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RESUMO

Os atuais sistemas de criacdo na avicultura, baseados na alta densidade
populacional, aumentam os riscos de disseminacdo de enfermidades, especialmente das
doencas respiratorias e daquelas cujos agentes etioldgicos possuem mais de um hospedeiro.
A Colera Aviaria (CA) possui estas caracteristicas e geralmente apresenta-se de forma
aguda e com altos indices de morbidade e de mortalidade. Apesar de representar uma das
patologias aviarias que deve ser considerada para o diagndéstico diferencial de enfermidades
com notificacdo obrigatéria que cursam com morte subita, a patogenia e os fatores de
viruléncia envolvidos na CA ainda estdo pouco elucidados. O objetivo deste trabalho foi
pesquisar quinze genes associados a viruléncia em 25 amostras de Pasteurella multocida
isoladas de casos de CA na regido sul do Brasil através do desenvolvimento de protocolos
de multiplex-PCR. Além disto, o presente estudo visou comparar a capacidade de
tipificacdo capsular do método molecular com testes fenotipicos. Os protocolos de
multiplex-PCR desenvolvidos foram capazes de detectar todos os genes propostos. Os
genes ompH, oma87, sodC, hgbA, hghB, exBD-tonB, nanB, hyaD-hyaC estiveram presentes
em 100% das amostras (25/25). Os genes sodA e nanH em 96% (24/25), o gene ptfA em
92% (23/25) e o gene pfhA em 60% (15/25). Os genes toxA, bcbD, dcbF ndo foram
identificados em nenhuma das amostras pesquisadas (0/25). A tipificacdo capsular através
do teste molecular apresentou maior capacidade de detec¢do quando comparada aos testes
fenotipicos, pois enquanto 36% (9/25) das amostras ndo foram identificadas pelo teste
convencional, somente 8% (1/25) ndo foi tipificada através do multiplex-PCR. Foram
obtidos seis diferentes perfis genéticos, sendo P1 (negativo para os genes toxA, dcbF e
bcbD) o mais comum. Com este trabalho, concluiu-se que os protocolos de multiplex-PCR
desenvolvidos tornam-se uma ferramenta bastante Util e rapida para a deteccdo simultanea
dos genes de viruléncia. Apesar da alta frequéncia dos genes estudados e de todas as
amostras pertencerem a mesma subespécie de P. multocida, foram observados seis perfis
genéticos, os quais devem ser confirmados em um estudo com um maior nimero de

amostras.
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ABSTRACT

The current breeding systems in poultry, based on high population density, increases the
risk of spread of pathologies, especially respiratory diseases and those whose etiologic
agents have more than one host. Fowl Cholera (FC) has these features and generally is
presented in an acute form and with high rates of morbidity and mortality. Even though it
represents one of the several avian diseases that should be considered in the differential
diagnosis of notifiable diseases that course with sudden death, pathogenesis and virulence
factors involved in the FC are still poorly understood. The objective of this study was to
investigate fifteen genes related with virulence in 25 samples of Pasteurella multocida
isolated from FC cases in the southern region of Brazil through the development of
multiplex PCR protocols. In addition, this study evaluated the ability of capsular typing
comparing the method molecular with phenotypic tests. The multiplex-PCR protocols
developed were capable to detect all the proposed genes. The genes ompH, oma87, sodC,
hgbA, hgbB, exBD-tonB, nanB, hyaD-hyaC, bcbD and dcbF were present in 100% of the
samples (25/25). Gene sodA and nanH in 96% (24/25), ptfA in 92% (23/25) and pfhA in
60% (15/25). Gene toxA, bcbD and dcbF were not identified in any of the samples studied
(0/25). The capsular typing by molecular test presented a higher detection capability when
compared to phenotypic tests, because while 36% (9/25) of 25 of samples were not
identified by conventional testing, only 8% (1/25) was not typified by multiplex—PCR. Six
different genetic profiles were obtained and P1 (negative to genes toxA, dcbF and bcbD)
was the most common. With this work, it was concluded that the multiplex-PCR protocols
developed can be a useful tool for rapid and simultaneous detection of virulence genes.
Despite the high frequency of the analyzed genes and that all samples belong to the same
subspecies of P. multocida, six genetic profiles were observed, which should be confirmed

in a study with a larger number of samples.

Key-words: Pasteurella multocida, virulence genes, multiplex-PCR
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de carne de frango, além de
também ter consolidado a posicdo de lider em exportacdes de produtos avicolas, desde
2004, a frente de paises tradicionais e competitivos como os Estados Unidos. A avicultura
brasileira emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas que atuam de forma direta ou indireta, e
responde por aproximadamente 1,5% da riqueza gerada no pais. Segundo dados do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a producéo brasileira de carne
de frango em 2010 foi superior a 12 milhdes de toneladas de carne, representando 16,4% da
producdo mundial (UBABEF, 2011). Estes resultados estdo de acordo com as previsdes
realizadas em 2009 que apontavam um crescimento da producdo nacional superior a 3%,
baseado nos indicadores gerais de crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) do pais
(UBABEF, 2010).

Apesar dos efeitos da crise financeira internacional em 2009 e do impacto inicial da
valorizacdo cambial, as exportacdes nacionais em 2010 contabilizaram um volume de
praticamente 4 milhGes de toneladas de carne, 5,1 % a mais do que o exportado no ano
anterior (UBABEF, 2011). O aumento no volume de carne de frango exportado para
mercados importantes como o0 Japdo e a RuUssia, a abertura de novos mercados como a
China e a normalizacdo do fluxo de comércio internacional no decorrer do ano de 2010
justificam os nimeros obtidos.

A melhor renda financeira da populacgdo brasileira, 0 aumento da disponibilidade
interna do produto, associado ao preco elevado da carne bovina e ao proprio crescimento do
PIB nacional, tambem proporcionou 0 aumento do consumo per capita de carne de frango.
Em 2010, o consumo interno recorde foi de 44,09 kg por habitante ano (UBABEF, 2011),
namero 12% superior ao consumo de 38,8 kg estabelecido em 2009 (UBABEF, 2010).
Contudo, a importancia de uma atividade produtiva para um pais € mais claramente
demonstrada pelo nimero de habitantes socialmente dependentes do setor. No Rio Grande
do Sul, a avicultura gera 45 mil empregos diretos, 860 mil atividades indiretas e representa
fonte de renda para 9.500 familias de produtores integrados (ZANATTA, 2008).

Neste contingente de destaque sdcio-econdémico é que se encontram a producao

avicola nacional e a importancia do status sanitario dos plantéis. Os sistemas de criacdo
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atuais, baseados na alta densidade populacional aumentam os riscos de disseminacdo de
doencas, especialmente agravados se ndo forem adotadas medidas de biosseguridade. Estas
medidas possuem especial importancia para aquelas enfermidades de facil disseminacéo,
como as doengas respiratorias, e para aquelas cujos agentes etiologicos possuem mais de
um hospedeiro. Os riscos de disseminagdo podem ser acentuados nos casos em que 0S
animais cronicamente infectados representam uma possivel fonte de propagacdo do
microrganismo.

Entre as doencas com estas caracteristicas esta a Colera Aviaria (CA), que
geralmente apresenta-se de forma aguda, septicémica e com altos indices de morbidade e de
mortalidade dos lotes. O agente etiolégico da CA € a Pasteurella multocida, bactéria que
causa doenca nas aves e em outras espécies animais de interesse zootécnico, refletindo em
importantes perdas econémicas. Da mesma forma, a P. multocida também pode atuar como
agente secundario em outras enfermidades, inclusive de sindromes respiratorias de dificil
controle (ANDREATTI FILHO, 2007; NASCIMENTO et al., 2009).

Apesar de representar uma das patologias aviarias mais antigas e uma doenca para
diagnostico diferencial de enfermidades com notificacdo obrigat6ria que cursam com morte
stbita como influenza aviaria, a patogenia e os fatores de viruléncia envolvidos na CA
ainda estéo pouco elucidados (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006; DZIVA et al., 2008).

