
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainda são poucos os trabalhos que têm como objetivo a detecção e a determinação de 

padrões genéticos de virulência em P. multocida, especialmente quando relacionados às 

cepas isoladas de aves (BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009). Os resultados obtidos 

na detecção dos genes oma87, nanB, sodC e hgbB foram semelhantes aos observados 

em outros estudos citados na literatura (DAVIES et al,. 2004; EWERS et al,. 2006; 

BETHE et al., 2009). Os isolados foram agrupados em  sete diferentes perfis através da 

caracterização molecular por PCR-RFLP. Os perfis II e V foram predominantes, sendo 

identificados, em 42,11% e 17,54% das cepas respectivamente. Pesquisas baseadas na 

análise e na discriminação do gene ompH ou na estrutura do lipopolissacarídeo são 

alguns exemplos de trabalhos que empregaram a técnica de PCR-RFLP (TSAI et al., 

2011) em P. multocida com sucesso (JABBARI et al., 2005, SAI et al., 2011, SELLYEI et 

al., 2013). Os métodos moleculares apresentam melhor destaque na tipificação de P. 

multocida nos últimos anos, devido as limitações inerentes aos testes de biotipificação 

através da fermentação de carboidratos (MUHAIRWA et al., 2001) e através dos testes 

sorológicos (CARTER, 1955; RHOADES & RIMLER, 1987). De maneira semelhante, 

Jabbari et al. (2005) realizaram a amplificação de um fragmento do gene ompH e a 

posterior digestão com as enzimas de restrição EcoRI, HindIII e CfoI, conseguindo 

classificar os 25 isolados de P. multocida analisados em cinco diferentes perfis. Da 

mesma forma, no atual trabalho todas as 56 cepas foram classificadas em diferentes 

perfis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUÇÃO 

O objetivo deste trabalho foi pesquisar 04 genes de virulência (oma87, hgbB, nanB, sodC)em 56 isolados de CA provenientes da região sul do Brasil através do emprego de 

um protocolo de multiplex-PCR e caracterizar as cepas por PCR-RFLP a partir da análise do gene ompH. 

OBJETIVO 

MATERIAIS E MÉTODO 

Caracterização molecular  por PCR-RFLP 

A Cólera Aviária (CA) causada pela bactéria Pasteurella multocida apresenta diferentes graus de manifestação clínica, possivelmente devido ao desequilíbrio da relação entre 

hospedeiro e bactéria, assim como pela presença de fatores de virulência que diferem os microrganismos. Além disto, isolados originários de surtos distintos podem ser 

caracterizados através de técnicas moleculares. As principais estruturas associadas à virulência em cepas de P. multocida são a cápsula e o lipopolissacarídeo (LPS) 

(HARPER et al., 2006) Entretanto, outros diversos fatores podem ser relacionados à capacidade do agente em infectar um hospedeiro. Alguns exemplos são os genes que 

codificam proteínas externas de membrana (omph; oma87, ompA), genes que codificam enzimas do metabolismo bacteriano, como sialidases (nanH, nanB), dismutases 

(sodA, sodC) e proteínas associadas ao transporte e metabolismo do ferro (hgbA, hgbB, exBD-tonB) (EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009). A superfície celular de 

bactérias Gram-negativas apresenta uma série de proteínas de membrana externa (OMPs) que são importantes para a interação com o hospedeiro, como a proteína ompH. 

Os perfis de OMPs observados em P. multocida são variáveis e estas diferenças podem ser utilizadas em estudos de caracterização molecular. Entre as técnicas disponíveis, 

o PCR-RFLP é largamente utilizado para a análise do polimorfismo dentro de um segmento gênico (HATFALUDI et al., 2010).  

CONCLUSÃO 

RESULTADOS DISCUSSÃO 

Como todas as cepas foram isoladas de casos clínicos de CA, foram encontradas altas 

frequências dos genes estudados, possivelmente por se tratarem de cepas mais 

virulentas. O protocolo PCR-RFLP foi capaz de caracterizar os isolados e consiste em 

uma alternativa na análise da diversidade das cepas em estudos de epidemiologia 

molecular. 
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Gráfico 1: Frequência relativa e absoluta dos genes de virulência oma87, 

nanB, sodC e hgbB detectados por PCR  de 56 cepas de P. multocida 

Tabela 1: Perfis de PCR-RFLP (I – VII) gerados a partir da clivagem do produto de 

amplificação do gene ompH de aproximadamente 1000 pb com a enzima  DraI 

Grupo genético Número de cepas Frequência  relativa 

(%) 

Perfil (pb) 

I 7 12,28 131, 216, 314, 337 

II 24 42,11 314, 317, 337 

III 2 3,51 225, 750 

IV 2 3,51 430, 530 

V 10 17,54 290, 693 

VI 5 8,77 337, 631 

VII 6 12,28 305, 314, 337 

Pesquisa dos genes de virulência oma87, hgbB, nanB, sodC 

1 mL de solução 

bacteriana em 

caldo BHI 

incubada a 37°C 

por 24 h  

Extração de DNA c/ kit comercial  

NucleoSpin  ®Tissue 

Mix  da reação de 

multiplex-PCR 

(25 µL) 

Água ultrapura 

10 mM dNTPs 

Tampão 10x 

10 pmol cada primer 

1 U Taq DNA-

Polimerase 

2,5 mM MgCl2 

5 µL DNA 

Condições de amplificação  

desnaturação  inicial 94°C – 5 min. 

desnaturação  94° C - 30 s 

anelamento 55°C – 30 s          25 ciclos  

extensão  72° C – 60 s                 

extensão final 72°C – 10 min.   

 

Eletroforese  

gel de agarose 1% 

brometo de etídio 

Mix  da reação de  

PCR – gene ompH 

(25 µL) 

Água ultrapura 

2,5 mM dNTPs 

Tampão 10x 

10 pmol cada primer 

1,5 U Taq DNA-

Polimerase 

1,5 mM MgCl2 

2 µL DNA 

Produto de amplificação do gene ompH 

(aproximadamente 1000 pb) 

Mix  da reação de  

PCR -RFLP 

(20 µL) 

Água ultrapura 

Tampão 10x 

10 U de DraI 

4 µL DNA 

Banho maria 

37°C – 1h 

65°C – 20 min 

Eletroforese  

gel de agarose 2% c/ 

brometo de etídio 

Comparadas com marcador 

de peso molecular de 100 pb 

Exemplo dos perfis gerados  
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