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RESUMO

Pasteurella multocida é um bactéria gram-negativa causadora de diversas doencas de
importancia econdmica, incluindo-se rinite atrofica em suino, septicemia hemorragica em
ungulados, doengas respiratdrias em coelhos e cdlera aviaria (CA) em aves. A CA deve ser
considerada como diagndstico diferencial de doencas de notificacdo obrigatoria que cursam
com morte subita A caracterizacdo fenotipica é uma ferramenta de diagnostico demorada e
pouco empregada, mas que apresenta grande importancia para obtencdo de dados
epidemioldgicos e melhor conhecimento das propriedades do patdégeno estudado. Os objetivos
deste estudo foram a identificacdo, através de testes bioquimicos, da subespécie e do biovar a
que pertencem 59 estirpes de P. multocida isolados de casos clinicos de CA, além da deteccao
do gene Exbd-tonB, envolvido no mecanismo de aquisicdo de ferro, através de PCR. A
maioria dos isolados analisados pertence a subsp. multocida (52), destes 21 cepas pertencem
ao biovar 3, o qual foi o mais frequente, cinco ao biovar 1, quatro ao biovar 2, oito ao biovar 9
e 14 cepas ao biovar 13. A subespécie septica foi identificada em seis isolados, que foram
classificados nos biovares 5, 7 e 10. Apenas um isolado foi identificado na subespécie
gallicida e este pertence ao biovar 8. O gene exBD-tonB foi amplificado em 100% das cepas
do estudo. A alta frequéncia do gene exBD-tonB observada no estudo e em trabalhos
anteriores sugere que este gene pode ser usado em protocolos de PCR para o diagnéstico
molecular em casos suspeitos de CA.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, Colera Aviéria, biovar, PCR, gene exBD-tonB



ABSTRACT

Pasteurella multocida is a gram-negative bacteria causative of various diseases that
are of significant economic importance incluiding artrohic rhinitis in swine, hemorrhagic
septicemia in ungulates, respiratory diseases in rabbits and fowl cholera (FC) in bird. The FC
should be considered in the differential diagnosis in notifiable diseases that presente whit
sudden death. Phenotypic chacterization is a time consuming diagnosis and rarely used, but it
has great importance for obtaining epidemiological information and better knowlegde of the
properties of the target pathogen. The objectives of this study were identify, though
biochemical test, the subspecies and biovars that 59 strains of P. multocida isolated from
clinical cases of FC belong, beside the detection of the gene exBD-tonB, involved in the iron
uptake mechanisms, through PCR. Fifty two of the isolates belong to P. multocida ssp.
multocida, of these 21 were biovar 3, wich was the most frequent. The other biovas that were
identify and belong to subspecie multocida were biovar 1 with five isolates, biovar 2 with four
isolates, biovar 9 with eigth isolates and biovar 13 with 14 isolates. The subspecie septica had
six strains that belong to biovar 5, 7 e 10. The subspecie gallicida had only one isolate that
belong to the biovar 8. The exBD-tonB gene was amplified in 100% of strains of the study.
The high frequence of exBD-tonB gene observed in the study and in previous studies suggest
that this gene can be used in PCR protocols for molecular diagnosis in suspected cases of FC.

Key-words: Pasteurella multocida, Fowl Cholera, biovar, PCR, exBD-tonB gene
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira esta em constante desenvolvimento. Segundo o Relatorio
Anual da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF) de 2013, o Brasil é o terceiro maior
produtor de carne de frango e o maior exportador mundial do setor. Em 2012 foram
produzidos 12,645 milhGes de toneladas, houve uma reducdo de 3,17% em relacdo ao ano
anterior. Da produgédo total de carne de frango, 69% séo destinados ao mercado interno para
suprir o consumo per capita de 45kg de carne de frango por ano. Em 2012 foram exportados
3,918 milhdes de toneladas do produto o que significou uma pequena retracdo de 0,6% em
relacdo a 2011. Entretanto, h& grandes chances de expansdo dos produtos de exportacdo
brasileira nos préximos anos, principalmente devido ao crescimento econdmico dos paises
subdesenvolvidos, que tera por consequéncia uma maior demanda por proteina de qualidade e
de baixo custo. O Brasil apresenta todos os fatores para liderar o fornecimento de carne de
frango para esses paises, pois possui grandes extensdes de terra, alta produgéo de graos, méo
de obra barata e tecnologia no setor (UBABEF, 2013).

O aumento constante dos volumes de producdo agricola resulta em uma grande
intensificacdo da avicultura industrial. Essa intensificacdo predispde ao maior aparecimento
de doengas, especialmente as respiratorias como colera aviaria (CA). A CA é uma doenca
aguda e septicémica, que afeta aves domeésticas e silvestres de todas as idades e deve ser
considerada no diagndstico diferencial de doencas de notificacdo obrigatéria com morte
subita.