Os principais fatores de viruléncia identificados em amostras de P. multocida séo a
capsula e os lipopolissacarideos. Entretanto, outros diversos fatores podem estar
relacionados a capacidade do agente em infectar um hospedeiro, assim como de sobreviver
em um ambiente hostil ou deficiente em nutrientes essenciais (HARPER et al., 2006).
Contudo, a frequéncia destes genes e 0 mecanismo envolvido na viruléncia nas diferentes
espécies de hospedeiros acometidos pela P. multocida apresentam poucos estudos,
principalmente em aves. O objetivo deste trabalho foi pesquisar quinze genes associados a
viruléncia em amostras de P. multocida isoladas de casos clinicos de CA na regido sul do
Brasil, além de otimizar a deteccdo dos mesmos através do uso da técnica de multiplex-
PCR.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pasteurella multocida

2.1.1 Historico

A doenca foi inicialmente estudada na Franca por Chabert em 1782
(NASCIMENTO et al., 2009). Em 1836, no mesmo pais, Maillet utilizou o termo Colera
Aviéaria (CA) pela primeira vez como denominagdo (NASCIMENTO et al., 2009), em
conseqliéncia da aparicao subita da doenca, acompanhada de diarréia e de elevada taxa de
mortalidade entre as aves (ANDREATTI FILHO, 2007).

Durante a segunda metade do século XIX, importantes avancos foram realizados na
microbiologia a partir do questionamento a respeito da geracdo espontanea dos seres vivos
e da natureza das doencas infecciosas (MADIGAN et al., 2010). Assim, somente em 1877 e
em 1878, Perroncito na Italia e Semmer na Russia, realizaram a primeira identificacdo
microscopica de P. multocida através da observacdo de tecidos lesados de aves que
apresentavam uma bactéria arredondada presente de forma isolada ou aos pares (GLISSON,
2008; ANDREATTI FILHO, 2007).

Contudo, a descri¢cdo mais completa da CA foi realizada por Louis Pasteur em 1880,
pesquisador homenageado com o nome dado ao género descrito (HARPER et al., 2006). O
mesmo pesquisador verificou posteriormente que o caldo de galinha era um meio
apropriado para o crescimento da bactéria e estabeleceu em experimentos classicos a
atenuacdo do microrganismo para emprego na imunizagao de aves sadias (PASTEUR, 1881
apud HARPER et al, 2006). O procedimento de atenuagdo proposto levou ao
estabelecimento dos conceitos de imunidade e vacinacdo posteriormente utilizados em
outras doengas de interesse em medicina veterinaria € medicina humana, entre eles o
desenvolvimento de vacinas também por Pasteur contra as doencas antraz e raiva
(MADIGAN et al., 2010).
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2.1.2 Classificagéo

Inicialmente, as amostras de P. multocida isoladas eram denominadas de acordo
com o hospedeiro de origem, como por exemplo, P. avicida ou P. aviseptica em aves e P.
muricida ou P. muriseptica, isolada em ratos. Entretanto, atualmente o termo Pasteurella
multocida proposto por Rosenbusch e Merchant em 1939 é a denominacéo considerada
oficial pelo Manual Bergey de Sistematica Bacterioldgica (GLISSON, 2008).

A familia Pasteurellaceae é constituida por dez géneros, dentre os quais se
destacam Pasteurella, Actinobacillus, Haemophilus e Avibacterium (NASCIMENTO et al.,
2009). O surgimento das técnicas moleculares permitiu a diferenciacdo de cepas e 0
desenvolvimento de estudos filogenéticos. Desta forma, muitos dos agentes etioldgicos que
causam doencas respiratorias em aves, e que antigamente pertenciam ao género
Pasteurella, foram designados em novas familias ou géneros, como a Pasteurella
haemolytica que passou a ser denominada Gallibacterium anatis biovar haemolytica, a
Pasteurella gallinarum, agora denominada Avibacterium gallinarum e o Haemophillus
paragallinarum, agente causador da Coriza Infecciosa, descrito atualmente como
Avibacterium paragallinarum (GLISSON, 2008). As atuais reclassificagdes taxonémicas
estdo baseadas principalmente na utilizacdo de técnicas moleculares que realizam a anélise
comparativa da sequéncia do acido ribonucléico (RNA) da porcdo ribossomal 16S
bacteriana ou através da técnica de hibridizacdo do acido desoxirribonucléico (DNA)
(OLSEN et al., 2003 apud CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006; CHRISTENSEN et al.,
2007).

O género Pasteurella também € distinguido fenotipicamente de outros membros da
familia Pasteurellaceae pela ndo formacdo de B-hemolise, pela ndo fermentacdo da
melibidose e pela producédo de &cido a partir da fermentacéo dos acucares frutose, galactose
e manose (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006). A espécie Pasteurella multocida, a mais
importante do género em veterinaria, € subdividida em quatro subespécies que incluem a
estirpe multocida, a mais conhecida e estudada, e outras trés: gallicida, septica e tigris,
descrita por Capitini et al.(2002). As subespécies de P. multocida sdo classificadas de

acordo com a diferente habilidade em produzir acido a partir dos acUcares sorbitol e
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dulcitol, na homologia do DNA e na atividade da enzima a-Glicosidase (MUTTERS et al.,
1985; GERARDO et al., 2001; STAHEL et al., 2009).

Todas as subespécies ja foram descritas em surtos de CA. Contudo, a estirpe
multocida é a mais isolada de galinhas e perus, conforme demonstra Snipes et al. (1990)
que classificaram 520 amostras de P. multocida isoladas entre 1985 e 1988 na Califérnia,
Estados Unidos. Da mesma forma, Fegan et al. (1995) caracterizaram fenotipicamente 110
isolados (67 provenientes de galinhas, 42 de perus e 01 de pato) e observaram que 91
amostras foram identificadas como pertencentes a subespécie multocida. Em trabalhos
semelhantes realizados na Tanzania e Argentina, a subespécie multocida também foi a mais
comumente isolada (MUHAIRWA et al., 2001, LEOTA et al., 2006).

Além da divisdo em espécies e subespécies, as amostras de P. multocida também
sdo classificadas em cinco diferentes sorogrupos (A, B, D, E e F), de acordo com a
presenca de antigenos capsulares (CARTER, 1955), e em 16 sorotipos, conforme a
distribuicdo dos antigenos somaticos (HEDDLESTON et al., 1972). A combinacdo do
sorogrupo A de P. multocida com os antigenos somaticos 1-3 ou 3-4 representam a maioria
das amostras isoladas de surtos de Colera Aviaria nos Estados Unidos e na Inglaterra
(BISGAARD, 2008).

2.1.3 Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica

A Pasteurella multocida é um bacilo Gram negativo, imovel e ndo formador de
esporos. Tende a formar bacilos largos, pleomorficos e cadeias ou filamentos de varios
tamanhos apos repetidos cultivos (NASCIMENTO et al., 2009). E um microrganismo
anaerdbio facultativo, apresenta temperatura 6tima de crescimento a 37°C em uma faixa de
pH entre 7,2 e 7,8 (GLISSON, 2008). A coloracdo de esfregacos de sangue ou tecidos
através das técnicas de Giemsa ou Wright resultam na observacgéo de células com coloragédo
bipolar tipica (GLISSON et al., 2008).

A superficie das colonias normalmente é lisa, brilhante e de coloragéo acinzentada.
Contudo, ocorre variagdo significativa da morfologia da colonia de acordo com o

hospedeiro de origem. As coldnias apresentam diametro de 0,5 a 2,0 mm ap6s 24 horas de
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incubacdo e superior a 3,0 mm em periodos maiores de incubagdo (CHRISTENSEN;
BISGAARD, 2006).

O microrganismo pode ser isolado do figado, da medula 6ssea e do sangue de aves
mortas ou de lesGes localizadas nos casos de Cdlera Aviaria cronica (GLISSON et al.,
2003). O isolamento priméario da bactéria pode ser realizado em &gar tripticase de soja
(Trypticase Soy Agar- TSA), agar sangue e agar amido dextrose (Dextrose Starch Agar —
DSA). A probabilidade de isolamento é aumentada com a suplementacdo dos meios com
5% de soro sanguineo inativado (GLISSON et al., 2008). O crescimento em agar sangue
ndo provoca hemolise e a bactéria ndo cresce em &gar MacConkey (BACK, 2004).

A presenca da capsula, comum em amostras virulentas, pode ser demonstrada pela
coloracdo negativa de esfregacos com tinta nanquim e observacdo em microscopio de
contraste de fase (GLISSON et al., 2008). A tinta nanquim ndo penetra na capsula e,
consequentemente esta estrutura aparece como uma regido clara circundando a célula, a
qual se apresenta escura (MADIGAN et al., 2010).

