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INTRODUCAO

/A colibacilose esta relacionada com grandes prejuizos na avicultura industrial e a Escherichia coli patogénica das Aves (APEC) é o\
agente etiologico desta enfermidade. A identificacao deste patogeno e dificultada pela presenca de cepas comensais na microflora
intestinal (AFEC - Avian Fecal Escherichia coli). Atualmente ja € conhecido que APECs diferem dos AFECs por carregarem um
grande conjunto de fatores de viruléncia (FV) majoritariamente localizados em plasmideos. Atualmente a diferenciacao destas
cepas é baseada na deteccao dos FVs plasmidiais iroN, iss, iutA, hlyF e ompT pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Nosso
grupo tem trabalhado no desenvolvimento de uma metodologia mais pratica e rapida para deteccao dos mesmos FVs pela PCR em
tempo real. Até 0 momento, obteve-se éxito no acerto dos alvos hlyF, ompT e iroN gque apresentaram 100% de concordancia de
resultados com a PCR convencional (padrao ouro). Observou-se, porém, que a amplificacdo conjunta dos alvos IutA e iIss

\apresentou uma concordancia mais reduzida, devido a resultados falsos positivos gerados pelo iss.
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OBJETIVO
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O presente trabalho teve como objetivo melhorar
eficiencia do teste, atraves da utilizacao de 2 novas
combinacoes de Iniciadores para deteccao de Iss testadas
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Gonjuntamente com IutA. y
MATERIAIS E METODOS
/ Deteccao \
Extracao (gel de poliacrilamida)

111 amostras de E. coll  amplificacdes de iss e
(61 APECs e 50 AFECs), iUtA

Deteccao
(grafico de amplificacéo)

Amplification Plot

RT-PCR Real Time
Amplificacoes das 2 combinacdes (ISS 1 e ISS 2)
ambas em duplex com iuta.

tecnicas é demonstrada na tabela 1.
Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores dos dois métodos.

A primeira combinacao de Iniciadores (iss 1) consistiu de
seguéencias presentes na regiao interna do gene Iss e a
segunda (iss 2) uma sequéencia interna ao ISS e outra que
se localiza numa regiao adjacente ao gene (sequéncia
plasmidial). A sequéncia dos Iniciadores de ambas as
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Name Sequéncia de oligonucleotideos (50-30)% Ge.né

Posicao

TTTCTGCACCGCCACAAA 476-493

— | iss-1 CGGGAATTGGACAAGAGAAAAC 437-458

g VIC-TTTGGCTGCATCAAC-NFQ 460-474

S TTTCTGCACCGCCACAAA 476-493

2 iss-2 CAGCAACCCGAACCACTTGATG 20-41*

= VIC-TTTGGCTGCATCAAC-NFQ 460-474

x CGGTGGCGTACGCTATCAGT 897-916

o iutA GCGCGTAGCCGATGAAAT 858-875

FAM-CACTGAAAACAAGATTGAT-MGB 877-895

C_SG s CAGCAACCCGAACCACTTGATG 20-41*

Y g AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 324-344
E_) “é _ GGCTGGACATCATGGGAACTGG 1499-1520
8 A CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 1219-1239
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RESULTADOS
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O alvo IutA apresentou os mesmos resultados nas 2 combinacoes

na PCR em tempo real quando comparadas com a PCR
convencional (tabela 2), indicando estar adequado para a tipificacao
de APECs.

Comparando os resultados das combinacoes iIss 1 e ISs 2, com 0
teste padrao, verificou-se aumento na especificidade, concordancia
e indice Kappa, como € mostrado na tabela 2.

Tabela 2: Analise comparativa das combinacoes 1 e 2 no duplex com iutA

PCR convencional X PCR em Tempo Real

IUtA ISs 1 ISS 2
Concordancia 100% 84,7% 100%
Especificidade 100% 66,7% 100%,
Sensibilidade 100% 100% 100%
Kappa 1 0,68 1

O teste de X2 demonstrou gue a comparacao da combinacao iss 1
com a PCR convencional apresentou diferencas significativas (p
<0,05), enquanto a segunda combinacao apresentou melhores
resultados, sem diferencas significativas.

A estrategia da combinacao 2, que inclui um iniciador no gene iss e
outra na regiao plasmidial adjacente ao gene foi utilizado também
no desenho dos iniciadores deste alvo na PCR convencional. Y

CONCLUSAQ

(Para tipificacao conjunta dos 5 FVs utilizando a nova combinac;éo\

de Iniciadores, verificou-se completa concordancia de resultados,
emonstrando que a nova téecnica € adequada para diferenciacao
e APECs de AFECs. Y
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