2 e D apresentaram indices superiores aos
observados pelas cepas dos grupos A e B1.
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