Outra possibilidade de observacdo da morfologia da col6nia de P. multocida é
através da técnica de microscopia de iluminacdo obliqua. A iridescéncia € relacionada a
presenca ou auséncia de cdpsula nas colénias isoladas (GLISSON et al., 2008). Coldnias
que sdo iridescentes contém células encapsuladas, enquanto coldnias ndo iridescentes
(coloracdo azul ou azul acinzentada) contém bactérias ndo capsuladas (GLISSON et al.,
2008).

Hughes (1930) estudou a morfologia de colénias de 210 amostras de P. multocida
isoladas de dois diferentes lotes de aves durante o inverno nos Estados Unidos e observou
diferenca de iridescéncia de acordo com a evolucdo da doenga. No primeiro lote, um caso
agudo de Coélera Aviéria, constatou-se que as cepas de P. multocida isoladas estavam
associadas com colénias iridescentes. Por outro lado, o segundo lote constituido por aves
infectadas cronicamente por P. multocida apresentou amostras azuis nao iridescentes.

Em estudo desenvolvido por Heddleston et al. (1964), a iridescéncia manteve
relagdo com a viruléncia das amostras. As células oriundas de colonias iridescentes
ocorrem individualmente ou em pares, sdo encapsuladas e virulentas quando inoculadas em
galinhas, perus, coelhos e camundongos. J& as células provenientes de colbnias nédo

iridescentes também estdo presentes individualmente ou em pares, mas ndo sao
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encapsuladas, séo ligeiramente virulentas em perus e avirulentas em galinhas inoculadas via
mucosas aéreas.

Com relacdo a resisténcia quimica e fisica da P. multocida, o agente ¢ inativado
pelos desinfetantes comuns, luz solar ou calor. A bactéria é inativada a uma temperatura de
56° C por 15 minutos e a 60° C por 10 minutos (NASCIMENTO et al., 2009). Segundo
Glisson (2008), solugdo de formol a 1%, fenol, hidroxido de sddio, glutaraldeido ou cloreto
de benzalconio lisam 4,4 x 10° células de P. multocida suspensas em 1 mL de solugéo

salina a 0,85% a uma temperatura de 24°C.

2.2 Colera Aviéaria

Os microrganismos da familia Pasteurellaceae estdo envolvidos em vérias doencas
clinicas, principalmente naquelas de manifestacdo respiratoria em mamiferos, aves, répteis
e outros (NASCIMENTO et al., 2009). Entre estes, a Pasteurella multocida subespécie
multocida € o agente causador de diversas doencas de grande impacto econdmico nos
animais, incluindo-se a septicemia hemorragica em bovinos, a pneumonia enzootica e a
rinite atrofica em suinos, além da Colera Aviaria em aves (GLISSON, 2008).

Os membros do género Pasteurella sdo usualmente considerados microrganismos
oportunistas em vertebrados. Os constituintes do género podem habitar a mucosa do trato
respiratorio superior e do trato genital de mamiferos e de aves sem causarem doencas
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006).

A CA apresenta distribuicdo mundial (BISGAARD, 2008) e representa uma das
quatro patologias que incentivaram a criacdo da Divisdo Veterinaria do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) (GLISSON, 2008). A enfermidade, na sua forma
tipica, caracteriza-se por desenvolver uma doenga septicémica que resulta em alta
morbidade e alta mortalidade (NASCIMENTO et al., 2009). Aves doentes apresentam
anorexia, cianose, estertores, descargas nasais e diarréia aquosa ou verde-mucoide.
Contudo, a morte sem manifestacdo de sinais clinicos pode ocorrer em alguns surtos, sendo
possivel encontrar reprodutoras mortas nos ninhos (BACK, 2004). Desta forma, a
apresentacdo aguda da CA deve ser diferenciada de casos suspeitos de envenenamento,
influenza aviaria e doenca de Newcastle (GLISSON, 2008).
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Nos casos agudos, observam-se hiperemia, petéquias ou hemorragias nas mucosas e
serosas de diversos 6rgaos, mas as lesbes também podem estar ausentes. Em poedeiras e
matrizes de corte, também pode ocorrer postura abdominal, peritonite, ooforite e
consequente atresia dos foliculos ovarianos (CHARLTON et al., 2006). Em casos agudos
da infeccdo em perus, a presenca de pneumonia com acimulo de exsudato fibrino-caseoso é
comum (CHARLTON et al., 2006). A forma cronica da doenca tende a apresentar lesdes
edematosas ou inflamatorias associadas com o local da infeccdo, sendo mais comuns a
barbela, seios nasais e articulagdes em geral. Algumas aves podem apresentar torcicolo
devido infeccdo na meninge (BACK, 2004).

2.3 Patogenia

A Pasteurella multocida é aparentemente um habitante normal das vias aéreas de
animais saudaveis e pode ser mantida na regido da orofaringe sem causar doencas em
hospedeiros imunocompetentes por longos periodos (MUHAIRWA et al., 2000). Por outro
lado, o desequilibrio da relacdo entre hospedeiro e bactéria pode levar ao desenvolvimento
da Colera Aviaria (NASCIMENTO et al., 2009). Processos estressantes como a
alimentacdo deficiente, as condi¢Ges inadequadas de manejo, a sobrecarga fisioldgica, a
infestacdo parasitéria e as infecgdes concomitantes sao exemplos de fatores predisponentes
ao desenvolvimento da CA (ANDREATTI FILHO, 2007).

Neste contexto, o trato respiratorio superior constitui-se na principal porta de
entrada para a bactéria e posterior colonizacdo do trato inferior, a partir do qual a P.
multocida rapidamente atinge o sistema vascular. Os mecanismos pelos quais a bactéria
invade e coloniza o trato respiratdrio e outros tecidos ainda sdo desconhecidos (WILKIE et
al., 2000). Contudo, o trato respiratorio pode ndo representar a Gnica porta de entrada para a
septicemia causada pela CA, considerando-se em alguns casos o trato gastrointestinal.
Segundo Lee et al.(2000), o mecanismo de infeccdo nesta regido € pouco conhecido devido
a dificuldade de isolamento da P. multocida entre os outros microrganismos presentes no
trato digestivo.

As cepas de P. multocida se multiplicam nos 6rgédos atingidos e causam lesdes

localizadas de necrose. A persisténcia da bactéria no local de infeccdo, assim como a
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migracdo para outros tecidos, depende das caracteristicas da amostra e da resposta imune
do hospedeiro (BOYCE et al., 2010). A presenca de estruturas como a capsula e o
lipopolissacarideo (LPS) confere resisténcia bacteriana ao sistema imune da ave (BOYCE;
ADLER, 2000).

A multiplicagdo da P. multocida no sangue ainda ndo est esclarecida. De fato, é
possivel que a bacteremia terminal observada em CA esteja relacionada a multiplicacdo
anterior do agente em tecidos como o figado (BOYCE et al., 2010). Em situacfes em que a
populacdo de P. multocida alcance um grande numero, é provavel que ocorra lise e
consequente liberagcdo de endotoxina em quantidade suficiente para lesar os tecidos do
hospedeiro (NASCIMENTO et al., 2009). As petéquias na serosa dos 6rgdos envolvidos,
especialmente do epicardio, sdo indicativas de coagulopatias associadas aos casos de
endotoxemias (BOYCE et al., 2010).

2.4 Epidemiologia

A maioria dos surtos de Cdlera Avidria afeta galinhas, perus, patos e gansos. Entre
as aves domésticas, 0s perus sdo mais susceptiveis, principalmente entre 16 e 40 semanas
de idade. Desta forma, a maior mortalidade ocorre no periodo de producdo das aves
(GLISSON, 2008). A CA ocorre com maior frequéncia durante as estagbes com
temperaturas mais baixas. Esta ocorréncia sazonal é devida as circunstancias que provocam
a queda da resisténcia do organismo das aves e também devido a uma maior exposi¢do aos
fatores de susceptibilidade (NASCIMENTO et al., 2009).

Lotes clinicamente recuperados de surtos de CA permanecem como carreadores da
Pasteurella multocida e podem disseminar o agente para hospedeiros susceptiveis, sendo
considerados 0s mais importantes reservatorios da infecgdo. A bactéria presente na regido
cloacal ou nas secregdes orais contamina a agua, a ragéo e o ambiente de produgdo (BACK,
2004; CHARLTON et al., 2006).

