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Os microrganismos da familia Pasteurellaceae estdo envolvidos em varias doencas clinicas,
principalmente naquelas de manifestacdo respiratoria. Entre estes agentes, destaca-se a
bactéria Pasteurella multocida, causadora de diversas enfermidades de grande impacto
econdmico nos animais de interesse zootécnico, incluindo-se a Septicemia Hemorragica em
bovinos, a Rinite Atréfica em suinos e, especialmente, a Colera Aviaria (CA) nas aves.
Apesar de a CA caracterizar-se pelo desenvolvimento de uma enfermidade septicémica que
resulta em alta mortalidade, surtos com auséncia de sinais clinicos, assim como a forma
cronica da doenca, também pode ocorrer. A diversidade da manifestacdo clinica é
possivelmente justificada pela grande variacdo fenotipica e genotipica dos isolados obtidos
em casos clinicos. Amostras de P. multocida podem ser classificadas em trés diferentes
subespécies e em quatorze distintos biovares através de testes bioquimicos. Da mesma forma,
a presenca de fatores de viruléncia que propiciam a colonizagédo e que subvertem a fisiologia
hospedeira diferem os microrganismos patogénicos de uma mesma espécie. O objetivo deste
trabalho foi determinar fenotipicamente a subespécie e o biovar de 20 cepas de origem avidria
isoladas de casos clinicos de CA, assim como pesquisar 0 gene exBD-tonB, relacionado a
captacdo de ferro e associado a viruléncia em P. multocida, através da técnica de PCR.
Inicialmente, as amostras puras de P. multocida estocadas a -70°C foram inoculadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Cada cepa foi semeada
em agar sangue, adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado, e em agar MacConkey.
Uma col6nia presente no &gar sangue foi selecionada para a realizacdo dos testes fenotipicos e
classificada em uma das trés subespécies descritas na literatura (multocida, septica e
gallicida) a partir dos resultados de fermentagdo dos carboidratos sorbitol e duciltol. Cada
cepa tambeém foi classificada em um dos 14 biovares estabelecidos de acordo com a sua
habilidade em fermentar os carboidratos sorbitol, dulcitol, maltose, xilose, trehalose, lactose e
na producdo da enzima ornitina descarboxilase. Para a realizacdo da PCR, o DNA das
amostras foi extraido utilizando-se um kit comercial. Para cada reacdo de amplificacdo foi
preparado um mix de reagentes (25 pL) composto por agua ultrapura, solucdo tampédo 10X,
desoxirribonucleotideos trifosfatados (DNTPs) a 10 mM, 10 pmol de primers especificos,
cloreto de magnésio (MgCl,) a 50 mM, 1 unidade de enzima Tag DNA-Polimerase e 2 uL de
DNA extraido. A eletroforese dos produtos amplificados foi desenvolvida em gel de agarose a
1,5% corado com brometo de etideo. A subespécie multocida foi identificada em 17 das 20
amostras analisadas (85%), duas cepas foram pertencentes a subespécie septica (10%) e
somente um exemplar classificado como gallicida (5%). Entre os biovares, o tipo 3 e o tipo 1
foram predominantes, sendo identificados em 7 (35%) e 5 (25%), respectivamente, dos
isolados avaliados. O gene exBD-tonB foi detectado em 100% das amostras, resultado
previsto por tratar-se de isolados de casos clinicos e porque o complexo TonB é responsavel
pela forca préton motiva necessaria para internalizar ferro no espaco periplasmatico nos
diferentes mecanismos bacterianos de captacdo. As trés subespécies de P. multocida ja foram
identificadas em surtos de CA, contudo a subespécie multocida apresenta maior prevaléncia,
assim como o biovar do tipo 3. Estudos futuros associando-se a classificacdo fenotipica em
diversos biovares com a utilizacdo de testes de tipificagdo molecular e com a pesquisa de
outros genes de viruléncia possibilitardo analisar a variacdo da patogenicidade relacionada aos
casos clinicos de CA.