O agente da CA é a Pasteurella multocida, uma bactéria gram-negativa que pertence
a familia das Pasteurelaceae. Desta familia fazem parte os géneros Pasteurella,
Haemophillus, Avibacterium, Actinobacillus, entre outros. A gravidade e a incidéncia da P.
multocida € dependente de fatores tanto associados com o hospedeiro (incluindo espécie e
idade das aves infectadas), quanto do ambiente e da cepa envolvida (CHRISTENSEN &
BISGAARD, 2000). A bactéria P. multocida é dividida em trés subespécies (multocida,
septica e gallicida). Baseando-se nas diferentes habilidades de fermentacdo de carboidratos
das cepas de P. multocida, Fegan et al. (1995) e Blackall et al. (1997) classificaram-nas em 13
biovares distintos.

Embora a CA seja uma doenca de importancia econdémica, poucos estudos tém sido
realizados, no Brasil, para melhor caracterizagdo e conhecimento do agente da doenca a P.
multocida. Portanto, os objetivos do atual estudo sdo: a identificacdo através de testes

bioquimicos da subespécie e do biovar a que pertencem as cepas de P. multocida isolados de
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casos clinicos de CA; além da deteccdo do gene exBD-tonB envolvido no mecanismo de
aquisicao de ferro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os primeiros estudos sobre a doenca foram realizados em 1782 por Chabert, contudo
0 nome cOlera aviaria (CA) comecou a ser utilizado em 1836 pelo pesquisador francés
Maillet. Posteriormente, Perroncinto (1877) e Semmer (1878) observaram uma bactéria com
formas arredondadas, que ocorria tanto sozinha como em pares nos tecidos de aves afetadas
pela enfermidade. Neste mesmo periodo, Bollinger associou esse microrganismo a um agente
que causava septicemia hemorragica em aves silvestres e bovinos. Em 1879, Toussaint
efetuou o isolamento da bactéria e provou que esta causava CA (LIMA & ANDREATTI,
2007; NASCIMENTO et al., 2009). No entanto, dois anos depois foi Pasteur quem fez a
primeira descricdo completa da bactéria P. multocida, como agente causador da CA
(HARPER et al., 2006).

2.1 Pasteurella multocida

Esta bactéria pertence ao género Pasteurella, o qual faz parte da familia das
Pasteurellaceae. Outros 10 géneros também pertencem a esta familia, entre estes temos:
Avibacterium, Actinobacillus e Haemophillus (NASCIMENTO et al., 2009). Esses
microrganismos sao 0s agentes de varias doengas com significativa importancia econémica
para a pecuéria, incluindo-se CA nas aves, septicemia hemorragica em ungulados, rinite
atrofica em suinos (BOYCE et al., 2010) e doencas respiratdrias em coelhos (STAHEL et al.,
2009).

P. multocida é um bastonete gram-negativo, ndo hemolitico, aerébio e anaerébio
facultativo, que pode ocorrer sozinha ou em pares. A bactéria é imével, ndo formadora de
esporos e possui um tamanho entorno de 0,25-0,4um de largura por 0,6-2,6um de
comprimento. Depois de repetidos cultivos em agar, a bactéria pode tornar-se pleomorfica
(LIMA & ANDREATTI, 2007; GLISSON et al., 2008). A presenca da capsula pode ser
demonstrada através de métodos indiretos de coloracdo. Quando esfregacos de sangue ou
tecido sdo corados com azul de metileno ou fucsina fenicada, a bactéria aparece com a
coloracéo bipolar tipica (NASCIMENTO et al., 2009).

A temperatura 6tima de crescimento da P. multocida é de 37C° e o pH ideal é entre
7,2-7,8, porém pode haver crescimento em pH de 6,2 a 9,0 (GLISSON et al., 2008). A
bactéria € catalase e oxidase positivas, pode fermentar glicose e outros agucares com a

formacdo de acido, mas ndo de g&s. Também pode crescer em meios de enriquecimento
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comuns, como infusdo de cérebro e coragdo e em meios que contenham sangue de ruminante,
entretanto ndo cresce em agar MacConkey ou citrato de Simmons (BOYCE et al., 2010).

O formato das col6nias de P. multocida podem variar de cepa para cepa de acordo
com a presenca de capsula, composicdo dos meios de cultivo e do hospedeiro de origem.
Geralmente as coldnias séo iridescentes. circulares, lisas, convexas, translicidas e brilhantes.
Algumas cepas podem produzir colonias grandes e com aspecto mucoso (LIMA &
ANDREATTI, 2007). Colbénias iridescentes sdo geralmente encapsuladas e cepas que
apresentam capsulas sdo frequentemente as mais patogénicas (GLISSON et al., 2008).

A bactéria P. multocida é subdividida em trés subespécies: multocida, séptica e
gallicida. Estas subespécies sdo classificadas de acordo com as diferentes habilidades em
produzir acido a partir dos aclcares sorbitol e dulcitol e de acordo com a homologia do DNA
(MUTTERS et al., 1985; STAHEL et al., 2009). Os isolados de P. multocida mostram
habilidades diferentes na fermentagdo de um grupo de carboidratos. Baseando-se nessa
diferenca. Fegan et al. (1995) descreveram 10 biovares em cepas isoladas de aves. Em
semelhante pesquisa, Blackall et al. (1997) descreveram mais quatros biovares seguindo o
mesmao principio.