Neste contexto, Muhairwa et al. (2000) realizaram o primeiro isolamento de P.
multocida em lotes de galinhas através de suabes cloacais sem historico da doenca. Foram

coletados 240 suabes de cloaca, obtendo-se 80 amostras positivas. Muhairwa et al. (2000)
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sugerem que lotes normais podem ser carreadores da bactéria em surtos de CA, assim como
as aves convalescentes.

Outro importante fator de risco a avicultura industrial € a ocorréncia de surtos de
CA em aves silvestres em regides onde ha producéo avicola intensiva (NASCIMENTO et
al., 2009). A CA é descrita em um grande nimero de animais, incluindo-se cerca de 100
espécies de aves silvestres (KASTEN et al., 1997). Contudo, nem todas as cepas de P.
multocida sdo patogénicas a estas espécies, sendo um indicativo de que as aves silvestres
poderiam ser um reservatorio da bactéria em surtos de CA (SNIPES et al., 1990).

Esta possivel relacdo motivou a realizacdo do trabalho de Petersen et al. (2001), que
infectaram experimentalmente galinhas, perus, perdizes e faisbes com uma amostra de P.
multocida (40605-1) isolada de aves silvestres na Europa. O reisolamento da bactéria a
partir do baco e a alta mortalidade encontrada nas aves inoculadas confirmaram as aves
silvestres como reservatdrio do agente e a necessidade da adocdo continua das praticas de
biosseguridade (PETERSEN et al., 2001).

As espécies de aves aquaticas também sdo altamente susceptiveis a CA e estdo
relacionadas a ocorréncia de surtos em aves domésticas (GLISSON, 2008). Através do
emprego das técnicas moleculares de ribotipagem e de andlise do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo (RFLP), Christensen et al. (1998) observaram que 0s surtos
ocorridos em aves aquaticas e domésticas na Dinamarca em 1996 eram causados pelo
mesmo clone de P. multocida. Utilizando-se das mesmas técnicas, outro estudo relatou o
parentesco genético das amostras isoladas de surtos em gansos e perus em regides
geograficas proximas na Hungria (KARDOS; KISS, 2005).

Os casos de CA sdo comuns entre gansos e patos, tanto em criagdes semi-intensivas
como em areas de reservas ambientais. As taxas de mortalidade podem alcangar 50% entre
0s patos e até 80% entre 0s gansos (BACK, 2004; NASCIMENTO et al., 2009). Como
exemplo, a regido norte da California e o Muleshoe National Wildlife Refuge, area de
reserva de animais selvagens no Texas, sao duas regides nos Estados Unidos em que a CA
é enzootica entre aves aquaticas (GLISSON, 2008).

Da mesma forma que as aves silvestres, muitas espécies de mamiferos sdo
carreadores de P. multocida e podem contaminar as aves domésticas (CHARLTON et al.,

2006). Gatos e ratos sdo importantes reservatorios nas granjas avicolas e em criagdes semi-
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intensivas (NASCIMENTO et al., 2009). Em uma investigacdo epidemioldgica realizada
em sistemas de producéo free-range no continente africano, isolou-se a bactéria de 68% dos
gatos da regido estudada (MUHAIRWA et al., 2001). A andlise da viruléncia de P.
multocida isoladas de diferentes mamiferos comumente encontrados em zonas rurais
demonstra que as cepas de origem suina sdo as mais patogénicas para as aves (GLISSON,
2008).

Apesar da P. multocida poder causar doenca no homem, ndo existem evidéncias de
que amostras isoladas de aves sejam patogénicas para 0s humanos ou que estas constituam
algum risco para a saude publica (BACK, 2004; NASCIMENTO et al., 2009). A infeccéo
no homem geralmente esta associada a arranhaduras e mordidas de cées e gatos (HOLS et
al., 1992; GERARDO et al., 2001). As lesbes observadas séo a celulite, as linfagites e,
mais raramente, o desenvolvimento de abscessos e artrites sépticas (EWERS et al., 2006).
Ocasionalmente, a P. multocida pode estar envolvida em infecgfes sistémicas com a
ocorréncia de meningites e de endocardites, especialmente em pacientes imunodeprimidos
(KAWASHIMA et al., 2010). Casos recentes de meningite em humanos, causados por P.
multocida, relatam o contato direto com animais de companhia, especialmente com
superficies mucosas sem a ocorréncia prévia de lesbes de pele como causa para o
surgimento da doenca (BOERLIN et al., 2000; PER et al., 2010).

2.5 Diagnostico

A coleta de figado, medula 0ssea, sangue cardiaco e de lesdes localizadas em
apresentacdes cronicas, aléem de fragmentos de cérebro em casos de contaminagdo ou
autolise dos tecidos anteriores, sdo as amostras de eleicdo nos casos suspeitos (GLISSON et
al., 2008). Embora o histérico clinico, a sintomatologia e as lesdes encontradas na
necropsia serem sugestivas de casos de Colera Aviaria, a Pasteurella multocida deve ser
isolada e identificada no laboratorio (CHARLTON et al., 2006).

Um grande numero de testes bioquimicos esta disponivel para a identificacdo de P.
multocida, mas muitas vezes sdo empregados apenas nos estudos de caracterizacdo
taxonémica da familia Pasteurellaceae (CHRISTENSEN et al., 2007). Outra possibilidade

é a inoculacdo dos materiais suspeitos em camundongos atraves das vias intraperitoneal,
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intramuscular e subcutanea. Amostras de P. multocida geralmente ocasionam a morte do
hospedeiro em 24 a 48 horas apds a inoculagdo. Culturas puras da bactéria podem ser
obtidas a partir do baco, figado e sangue cardiaco destes animais (BACK, 2004; DZIVA et
al., 2008; GLISSON, 2008).

Contudo, a mortalidade dos camundongos inoculados depende do grau de viruléncia
das amostras analisadas. Christensen et al. (2007) observaram que menos da metade dos
241 isolados nasais de suinos em casos de rinite atrofica ocasionaram a morte dos
camundongos. Os autores sugerem a passagem do microrganismo nestes hospedeiros e
posterior semeadura em meios de cultura apropriados para aumentar a taxa de isolamento
da bactéria. Trabalhos semelhantes que utilizam esta técnica em amostras originarias de
aves apresentam a mesma conclusdo (MUHAIRWA et al., 2000; MUHAIRWA et al.,
2001). O mesmo procedimento é indicado nos estudos epidemiol6gicos que buscam a
identificacdo de carreadores do agente. Por outro lado, devido as questdes de bem estar
animal, deve ser utilizada somente quando outras ferramentas ndo estiverem disponiveis
(DZIVA et al., 2008).

O diagnostico presuntivo da CA é frequentemente realizado associando-se as
informacdes do caso com ferramentas laboratoriais minimas que incluem a morfologia da
coldnia, o odor caracteristico, a bipolaridade da bactéria, as reagdes positivas nos testes de
catalase e oxidase e a inibicdo do crescimento em &dgar MacConkey. Contudo, o uso destes
testes fenotipicos pode acarretar em erros de identificacdo entre as diferentes espécies
(DZIVA et al., 2008).

O dificil isolamento da P. multocida a partir de regides normalmente contaminadas,
como a regido nasal, associado ao periodo necessario para obtencdo de subcultivos puros
motivaram o desenvolvimento de novas metodologias (TOWNSEND et al., 1998). Neste
contexto, o desenvolvimento e emprego da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) especifico para a deteccdo de P. multocida representou um importante avango para
um diagnostico rapido e sensivel nos casos suspeitos de CA. Entretanto, a associagdo das
ferramentas fenotipicas e dos métodos genotipicos continua sendo fundamental para o
diagndstico da doenca (DZIVA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2009).

O primeiro exemplo de utilizacdo desta técnica foi desenvolvido por Kasten et al.

(1997) e baseado na deteccdo do gene pls, codificador de uma proteina comum a P.
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multocida, mas também presente em Haemophilus infuenzae. Neste trabalho, 11 amostras
de orofaringe coletadas de perus em granjas que sofreram um surto de CA apresentaram
resultado positivo. Porém, quando se comparou a PCR desenvolvida com a inoculagdo em
camundongos, a segunda demonstrou ser mais sensivel.