Pelo fato de se isolar a bactéria da flora normal do trato respiratorio e digestivo de
muitas espécies de animais sadios, tem-se duvidado da importancia do microrganismo como
de patégeno primario (NASCIMENTO et al.,, 2009). Desse modo, como um patdgeno
secundario, P. multocida depende de varios fatores durante o processo infeccioso como:
espécie e idade do hospedeiro, patogenicidade da cepa, fatores ambientais (temperatura e
umidade) ou de manejo (densidade, condi¢cdes de estresse), além de imunossupressdo, ma
nutricdo ou infecgdes intercorrentes envolvidas (KNOBL, 2009).

Os isolados de P. multocida podem ser classificados em cinco sorogrupos (A, B, D,
E e F) com base nos antigenos capsulares presentes e, também, podem ser classificados em 16
sorotipos (1-16) com base nos antigenos dos lipopolisacarideos. Os sorogrupos A e F sdo
tipicamente associados com CA (HARPER et al., 2006) e o sorogrupo A costuma ser 0 mais
frequentemente isolado nos casos severos de CA (CRHISTENSEN & BISGAARD, 2000).
Sorogrupos B e E sdo mais associados com septicemia hemorragica em bovinos e o sorogrupo
D com cepas que expressam toxina PMT em casos de rinite atréfica em suinos (HARPER et
al., 2006).
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2.2 Célera Aviaria

A CA é uma patologia contagiosa que afeta aves domésticas e silvestres. A forma
aguda da doenca ocorre tipicamente com lesdes caracteristicas de septicemia (hiperemia,
congestdo generalizada, petéquias ou hemorragias em diferentes 6rgaos) e com morte subita.
Nestes casos geralmente ocasiona uma alta morbidade e mortalidade. Devido a essas
caracteristicas a CA deve ser considerada no diagndstico diferencial de outras doengas
infectocontagiosas que cursam com morte subita, especialmente aquelas de notificacdo
obrigatoria. A CA também pode persistir como uma doenca crbnica, ocasionando artrite,
pneumonia, inflamagdo de crista e barbelas (CRHISTENSEN & BISGAARD, 2000;
NASCIMENTO et al, 2009). As aves afetadas por CA podem apresentar como sintomas
febre, anorexia, penas arrepiadas, diarreia, aumento da frequéncia respiratoria, cianose e
descarga mucosa bucal, nasal e auricular (BLACKALL et al., 2000; CRHISTENSEN &
BISGAARD, 2000).

A CA ocorre esporadicamente na maioria dos paises. Algumas vezes causa grande
mortalidade e, em outras, as perdas sdo pouco significativas (GLISSON et al., 2008). Os
perus sdo mais sensiveis a infeccdo do que as galinhas, e dentre estas, as aves com idade entre
16-40 semanas sdo as mais suscetiveis (NASCIMENTO et al, 2009). Em um estudo realizado
por Petersen et al. (2010) que consistia na inoculagédo intratraqueal de cepas P. multocida
subsp. multocida em perus, perdizes, faisdes e galinhas, as perdizes e faisbes demonstraram
ser tdo suscetiveis quanto os perus na severidade dos sinais clinicos.

E impossivel determinar como a CA é introduzida em uma granja. A transmiss3o é
horizontal e aves cronicamente infectadas sdo consideradas a maior fonte de infeccdo. No
entanto, a transmissdo pode ocorrer por meio da contaminacdo da dgua e do alimento com
secrecdes ou atraves do contato com roedores, gatos e outros mamiferos portadores de P.
multocida (GLISSON et al., 2008).

A entrada dos patdgenos geralmente ocorre pelas mucosas digestivas ou
respiratdrias, mas também através da conjuntiva ou das lesdes cutaneas. A via de infec¢do é
geralmente a respiratoria superior. Apds a infeccdo, a bactéria se multiplica na orofaringe e se
dissemina a outros 6rgdos, atingindo os pulmdes. Neste local multiplica-se antes de entrar na
corrente sanguinea. Uma vez na circulagdo sanguinea, o microrganismo pode multiplicar-se
rapidamente, infectar o figado ou baco (LIMA & ANDREATTI, 2007; KNOBL, 2009). A
morte, decorrente da CA, é causada provavelmente devido a uma bacteremia massiva e pelo
choque endotéxico (HARPER et al., 2006).
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2.3 Fatores de viruléncia

A patogenia nas infecgbes causadas por Pasteurella spp. em aves é pouco
esclarecida. Entretanto, ha o reconhecimento que a incidéncia e a severidade da doenca
podem variar conforme o hospedeiro, 0 ambiente e a cepa bacteriana. Em geral, isolados de P.
multocida que possuem cépsula sdo mais virulentos que as variantes que ndo Sao
encapsuladas. Tal diferenciagdo ocorre porque a capsula desempenha um importante papel na
resisténcia a fagocitose. A producdo de endotoxinas nos casos septicémicos severos também
estd associada a patogenicidade da bactéria. O lipopolissacarideo (LPS) € muito importante
para patogenia, a P. multocida requer que a estrutura do LPS esteja completa para poder se
multiplicar e causar a doenca. O LPS também age como uma endotoxina, mas sua toxidade
varia de hospedeiro para hospedeiro. Além disso, a exotoxina dermonecrotica (PMT) presente
nos casos de rinite atrofica suina também esta relacionada as lesbes geradas na CA. Por outro
lado, fimbrias e adesinas atuam na adesdo, da bactéria, a superficie epitelial da mucosa do
hospedeiro (CRHISTENSEN & BISGAARD, 1997; HARPER et al., 2006; BOYCE et al.,
2010).