Em 1998, Townsend et al. (1998) elaboraram um protocolo sensivel e especifico a
partir da amplificacdo de um fragmento de 460 pb do gene cromossomal kmt, presente em
todas as subespécies de P. multocida. A partir do mesmo protocolo, mas com algumas
modificacdes, Lee et al. (2000) detectaram a bactéria em diferentes regides do trato
digestivo de galinhas infectadas experimentalmente por via oral, demonstrando a
reprodutibilidade do teste frente aos inibidores da PCR que normalmente estdo presentes
nas amostras de fezes. Da mesma forma, Liu et al. (2004) elaboraram um protocolo de PCR
espécie-especifica baseado na deteccdo de dois genes reguladores da transcri¢cdo, Pm0762 e
Pm1231, importantes no diagnostico de CA e possivelmente no controle da viruléncia de P.
multocida em diferentes ambientes.

A maioria das amostras isoladas em casos de CA é formada por acido hialurénico,
constituinte principal das cepas do tipo A capsular (DZIVA et al., 2008). Assim, protocolos
de PCR baseados em um fragmento da regido codificadora (genes hyaC e hyaD) da capsula
foram constituidos em diferentes trabalhos (GAUTAM et al., 2004; SHIVACHANDRA et
al., 2004). Contudo, deve-se considerar a possibilidade do isolamento de cepas dos tipos
capsulares B, D e F em surtos de CA, mesmo que mais raramente reportadas (DZIVA et al.,
2008).

Recentemente, um ensaio 5' Taq nuclease desenvolvido por Corney et al., (2007), a
partir do reconhecimento de uma regido variavel do gene rRNA 16S entre as diferentes
subespécies de P. multocida, demonstrou ser mais sensivel que a PCR convencional e de
aplicacdo no diagndstico de pasteurelose em diferentes hospedeiros. Embora inicialmente
descrito para a deteccéo nos casos de CA, o potencial para uma aplicagdo no diagnostico de
pasteurelose em outras espécies hospedeiras tem sido relatado. Cepas de P. multocida,
isoladas de bovinos e suinos também foram detectadas no teste. A especificidade foi
confirmada pelos resultados negativos obtidos com outras 27 espécies dentro da familia
Pasteurellaceae e algumas espécies selecionadas de bactérias e de virus (DZIVA et al.,
2008).
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Atualmente, os meétodos de genotipagem de amostras de P. multocida s&o
empregados em estudos epidemioldgicos e na diferenciacdo de cepas isoladas em surtos de
CA. A analise de enzima de restricdio (REA — Restriction endonuclease analysis), a
ribotipagem, a analise do polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD — Random
Amplification of Polymorphic DNA), a sequéncia palindromica repetitiva (REP - Repetitive
Extragenic Palindromic - PCR) e a tipificacdo por sequenciamento de multiplos loci
(MLST — Multilocus Sequence Typing) sdo as técnicas mais utilizadas (PEDERSEN et al.,
2003; DZIVA et al., 2004; SHIVACHANDRA et al., 2008).

Os testes soroldgicos sao raramente utilizados na rotina de diagndstico devido as
caracteristicas da CA, que apresenta um curso agudo e com baixos titulos de anticorpos nos
estagios iniciais da doenca. Além disto, resultados positivos ndo devem ser interpretados
como indicativos da presenca de uma infeccdo ativa (GLISSON, 2008; NASCIMENTO et
al., 2009). Contudo, a necessidade de monitoramento das respostas imunes geradas em
lotes de galinhas e perus vacinados levou ao desenvolvimento da técnica de Ensaio
Imunoenzimatico (Enzyme Linked Immunosorbnt Assay - ELISA), disponivel atualmente
em Kits comerciais (DZIVA et al., 2008).

2.6 Fatores de viruléncia

A viruléncia ¢ a capacidade relativa de um patégeno em causar doenca (MADIGAN
et al., 2010). Os microrganismos patogénicos se distinguem de outros da mesma espécie
por possuirem e expressarem genes que codificam fatores de viruléncia, os quais propiciam
a colonizacédo e a ocorréncia de diversos eventos que subvertem a fisiologia hospedeira
(VIEIRA, 2009).

Os componentes estruturais das bactérias apresentam diferentes funcgdes, mas
também podem auxiliar na patogénese, atuando como fatores de viruléncia. Por outro lado,
diversos componentes microbianos intra e extracelulares atuam unicamente como fatores de
viruléncia (MADIGAN et al., 2010). De acordo com Wassenaar et al. (2001), os genes que
codificam tais fatores sdo divididos em trés categorias: 0s genes de viruléncia verdadeiros,
responsaveis diretos pelos danos celulares provocados, os genes associados a viruléncia,

que regulam ou ativam a expressdo da classe anterior, e 0s genes relacionados a patogénese
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do microrganismo, que auxiliam na colonizagdo, na invaséo e na sobrevivéncia intracelular
durante o processo infeccioso.

Alguns estudos tém sido desenvolvidos para identificacdo de genes relacionados a
viruléncia em P. multocida (BOYCE et al., 2010). Contudo, a frequéncia destes genes em
diferentes hospedeiros ainda é pouco conhecida. Além disto, os genes identificados podem
ser classificados como virulentos somente na espécie animal testada, pois alguns fatores
considerados fundamentais em alguns hospedeiros nao séo essenciais nos demais (EWERS
et al., 2006).

2.6.1 Cépsula

A classificacdo das amostras de P. multocida de acordo com a presenca de
antigenos capsulares é realizada através do teste de hemaglutinagdo passiva (CARTER,
1955). Contudo, os métodos de identificacdo dos sorogrupos baseados na hemaglutinacdo
passiva cairam em desuso, porque provavelmente muitos isolados capsulados podem néo
aglutinar com antissoros homologos (ARUMUGAM et al., 2011). Fatores ligados ao
hospedeiro também podem contribuir para dificultar a sorotipagem. Pode haver reacdo do
soro de um animal normal com o antigeno da P. multocida, provavelmente porque a
presenca da bactéria na microflora normal promove um estimulo antigénico. Outra
possibilidade é o animal possuir anticorpos naturalmente adquiridos contra epitopos de P.
multocida que também estdo presentes em outras bactérias da microbiota (BOROWSKI,
2001).

Devido a estas dificuldades técnicas, além do tempo necessario para a realizacdo do
teste de hemaglutinacdo passiva que requer antissoros especificos para cada tipo capsular,
outras provas nao soroldgicas tém sido propostas. Os sorogrupos A, D e F sdo formados por
capsulas que contem mucopolissacarideos que podem ser identificados através do uso de
enzimas que clivam esta estrutura (GLISSON et al., 2008). Carter e Rundell, (1975)
desenvolveram um teste em que cepas do tipo A podem ser identificadas a partir da
inibicdo do seu crescimento quando semeadas em meio de cultivo contendo uma amostra

de Staphylococcus aureus, produtora de hialuronidase.
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As cepas do tipo D sdo identificadas pela floculagdo produzida ap6s a adicdo de
acriflavina ao caldo contendo o microrganismo. Entretanto, alguns isolados do tipo F
podem reagir de forma similar apds a adicdo de acriflavina (CARTER; SUBRONTO,
1973). Os métodos de tipagem sdo utilizados ndo somente para investigar a diversidade das
amostras de P. multocida, mas também para o estudo da patogenia e epidemiologia do
agente (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006).

A maioria dos casos agudos de CA ¢é causada por amostras do sorogrupo A
(RHOADES; RIMLER, 1989; WOO; KIM, 2006; DZIVA et al., 2008). Ja a septicemia
hemorréagica em ruminantes é relacionada principalmente aos sorogrupos B e E, sendo o
ultimo ndo relatado em aves. A rinite atrofica dos suinos, patologia associada com
pneumonia e retardo do crescimento, é causada por amostras pertencentes ao sorogrupo D
(HARPER et al., 2006). A base bioldgica para justificar esta diferenciacdo entre o0s
sorogrupos e a ocorréncia de doencas especificas ndo esta esclarecida (CHUNG et al.,
1998)

Outra alternativa aos testes sorologicos foi o desenvolvimento de um grande nimero
de técnicas genéticas que permitem tal diferenciacdo (DeANGELIS et al., 2002; DAVIES
et al., 2004; BOYCE et al., 2010). Estas técnicas permitem a identificacdo da amostra
quando a metodologia desenvolvida por Carter (1955) falha ou quando ndo foi possivel
realizar a definicdo do tipo capsular pelo teste fenotipico, devido a alguma mutacdo no
locus de biossintese da capsula (BOYCE et al., 2010). Trabalhos envolvendo clonagem e
sequenciamento da regido de biossintese das capsulas A e B e a analise da sequéncia
nucleotidica dos tipos D, E e F permitiu a identificacdo de regides especificas de cada
sorogrupo (CHUNG et al., 1998; BOYCE et al., 2000a).

A capsula do sorogrupo A de amostras aviarias € constituida principalmente por
acido hialurénico, um polimero formado por unidades alternadas dos &cidos D-glicurénico
e N-acetil-D-glicosamina (BOYCE et al., 2000b). Estudos moleculares determinaram que a
porcdo do genoma responsavel pela biossintese da capsula do tipo A é formada por 11
sequéncias abertas de leitura (ORF - Open Reading Frame) divididas em trés diferentes
regides. A primeira delas é responsavel pela traducao de proteinas envolvidas no transporte
dos polissacarideos da capsula para a superficie, e a terceira envolve proteinas que séo

similares as encontradas em Escherichia coli e Neisseria meningitidis e que estdo
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relacionadas a substituicao de fosfolipideos do &cido hialurdnico (BOYCE et al., 2000b). A
segunda e mais importante regido é constituida por cinco genes (hyaABCDE) envolvidos na
traducdo de enzimas que sintetizam mondmeros ativos do agUcar e que atuam como
polimerases.

Os genes hyaA e hyaD sintetizam enzimas semelhantes as glicosiltransferases e
cada um deles é responsavel pela adicdo de um monémero de aglUcar ativado para a
formacdo do polissacarideo. Proteinas similares sdo encontradas nas bactérias Vibrio
cholerae, Escherichia coli e Streptococcus thermophilus. J& o gene hyaC esta relacionado
com a traducdo da enzima UDP-glicose desidrogenase, a qual é responsavel pela conversdo
de UDP-glicose em UDP-&cido glicurbnico, um precursor na formagdo da céapsula
bacteriana. Nenhuma funcéo é descrita para as proteinas HyaB e HyaE (CHUNG et al.,
1998).

A sequéncia nucleotidica da regido de biossintese da capsula do tipo B apresenta 15
ORFs também divididas em trés regibes que codificam proteinas com funcgdes similares
aquelas da capsula do tipo A (BOYCE et al., 2000a; BOYCE et al., 2010). As capsulas dos
sorogrupos D e F, relacionados em casos menos frequentes da CA, sdo formadas por um
dissacarideo precursor da heparina e pelo polissacarideo condroitina, respectivamente
(DeANGELIS et al., 2002).

Todos os polissacarideos capsulares sdo glicosaminoglicanos idénticos aos
componentes da matriz celular das células eucariéticas, exceto que a heparina e a
condroiotina presentes nas capsulas D e F ndo sdo sulfatadas. Por esta razdo, estas
moléculas podem ser reconhecidas como componentes das células eucaridticas e ndo haver
formacéo de resposta imune no hospedeiro infectado (DAVIES et al., 2004; BOYCE et al.,
2010).

O nivel de expressdao dos genes capsulares € reduzido quando a bactéria estd em
contato com determinados antibidticos e na presenca de baixa concentracdo de ferro.
Melnikow et al. (2008) detectaram diminuicdo dos niveis de transcricdo dos genes
capsulares frente a novobiocina e ao trimetoprim através da técnica de microarranjo do
DNA. Também observaram diminui¢do da espessura ou fragmentacdo da cdpsula quando
analisada por microscopia eletronica. Da mesma forma, uma amostra de P. multocida pode

perder a capsula depois de repetidos cultivos em meios artificiais. Embora se acredite no
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maior numero de cepas acapsulares como resultado de mutagcdes pontuais apds diversas
passagens in vitro, os mecanismos moleculares deste evento ainda ndo estdo estabelecidos
(ANDREATTI FILHO, 2007)

A perda espontanea da capsula pode estar relacionada a uma mutacdo pontual em
um regulador da transcricdo, o gene fis, que esté localizado entre as duas primeiras regifes
das ORFS da cépsula do tipo A (STEEN et al., 2010). Por outro lado, esta perda da capsula
poderia estar associada a um mecanismo de biossintese dependente das condicdes
ambientais em que a bactéria esta inserida. Neste contexto, Watt et al. (2003) verificaram a
reversdo de amostras inicialmente ndo capsuladas para capsuladas quando inoculadas em
camundongos.

A habilidade da P. multocida em invadir e se multiplicar no hospedeiro é reforcada
pela presenca da capsula, um dos fatores de viruléncia mais importantes e melhor
esclarecidos da espécie. O papel essencial da cépsula na patogenia da P. multocida foi
exemplificado no trabalho desenvolvido por Chung et al. (2001) que construiram um
mutante acapsular da amostra X-73, a partir da insercdo de um cassete de resisténcia a
tetracilina no gene hexA, localizado na regido 1 do locus capsular. Esta amostra passou a
ser ndo letal em camundongos, assim como avirulenta em galinhas. Semelhante estudo foi
elaborado a partir da mutacdo da amostra M1404 do sorogrupo B e apresentou resultado
similar (BOYCE; ADLER, 2000).

Algumas funcdes atribuidas a capsula e o consequente aumento da patogenicidade
s80 a resisténcia a dessecacdo, a maior aderéncia a tipos celulares especificos, a atividade
antifagocitaria e a interagdo com o sistema complemento do hospedeiro (BOYCE et al.,
2000b). A importancia da capsula na aderéncia da P. multocida dependente do tipo de
amostra e de célula do organismo envolvida no processo. No estudo de Pruimboom et al.
(1996), amostras do tipo capsular A demonstraram forte aderéncia aos macrofagos dos
sacos aereos de perus, ao contrario das amostras acapsulares. Alem disto, o tratamento das
cepas com a enzima hialuronidase e consequente despolimerizagdo da capsula aumentou a
atividade fagocitica dos macrdfagos e interferiu negativamente na aderéncia da bactéria as
células. Da mesma forma, o tratamento com sulfato de condroitina, polissacarideo similar

ao acido hialurénico, ndo interferiu na aderéncia da bactéria, demonstrando que existe uma
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relacdo especifica entre a estrutura capsular e um receptor glicoprotéico especifico no
hospedeiro.

Contudo, no experimento desenvolvido por Jacques et al. (1993), amostras de
origem suina do tipo capsular D demonstraram menor aderéncia, quando comparadas com
amostras acapsulares através da técnica de dot-blot. Segundo os autores, a presenca da
capsula poderia interferir na funcdo de aderéncia ao trato respiratorio promovida por
componentes externos da membrana (lipopolissacarideo e fimbrias).

O principal papel da capsula na viruléncia de uma determinada cepa de P. multocida
esta diretamente relacionado a maior resisténcia a fagocitose e a inibicdo do sistema
complemento do hospedeiro (PRUIMBOOM et al., 1996; CHUNG et al., 2001). A cépsula
confere hidrofilicidade a superficie da bactéria, caracteristica importante para que néo
ocorra a fagocitose (BOROWSKI, 2001). Em um estudo publicado em 2000, observou-se
um aumento de aproximadamente sete vezes na sensibilidade a fagocitose de amostras
acapsulares mutantes do tipo B:2. Estas amostras também foram 10° vezes menos
virulentas do que as originais quando inoculadas em camundongos (BOYCE; ADLER,

2000).
2.6.2 LPS

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ um importante componente estrutural da membrana
externa de bactérias Gram negativas e é composto por trés regides: cadeia de
polissacarideos (antigenos O), oligossacarideo (regido do core) e molécula lipidica (lipideo
A) (MADIGAN et al., 2010). As amostras de P. multocida s&o classificadas em 16
sorotipos a partir da composicdo dos antigenos somaticos presentes no LPS
(HEDDLESTON, 1972). O LPS, assim como a capsula, apresenta importante papel na
viruléncia. Qualquer mutacdo que gere a menor expressdo génica dos oligossacarideos do
LPS representa a diminui¢do de viruléncia das amostras de P. multocida nos casos de
Colera Aviéria (BOYCE et al., 2010).

A estrutura do LPS de P. multocida do sorotipo A:1, mais comumente estudada,
demonstra a existéncia de duas formas diferenciadas de oligossacarideos na estrutura

nuclear do core (HARPER et al., 2007a). A expressdo simultanea destas duas estruturas é
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somente descrita em P. multocida e em Mannheimia haemolytica e representa
possivelmente uma vantagem a sobrevivéncia da bactéria no ambiente (BOYCE et al.,
2010). Também a presenca de residuos de fosfocolina ligados aos oligossacarideos do core
em algumas amostras de P. multocida auxiliam na maior adesdo da bactéria as mucosas
hospedeiras e na maior resisténcia aos antimicrobianos (HARPER et al., 2007Db).