O ferro € um elemento essencial para sobrevivéncia da bactéria. Contudo, o ferro
livre € uma substancia pouco soltvel e tdxica para organismo, logo, esta disponivel em
concentracdes baixas nos seres vivos. Para competir por esse nutriente limitado, as bactérias
desenvolveram uma variedade de mecanismos para aquisicdo de ferro. Esses mecanismos, por
estarem associados a persisténcia da bactéria no hospedeiro, sdo indiretamente relacionados
aos fatores de viruléncia. O sistema de captacdo de ferro requer a presenca de uma proteina na
membrana externa de P. multocida que funcione como um receptor especifico, uma proteina
ligante presente no periplasma, além de um complexo energético para o processo. A energia
do sistema é suprida pelo Complexo TonB, o qual é formado pelas proteinas TonB, ExbB e
ExbD que estdo ancoradas na membrana interna de P. multocida (MAY et al., 2001,
CRHISTENSEN & BISGAARD, 2006; HARPER et al., 2006; BOYCE et al., 2010; FURIAN
etal., 2013).

2.4  Diagndstico

Em casos de suspeita de CA, os tecidos de eleicdo que podem ser coletados para o
isolamento bacteriano sdo: medula éssea, sangue cardiaco, figado, meninges e lesdes

localizadas. No caso de aves vivas, pode ser coletado o muco nasal, inserindo-se um swab na
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fenda nasal ou apertando a narina para que ocorra a exposi¢cdo do muco (GLISSON et al.,
2008).

O diagnostico também pode ser realizado através da inoculagdo do material suspeito
em camundongos pelas vias intraperitoneal, subcutanea ou intramuscular. Se a bactéria estiver
presente, a morte do animal ocorrerd em 24 a 48 horas ap6s a inoculagdo e culturas puras da
bactéria podem ser obtidas do baco, do figado e do sangue cardiaco (GLISSON et al., 2008;
DZIVA et al, 2008).

O diagndstico presuntivo da CA é geralmente realizado atraves da associacao entre
os sinais clinicos, as lesdes encontradas na necropsia e achados laboratoriais minimos que
incluem morfologia da colbnia, odor caracteristico, coloracdo bipolar da bactéria, as reacdes
positivas nos testes de catalase e oxidase e a inibicdo do crescimento em Agar McConkey
(DZIVA et al, 2008; NASCIMENTO et al, 2009).

Existe uma vasta gama de testes bioquimicos para a correta identificagdo fenotipica
da bactéria P. multocida (DZIVA et al, 2008). As subespécies podem ser identificadas através
das diferentes habilidades em produzir &cido a partir dos agucares sorbitol e dulcitol, e de
acordo com a homologia do DNA (MUTTERS et al.,, 1985; STAHEL et al., 2009).
Inicialmente a caracterizacdo fenotipica através de testes bioquimicos determinava que todas
as P. multocida eram indol e ornitina descarboxilase positivas e a distingdo entre as
subespécies se baseava na diferenca de fermentacdo dos carboidratos sorbitol e dulcitol.
Porém Fegan et al. (1995) notou que as cepas de P. multocida apresentavam variacdo quanto a
descarboxilacdo da ornitina e dividiu as estas cepas em 10 biovares e posteriormente Blackall
et al. (1997) adicionou mais trés biovares. Os testes bioquimicos para classificagdo em
biovares baseiam-se na descarboxilacdo do aminoacido ornitina e na fermentacdo de seis

carboidratos (dulcitol, lactose, maltose, sorbitol, trealose e xilose).
3.1 Isolados de Pasteurella multocida

Para o presente experimento foram selecionados 59 isolados de P. multocida
provenientes de casos clinicos de CA. As amostras encontravam-se estocadas em sangue total
ovino a temperatura de -80°C e pertencem a bacterioteca do Centro de Diagndstico e Pesquisa
em Patologia Aviaria (CDPA).

3.2  Reativacdo das Amostras
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A reativacao e os testes preliminares de confirmacéo das cepas puras de P. multocida
foram procedidos conforme o método descrito por Glisson et al. (2008). Primeiramente, 0s
isolados foram inoculados em caldo de infuséo de cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion —
BHI - Oxoid®), um meio ndo seletivo de enriguecimento, e incubados em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, as cepas foram semeadas por
esgotamento em &gar sangue (Oxoid®) e novamente incubadas em estufa bacterioldgica a
37°C por 24 horas. As col6nias presentes no agar sangue foram avaliadas conforme sua
morfologia e, em seguida, coradas com azul de metileno para observar a caracteristica bipolar
da célula bacteriana. Na Gltima etapa de reativacdo foram realizados os testes para produgao
de indol, atividade da urease, fermentacdo de glicose e sacarose e também os testes de

catalase e de oxidase.
3.3  Caracterizagdo Fenotipica

A caracterizacdo fenotipica dos isolados ocorreu a partir dos resultados de testes
bioquimicos que determinaram a subespécie e o biovar relacionados a cada um destes. A
classificacdo dos isolados em um das trés subespécies de P. multocida (multocida, septica e
gallicida) foi realizada através da fermentacdo dos carboidratos dulcitol e sorbitol, de acordo
com 0 método descrito por Mutters et al. (1985). A habilidade de fermentacdo dos
carboidratos dulcitol, lactose, maltose, sorbitol, trehalose, xilose e de producdo da enzima
ornitina descarboxilase determina a classificacdo de cada uma das cepas em um dos 14
biovares estabelecidos (FEGAN et al., 1995; BLACKALL et al., 1997).