O LPS é considerado uma endotoxina, entretanto a toxicidade varia de acordo com
o tipo de hospedeiro infectado pela P. multocida (BOYCE et al., 2010). A administracdo
por via endovenosa de LPS purificado de cepas do sorogrupo B em bufalos mimetiza os
efeitos da Septicemia Hemorragica (HORADAGODA et al., 2002). Contudo, perus
geralmente sdo resistentes aos efeitos da endotoxina (CHRISTENSEN; BISGAARD,
2006). As altas doses de endotoxinas liberadas em lises bacterianas podem causar a morte

por choque hemorragico e pela necrose dos tecidos (MADIGAN et al., 2010).

2.6.3 Fimbrias e Adesinas

Assim como o LPS, as fimbrias sdo estruturas protéicas presentes na superficie das
células procarioticas e que conferem a bactéria a capacidade de adesdo (MADIGAN et al.,
2010). Como a interacdo entre macromoléculas presentes na superficie das células
hospedeiras e do patdgeno sdo essenciais para o estabelecimento da colonizacdo de tecidos
lesados, as fimbrias também sdo consideradas fatores de viruléncia (BOYCE et al., 2010).

Muitos genes de P. multocida que codificam fimbrias e adesinas, incluindo ptfA,
fimA, flp1, flp2, hsfl e hsf2, sdo semelhantes as encontradas em outras bactérias (HARPER
et al., 2006, CORNEY et al., 2007). A maioria dos estudos é concentrada no isolamento e
caracterizacdo da fimbria do tipo IV (proteina PtfA) responsavel pela ligacdo da P.
multocida a superficie das células hospedeiras (DOUGHTY et al., 2000; SIJU et al., 2007;
SELLYEI et al., 2010). A anélise das sequéncias codificadas pelo gene ptfA demonstram
grande variagdo entre as amostras de P. multocida (DOUGHTY et al., 2000), mas o papel
de cada estrutura fimbrial na viruléncia da bactéria ainda ndo foi esclarecido (HARPER et
al., 2006).

Alguns estudos tambeém demonstram a existéncia de dois genes, pfhaBl e pfhaB2,

que codificam hemaglutininas filamentosas importantes na colonizacdo do trato respiratorio
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superior e que também sdo encontrados na bactéria Bordetella pertussis (TATUM et al.,
2005). A proteina FHA também apresenta capacidade de ligar-se a proteina plasmatica
C4BP, a qual inibe o sistema complemento do hospedeiro infectado (TATUM et al., 2005).
A mutacdo de pfhA resulta em diminuicdo de viruléncia das cepas de P. multocida
(FULLER et al., 2000).

2.6.4 Toxina dermonecrotica

A toxina dermonecrética (PMT- Pasteurella multocida toxin) representa o Unico
tipo de exotoxina descrita em cepas de P. multocida (LAX; CHANTER, 1990) e esta
associada aos sinais clinicos e as lesdes ocorridas nos casos de rinite atrofica progressiva
em suinos. E expressa principalmente por amostras do sorogrupo D, e em um menor
namero de casos em amostras do tipo A (NAGAI et al., 1994).

A PMT ocasiona a atrofia dos turbinados nasais de suinos devido a proliferacdo
descontrolada de osteoclastos que promovem a reabsorcdo tecidual e a inibicdo da
diferenciacdo em osteoblastos, necessaria para a formacdo d6ssea (BOYCE et al., 2010).
Esta exotoxina também é um estimulador da mitose, o que induz alteracdes celulares como
0 rearranjo do citoesqueleto (ZYWIETZ et al., 2001), e é altamente toxica para 0s animais.
Em camundongos, causa lesdes necréticas na pele decorrentes de administracdo
intradérmica e também pode ser letal quando aplicada por via intraperitoneal
(PULLINGER et al., 2004). Estes dois testes bioldgicos podem ser utilizados para se
avaliar a toxigenicidade de amostras de P. multocida.

A PCR representa uma alternativa atual a estes testes, uma vez que apresenta uma
maior sensibilidade e maior especificidade em diferentes trabalhos (NAGAI et al., 1994;
ATASHPAZ et al., 2009). Em estudo com 24 amostras isoladas de suinos com pneumonia
e pleurite, Borowski et al. (2001) identificaram nove amostras toxigénicas através de PCR e
somente uma através da inoculagéo intraperitoneal em camundongos. Algumas possiveis
hipoteses para estas diferencas sdo a possibilidade de ocorréncia da supressdo da expressao
génica in vivo ap0s subcultivos da bactéria ou a existéncia de um gene defectivo, ndo

funcional.
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A PMT tem acdo intracelular, ligando-se a receptores presentes na superficie de
gangliosideos e penetrando na célula através de endocitose. O sequenciamento do gene
toxA demonstra que a relacdo de bases puricas e pirimidicas (guanina/citosina) é inferior ao
percentual geralmente encontrado no genoma de P. multocida (MAY et al., 2001), e que
este gene apresenta um sitio de clivagem incomum para a enzima de restricdo Hpall. Estas
evidéncias, associadas a homologia das regiGes que flanqueiam o gene com a sequéncia
nucleotidica de bacteriéfagos, sugerem que toxA tenha sido adquirido por via horizontal
(PULLINGER et al., 2004; BETHE et al., 2009).

2.6.5 Sialidases

O écido sialico, presente na natureza em aproximadamente 50 diferentes tipos,
corresponde a um grupo de carboidratos complexos que contém nove carbonos (FATIMA
et al., 2005). Em mamiferos e aves, este acido corresponde geralmente ao aglcar terminal
de glicoproteinas e de glicolipideos das membranas celulares ou de glicoproteinas no soro
(VIMR; LICHTENSTEIGER, 2002). O &cido sialico promove a estabilizacdo das
membranas celulares, 0 armazenamento de energia na forma de glicogénio ou amido e é
componente de estruturas como a quitina (FATIMA et al., 2005). O &cido sialico também
atua como mediador na adesdo celular e como receptor para bactérias e virus (VIMR;
LICHTENSTEIGER, 2002).

As sialidases ou neuraminidases sdo enzimas produzidas por alguns tipos de
bactérias com o objetivo de remover o acido sialico das células hospedeiras para utiliza-lo
como fonte de carbono (HARPER et al., 2006). A maioria das amostras de P. multocida
produz estas enzimas. As sialidases NanH e NanB foram clonadas e caracterizadas a partir
de cepas isoladas de casos de Colera Aviaria por Mizan et al. (2000), e diferem em relacéo
a especificidade de utilizacdo dos receptores celulares sialogliconjugados. Esta diversidade
aumenta a capacidade metabdlica da P. multocida no interior do hospedeiro, pois permitem
a remocao do &cido sialico da maioria das glicoproteinas do hospedeiro (MIZAN et al.,
2000).

Além da atividade catabolica de P. multocida através das sialidases, esta bactéria

também possui genes responsaveis pela biossintese do acido sialico (STEENBERGEN et
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al., 2005). Desta forma, a bactéria pode expor este aglcar na sua membrana externa,
mimetizando estruturas das células eucaridticas e evitando a agdo do sistema imune do
hospedeiro (VIMR; LICHTENSTEIGER, 2002). Através deste mecanismo de viruléncia, a
P. multocida consegue colonizar o trato respiratério superior de diversos animais e invadir
células da mucosa (HATFALUDI et al., 2010).

A andlise do sialometabolismo demonstra que a P. multocida codifica duas enzimas
transferases (Pm0188 e Pm0508) que transferem o &cido sialico para a superficie de
componentes celulares da bactéria, como o LPS e a céapsula. A inativacdo dos genes
envolvidos na sintese destas transferases ou de proteinas que captam o &cido sidlico do
ambiente promove a atenuacdo das cepas de P. multocida (STEENBERGEN et al., 2005;
BOYCE et al., 2010).