3.3.1 Preparo dos meios dos testes bioquimicos

Os agUcares e a ornitina foram preparados na concentracao de 1%. Para realiza¢do do
teste de descarboxilacdo, 0 aminoacido ornitina foi adicionado em tubos contendo caldo base
para descarboxilacdo de Moeller. O caldo, juntamente com o aminoacido foi preparado de
acordo com as indicacgOes dos fabricantes (Synth®). Para realizacdo dos testes de fermentagéo
dos carboidratos, o caldo base foi previamente preparado de acordo com as instrucfes do

fabricante (Merck®) e cada agUcar adicionado na concentragdo anteriormente citada.
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3.3.2 Realizacédo dos testes bioquimicos

Primeiramente, os 59 isolados foram divididos em quatro baterias de testes. A partir
do agar sangue, uma colbnia caracteristica para inoculacdo dos carboidratos e da ornitina foi
escolhida. Os testes bioquimicos foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C durante
trés dias e observados a cada 24 horas. A virada do indicador vermelho fenol, presente no
preparo dos carboidratos, para cor amarela indica a fermentacdo do carboidrato e um pH do
meio em torno de 6,8 (Figura 1). A inalteracdo da cor ou a coloracao vermelho-rosada, a qual

indica a alcalinidade do meio, foram considerados como resultados negativos.

Figura 1 - Testes Fenotipicos A: Teste de fermentacdo de

carboidratos. B Teste de descarboxilacdo do aminoacido

ornitina.

Para observagdo do aminoacido ornitina, a superficie do meio presente nos tubos de
ensaio foi coberta assepticamente com éleo mineral de maneira que se formasse uma camada
de 4 a 5mm apo6s a inoculacdo da cepa. A virada do indicador purpura de bromocresol da

coloracdo amarela para a roxa indica a utilizagdo do aminoacido e a alteracdo do pH do meio
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para em torno de 6,8 (Figura 1). A elevacdo do pH ocorre devido ao acimulo de amina,
resultado da descarboxilacdo da proteina. A reacdo é promovida por uma enzima que cliva o
grupo caboxil do aminoacido ornitina, resultando em uma molécula de amina e em dioxido de
carbono.

As seguintes cepas padrdo foram utilizadas como controles positivos dos testes
realizados: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus
vulgaris ATCC 13315, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Pasteurella gallinarum ATCC 13360 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Os
resultados foram tabulados e comparados aos perfis bioquimicos descritos por Fegan et al.
(1995) e Blackall et al. (1997) para cada um dos biovares apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas dos biovares de Pasteurella multocida.

Fermentaco Biovares

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14

Ornitina + + + + + + + + - + + - -
Dulcitol - - - - - - - + - - - - .
Lactose - - - - - - - - - - + . +
Maltose - - - - - - - - + - . .
Sorbitol + + + + - - - + + - + + +
Trehalose - + - + - - + - + + B} . )
Xilose - + O+ - + - + + o+ + + + +

Fonte: Fegan et al.(1995); Blackall et al.(1997).

3.4 Pesquisa do Gene ExbD-tonB através de PCR
3.4.1 Extracdo do DNA

O DNA das amostras foi extraido através de tratamento térmico, sequndo Ewers et
al. (2006). Conforme a técnica, 1mL de BHI overnight de cada isolado foram aliquotados e
mantidos congelados a -20°C por 10 min.. Apds este periodo a solu¢des foram concentradas
por centrifugacdo (12.000rpm por 2 min.), sendo o sobrenadante € desprezado e o pellet
ressuspendido em 200uL de agua ultra pura. O material foi mantido em banho-maria a 100°C
por 10 min. e o sobrenadante repassado para outro eppendorf. O DNA extraido foi
armazenado a -20°C até o momento da analise por PCR.
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3.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Inicialmente, os isolados foram classificados como P. multocida através de um
protocolo de PCR espécie especifico estabelecido por Bringhenti (2010), a partir da
amplificacdo de um fragmento de 460pb do gene kmt. O protocolo de PCR utilizado no
experimento para pesquisa do gene de viruléncia exBD-tonB foi o estabelecido por Furian et
al. (2013) e a composicéo e a concentragdo dos reagentes do mix da reagdo constam na Tabela
2. Os primers ou iniciadores utilizados na amplificacdo de um fragmento do gene exBD-tonB
foram sintetizados pela empresa Invitrogen® e as sequéncias selecionadas a partir do trabalho
de Ewers et al. (2006).

Tabela 2 - Protocolo de PCR Composicgéo e concentracdo dos componentes do mix.

Componentes Volume(uL)
Agua ultra pura 17,65
Tampéo 10X 2,5
dNTPs (10mM) 0,4
Primer 1 (10pmol) 0,5
Primer 2 (10pmol) 0,5

Taq (1U) 0,2
MgCl; (2,5mM) 1,25
DNA 2
Volume Total 25

Fonte: Furian et al. (2013).

As condicdes da reacdo de amplificacdo utilizadas foram as seguintes: desnaturacao
inicial a 94°C por 3 min., seguida de 25 ciclos de amplificacdo com desnaturacao a 94°C por
30 s., anelamento a 55°C por 30 s. e extensdo a 72°C por 90 s., finalizando-se com a extenséo
final a 72°C por 10 min (FURIAN et al., 2013). As reagdes de amplificacdo do produto foram
realizadas em termociclador (Swift MaxPro Thermal Cycler — ESCO Technologies®). A
eletroforese dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio, sequido de visualizacdo em transluminador de luz ultravioleta (Pharmacia
LKB MacroVue). Para cada reagdo foram utilizadas cepas de referéncia como controles
positivos e negativos. As cepas Pasteurella multocida ATCC 15742 e Pasteurella multocida
ATCC 12945 foram selecionadas como controles positivos da reacdo de PCR. Os controles
negativos utilizados para o protocolo de PCR foram: Reimerella anatipestier ATCC 11845,
Mannheimia haemolytica ATCC 29694, Bordetella avium ATCC 35086 e Pasteurella
gallinarum ATCC 13360.
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Todos os isolados foram previamente identificados como P. multocida através das
caracteristicas das coldnias isoladas. Estas apresentaram reacfes positivas a oxidase e a
catalase, fermentaram a glicose e a sacarose, produziram indol e foram urease negativas. Seis
isolados apresentaram reacdo negativa no teste de indol, no entanto todas as amostras

amplificaram o gene kmt através do teste de PCR.
4.1  Determinacao da Subespécie

A determinacdo da subespeécie foi baseada na habilidade das cepas em fermentarem
sorbitol e dulcitol. A subespécie mais presente foi a multocida, a qual foi identificada em 56
dos 59 isolados testados. A distribui¢do dos isolados avaliados através de testes bioquimicos
para determinacdo de subespécie de P. multocida encontra-se descrita na Figura 2.

Figura 2 - Distribuicdo dos isolados de acordo com a subespécie a partir da fermentacdo dos
acucares sorbitol e dulcitol.

multocida 52

septica - 6

gallicida I 1

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54

4.2  Determinacao do Biovar

A distribuicdo dos 59 isolados de P. multocida conforme a classificagdo dos biovares
encontra-se descrita na Figura 3. Os biovares 3, 13 e 9 com frequéncia de 35%, 23,3% e

13,3%, respectivamente, foram predominantes.
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Figura 3 - Distribuicdo dos isolados de acordo com o biovar através da caracterizagéo
fenotipica
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4.3  Pesquisa do Gene exBD-tonB

O gene exBD-tonB foi amplificado em 100% das cepas de P. multocida selecionadas
para o trabalho (Figura 1).

Figura 4 - Visualizacdo dos produtos amplificados em eletroforese em gel de agarose a 1%

M: marcador; C+: P. multocida ATCC 12945; 1 a 7: isolados; C-: M. haemolitica ATCC
29694; CR: controle da reacao.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a subespécie de P. multocida com maior frequéncia foi a
multocida, presente em 52 dos 59 isolados. Resultados similares foram obtidos em pesquisas
realizadas na Argentina (LEOTTA et al., 2006), na Austradlia (FEGAN et al., 1995;
BLACKALL et al., 1997), na Hungria (VARGA et al., 2007), nos Estados Unidos (HIRSH et
al., 1990) e na Espanha (GARCIA et al., 2013). A subespécie septica esteve presente em
cinco dos 59 isolados e a subespécie gallicida foi observada em apenas um isolado. A
subespécie gallicida, esta mais relacionada a casos de CA em aves aquaticas, como demonstra
o trabalho desenvolvido por Hirsh et al. (1990) em que esta subespécie foi observada em 37%
das 295 amostras pesquisadas. Da mesma forma, a subespécie septica é usualmente
relacionada as cepas de P. multocida isoladas nos casos de mordidas de cachorro e
arranhaduras de gatos provocadas em seres humanos (VARGA et al., 2007).

Os testes bioquimicos para determinacdo dos biovares mostraram que nove dos treze
biovares estabelecidos por Fegan et al. (1995) e Blackall et al. (1997) foram observados neste
estudo. Dentre os biovares, o de maior frequéncia foi o biovar 3, o qual pertence a subespécie
multocida. Este biovar tem mostrado ser o mais comum, sendo sempre o de maior frequéncia
em diversos animais nos mais variados paises . Os outros biovares mais frequentes (biovar 13
e biovar 9) também estdo relacionados a subespécie multocida. As cepas da subespécie
septica pertencem aos biovares 5, 7 e 10. O biovar 10 difere do biovar 7 por ser uma variante
maltose positiva e o biovar 5 é uma variante trehalose negativa . O Unico isolado da
subespécie gallicida compete ao biovar 8, uma variante dulcitol negativa (FEGAN et al.,
1995).

Apesar de todas as cepas terem sido confirmadas como P. multocida através da
amplificacdo do gene kmt (460pb), a identificacdo de um isolado baseado somente nas suas
caracteristicas fenotipicas ndo foi possivel, o mesmo ocorrendo em trabalhos anteriores
(VARGA et al., 2007; STAHEL et al.,2009). Este resultado demonstra que a classificacao,
limitando-se as estirpes de P. multocida em poucos biovares, pode ndo ser adequada, pois ao
longo do tempo surgem cepas com uma nova diferenciacdo na fermentacéo padrdo e o sistema
de classificacdo deve ser expandido com outros biovares (VARGA et al., 2007).

O ferro € um nutriente essencial para a maioria dos organismos (MAY et al 2000).
Como € um elemento de transi¢do, possui uma habilidade de troca de elétrons, assim
possuindo um grande potencial de oxirreducdo. Consequentemente, esse elemento essencial é

frequentemente usado como um co-fator em processos metabdlicos, incluindo a sintese de
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desoxirribonucleotideo, fosforilagdo oxidativa e transporte de elétrons (FERGUSON;
DEISENHOFER, 2002). Para obtengédo desse elemento presente em baixa concentragdo no
hospedeiro, a P. multocida desenvolveu varias estratégias para a aquisicdo de ferro. Mais de
2,5% do genoma desta bactéria é composto por genes que codificam proteinas homologas a
conhecidas proteinas envolvidas na aquisi¢do ou absorcéo desse elemento (MAY et al., 2001).

O Complexo TonB é composto por trés proteinas (ExbB, ExBD e TonB)
responsaveis por fornecer energia ao sistema proton motor de capitacdo de ferro. O gene
exBD-tonB esteva presente nas 59 cepas de P. multocida. Esse resultado para o gene foi o
mesmo encontrado em outros trabalhos (EWERS et al 2006; FURIAN et al 2013). Como a
energia gerada pelo complexo é requerida por diferente mecanismos de captacdo de ferro
(HATFALUDI et al., 2010), a frequéncia normalmente esperada para 0s genes gque codificam
essas proteinas é de 100% (BETHE et al, 2009).



24

6 CONCLUSAO

A variabilidade da manifestacdo clinica na CA é possivelmente justificada pelo
desequilibrio da relacdo entre hospedeiro e bactéria, assim como pela presenca de fatores de
viruléncia e pela variacdo fenotipica das cepas que diferem 0s microrganismos patogénicos de
uma mesma espécie. Os dados obtidos, em conjunto com trabalhos de inoculacdo
experimental in vivo, serdo utilizados em estudos futuros que buscam a classificacdo da
patogenicidade dos isolados aviarios de P. multocida. A alta frequéncia do gene exBD-tonB
observada no estudo e em trabalhos anteriores (EWERS et al 2006; FURIAN et al 2013),
sugere que este gene pode ser usado em protocolos de PCR que tenham o objetivo de
identificagdo de amostras de P. multocida em casos suspeitos de CA.



25

REFERENCIAS

BLACKALL, P. J.; PAHOFF, J.L.; BOWLES, R. Phenotypic characterization of Pasteurella
multocida isolotes from Australian pigs. Veterinary Microbiology, v.57, 1997. p.355-360

BLACKALL, P. J.; MIFLIN, J. K.; MIFLIN, J. K. Identification and typing of Pasteurella
multocida: A review. Avian Pathology, v 29:4, 2000. p.271-287

BETHE, A.; WIELER, L. H.; SELBITZ, H. J. & EWERS, C. Genetic diversity of porcine
Pasteurella multocida strains from the respiratory tract of healthy and diseased swine.
Veterinary Microbiology, v. 139, 2009. p. 97-105

BOYCE, J.D.; HAPER, M.; WILKIE, I. W.; ADLER, B. Pasteurella. In:GYLES, C.L.;
PRESCOTT, J. F.; SONGER, J. G.; THOEN, C.O. (Ed.). Pathogenesis of Bacterial
Infections in Animals, 4. ed. Ames: Blackwell Publishing, 2010. p. 235-246

CHRISTENSEN, H; BISGAARD, M. Avian pasteurellosis: taxonomy of the organisms
involved and aspects of pathogenesis. Avian Pathology, v.26:3, 1997. p.462-483

CHRISTENSEN, H; BISGAARD, M. Fowl cholera. Revue Scientique et Technique,
International Office of Epizootics, v.19, 2000. p.626-237

CHRISTENSEN, H.; BISGAARD, M. The genus Pasteurella. In: DWORKIN, M. (Ed.). The
Prokaryotes. 3.ed. New York: Springer, 2006. p.1062-1090

DZIVA, F.; MUHAIRWA, AP.; BISGAARD, M.; CHRISTENSEN, H. Diagnostic and
typing options for investigatin disease associated with Pasteurella multocida. Veterinary
Microbiology, v.128, 2008. p.1-22

EWERS, C.; LUBKE-BECKER, A.; BETHE, A.; KIEBLING, S.; FILTER, M.; WIELER,
L.H. Virulence genotype of Pasteurella multocida strains isolated from different hosts with
various disease status. Veterinary Microbiology, v.114, 2006. p.304-317

FEGAN, N.; BLACKALL, P. J.; PAHOFF, J.L. Phenotypic characterization of Pasteurella
multocida isolotes from Australian poultry. Veterinary Microbiology, v.47, 1995. p. 281-286

FERGUSON, A. D.; DEISENHOFER, J. TonB- dependent receptors — structural
perspectives. Biochimica et Biofphysica Acta, v. 1565, 2002. p. 318-332

FURIAN, T.Q.; BORGES, K.A.; ROCHA, S.L.S.; RODRIGUES, E.E., NASCIMENTO,
V.P.; SALLE, C.T.P.; MORAES, H.L.S. Detection of virulence-associated genes of
Pasteurella multocida isolated from cases of fowl cholera by multiplex-PCR. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v.33, n.2, 2013. p.177-182

GLISSON, J.R. Pasteurellosis and others respiratory bacterial infection. In: SAIF, Y.M. (Ed.).
Diseases of Poultry,12.ed. lowa: Blackwell Publishing, 2008. p.739-758

HARPER, M.; BOYCE, J. D.& ADLER, B. Pasteurella multocida pathogenesis: 125 years
after Pasteur. FEMS Microbiol Lett, v.265. p. 1-10



26

HATFALUDI, T.; AL-HASANI, K.; BOYCE, J. D.; ADLER, B. Outer membrane proteins of
Pasteurella multocida. Veterinary Microbiology, v. 144, 2010. p. 1-17

HIRSH, D. C.; JESSUP, D. A.; SNIPES, K.P; CARPENTER, T. E.; HIRD, D. W.;
McCAPES, R. C. Characteristics of Pasteurella multocida isolated from waterfowl and
associated avian species in California. J. Wildlife Dis, v.26, 1990. p. 204-209.

KNOBL, T. Pasteurelose (célera aviaria). In: REVOLLEDO, L.; FERREIRA, A. J. P. (Orgs.).
Patologia Aviéria. 1. ed. Barueri, SP: Manole, 2009. p.117-123

LEOTTA, G.A,; VIGO, G.B.; CHINEN, I.; PRIETO, M.; CALLEJO, R.; RIVAS, M.
Identificacion, biotipificacion y caracterizacion de cepas de Pasteurella multocida aisladas en
la Argentina. Revista Argentina de Microbiologia, v.38, 2006. p.125-129

LIMA, E. T.; ANDREATTI FILHO, R. L. Pasteureloses aviarias. In. ANDREATTI FILHO,
R.L. (Ed.). Saude Aviaria e Doencas. 1.ed. Sdo Paulo: Roca, 2007. p.123-126

MAY, B. J.; ZHANG, Q.; LI, L. L.; PAUSTIAN, M. L.; WHITTAM, T. S.; KAPUR, V.
Complete genomic sequence of Pasteurella multocida, Pm 70. Proc. Acad. Sci. v. 98, 2001.
p. 3460-3465

MUTTERS, R.; IHM, P.; POHL, S.; FREDERIKSEN, W.; MANNHEIM, W. Reclassification
of the genus Pasteurella Trevisan 1887 on the basis of deoxyribonucleic acid homology, with
proposals for the new species Pasteurella dagmatis, Pasteurella canis, Pasteurella stomatis,
Pasteurella anatis, and Pasteurella langaa. International Journal of Systematic
Bacteriology, v.35, n.3, 1985. p.309-322

NASCIMENTO, V.P.; GAMA, N.M.S.Q.; CANAL, C.W. Coriza infecciosa das galinhas,
pasteureloses e outras infeccbes bacterianas relacionadas. In: BERCHIERI JUNIOR, A
SILVA, E.N.; DI FABIO, J.; SESTI, L.; ZUANAZE, M.AF. (Ed.). Doencas das Aves. 2.ed.
Campinas: FACTA, 2009. p.503-530

PETERSEN, K. D.; CHRISTENSEN, J. P.; PERMIN, A.; BISGAARD, A. Virulence of
Pasteurella multocida isolated from outbreaks of fowl cholera in wild birds for domestic
poultry and game birds. Avian Pathology, v.30:1, 2001. p. 27-31

STAHEL, A.B.J.; HOOP, R.K.; KUHNERT, P.; KORCZAK, B.M. Phenotypic and genetic
characterization of Pasteurella multocida and related isolates from rabbits in Switzerland.
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v.21, 2009. p.793-802

VARGA, Z.; SELLYEI, B.; MAGYAR, T. Phenotypic and genotypic characterisation of
Pasteurella multocida strains isolated from pigs in Hungary. Acta Veterinaria Hungarica,
v.55, n.4, 2007, p.425-434

VARGA, Z.; VOLOKHOV, D.V.; STIPKOVITS, L.; THUMA, A.; SELLYEI, B,
MAGYAR, T. Characterization of Pasteurella multocida strains isolated from geese.
Veterinary Microbiology, v.163, 2013, p.149-156