2.6.6 Superdxido Dismutase (SOD)

O ambiente aerdbico € potencialmente toxico, devido a producdo de especies
reativas do oxigénio (EROs). As EROs compreendem um grupo de metabolitos ativos
formados a partir do metabolismo do oxigénio e que possuem em sua estrutura quimica um
elétron livre, o que lhes confere uma alta instabilidade e capacidade de reagir com
diferentes moléculas presentes nas estruturas celulares (MATOS; FERNANDES, 2005). Os
EROs podem ocasionar a oxidacdo de biomoléculas tais como o DNA, proteinas e lipideos
gerando, por exemplo, mutagdes genéticas, disfuncdo e agregacdo de proteinas e
comprometimento de membranas biolégicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidacdo dos componentes da membrana plasmatica ocasiona a inativacéo de
receptores da membrana e enzimas, prejudicando a funcdo celular e aumentando a
permeabilidade do tecido (MATOS; FERNANDES, 2005). Esta reacdo também pode
amplificar o dano celular atraves da geracdo de produtos oxidados, pois alguns deles séo
quimicamente reativos. A impossibilidade de se evitar a producdo de EROS levou a
evolucdo de um complexo sistema antioxidante composto por enzimas especificas ou de
antioxidantes ndo enzimaticos como as vitaminas C e E (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).
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A Superdxido Dismutase (SOD) é uma enzima que catalisa a dismutacdo das
espécies reativas do radical &nion superéxido (O%) para peroxido de hidrogénio (H20,), 0
qual é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas. As SODs sdo classificadas
de acordo com o metal ligante ao seu sitio ativo que pode ser cobre, zinco, ferro ou
manganés, e estdo presentes em diferentes compartimentos celulares, assim como em uma
grande variedade de microrganismos e organelas celulares (McCORD, 2000).

A ferro superdxido-dismutase (FeSOD) e a manganés superéxido-dismutase
(MnSOD) tém localizacdo citoplasmatica e estdo envolvidas na remocdo dos radicais
anions superdxidos gerados durante a respiracdo aerobica em bactérias (FRIDOVICH,
1978). Como a membrana citoplasmatica € impermeével as SODs, ndo ocorre a dismutacao
dos superoxidos na superficie celular e no periplasma, os quais ficam vuneraveis
(LAINSON et al., 1996). Neste contexto, a cobre-zinco superoxido-dismutase (CuZnSOD)
ou Superéxido Dismutase | (SOD 1), enzima geralmente encontrada no citosol de
eucariotos, tem sido relatada no periplasma de muitos organismos procariotos patogénicos e
comensais (LAINSON et al., 1996).

A funcdo da CuzZnSOD na viruléncia de bactérias patogénicas consiste na
capacidade da enzima de dismutar radicais superdxidos gerados fora da célula bacteriana.
Assim, a localizacdo de CuZnSOD no periplasma estaria protegendo a bactéria dos efeitos
toxicos dos radicais superoxidos produzidos fora da célula (WILKS et al., 1998). A SOD |
¢ composta por duas subunidades idénticas de 16 kDa que formam um homodimero
(VALENTINE et al., 2005). Cada subunidade é composta por um ion de cobre, um de
zinco e uma ligacdo dissulfeto. Os dois Ultimos sdo responsaveis pela manutencdo da
conformacéo de alca da proteina que compreende o canal idnico do sitio ativo da enzima e
0 cobre constitui o elemento catalitico responsdvel pelas reacfes de oxidorredugdo
(VALENTINE et al., 2005). A SOD 1 ¢ codificada pelo gene sodC e este foi utilizado
como base para elaboracdo de protocolos de PCR (LAINSON et al., 1996) e PCR em
Tempo Real (GUENTHER et al., 2008) a fim de identificar diferentes bactérias Gram
negativas, incluindo-se membros dos géneros Haemophilus, Actinobacillus, Mannheimia e
Pasteurella.

A enzima MnSOD, a qual possui niveis de biossintese regulados pelas

concentracdes de ferro e é principalmente encontrada em mitocondrias, € codificada pelo
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gene sodA. O sequenciamento deste gene também foi recentemente utilizado como modelo
para a identificacdo de espécies de Pasteurella e Mannhemia (GAUTIER et al., 2005).

2.6.7 Porinas

As porinas sdo proteinas que formam canais que permitem a passagem de ions e
pequenas moléculas hidrofilicas com massa molecular de aproximadamente 600 Da através
da membrana externa. Estas proteinas sdo divididas em especificas e inespecificas
(HATFALUDI et al., 2010). As porinas inespecificas formam canais preenchidos por agua
e que permitem o transito de substancias a partir da diferenca de concentracdo entre o meio
extracelular e o periplasma. Estes canais ndo apresentam sitios de ligacdo para grupos
moleculares estruturalmente relacionados (MADIGAN et al., 2010).

A OmpH representa a principal proteina de membrana externa (Outer Membrane
Protein — OMP) presente no envelope da P. multocida e forma canais inespecificos. A
biossintese de OmpH é regulada pelo gene fur, o qual codifica uma proteina reguladora da
captacdo de ferro. Assim, os niveis de expressao de OmpH respondem negativamente as
concentracdes de glicose e de ferro no meio (BOSCH et al., 2001).

Muitos trabalhos selecionam estas proteinas como antigenos na elaboracdo de
vacinas contra a P. multocida, pois elas consistem em um fator imunogénico conservado
entre as diferentes familias bacterianas (LUO et al., 1999; LEE et al., 2007). O alinhamento
genético dos 16 sorotipos de P. multocida demonstra variagdo no comprimento e na
sequéncia nucleotidica restrita a duas regides que codificam grandes algas presentes na
estrutura secundaria da proteina (HATFALUDI et al., 2010). A proteina OmpH completa
ou apenas seus fragmentos funcionam como epitopos especificos. Tanto Luo et al. (1999)
utilizando um peptideo sintético que mimetiza a regido variavel Cyclic-L2, quanto Lee et
al. (2007) desenvolvendo uma vacina recombinante com OmpH, obtiveram resultados
satisfatorios na protegdo de galinhas desafiadas com cepas homologas de P. multocida.

Outras porinas presentes em mitocondrias, cloroplastos e na membrana externa de
bactérias Gram negativas sao as proteinas transmembrana em lamina . A proteina Oma87

é um exemplo desta classe de proteinas e estd presente em P. multocida, auxiliando na
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ligacdo de lipideos ou outras proteinas na membrana externa da bactéria (HATFALUDI et
al., 2010). O dominio da Oma87 é expresso em outras bactérias patogénicas e este antigeno
de superficie bacteriano também é considerado uma opcao ao desenvolvimento de vacinas
(TABATAI, 2008). Porém, ao contrario do experimento desenvolvido por Ruffolo e Adler
(1996) utilizando camundongos como modelos, a vacina¢do com fragmentos desta proteina
nédo gerou protecdo em galinhas frente a amostras virulentas de P. multocida (MITCHISON
et al., 2000).

A expressao de OMPs geralmente é aumentada em condicGes de privacédo de ferro, e
a imunizacdo com estas proteinas apresenta maior resposta imune cruzada quando
comparada com proteinas selecionadas de meios sem restricio do elemento (KHARB;
CHARAN, 2010). Por outro lado, estudos protedmicos mais recentes demonstram pouca
variacdo na expressdo de OMPs em meios de cultura deficientes em ferro (PAUSTIAN et
al., 2001; BOYCE et al., 2006).

2.6.8 Regulacdo e aquisicédo de ferro

O ferro é um elemento essencial para a sobrevivéncia das bactérias, pois participa de
inimeros processos bioldgicos essenciais como o transporte de oxigénio, a regulacdo
génica e a sintese de DNA (KREWULAK; VOGEL, 2008; MADIGAN et al., 2010).
Devido a toxicidade deste elemento, a concentracdo de ferro livre € bastante limitada e esta
sequestrada em proteinas como transferrina, lactoferrina e ferritina (HARPER et al., 2006).

A Pasteurella multocida, assim como outras bactérias, desenvolveu mecanismos
bésicos para adquirir o ferro: através de agentes quelantes (sideroforos) que captam o ferro
de hidréxidos férricos ou por receptores a partir de proteinas do hospedeiro (KREWULAK;
VOGEL, 2008). O sequenciamento do genoma da amostra de P. multocida Pm70 por May
et al. (2001) revela que 2,5% do genoma da bactéria — correspondente a 53 proteinas
codificadas - sdo similares as proteinas envolvidas no metabolismo do ferro.

A captacdo de ferro em ambos 0s mecanismos requer a presenca de uma proteina na
membrana externa da P. multocida que funcione como um receptor especifico, uma
proteina ligante presente no periplasma, além de um complexo energético para 0 processo

(BOYCE et al., 2010). A energia do metabolismo do ferro é suprida pelo Complexo TonB,
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o qual é formado pelas proteinas TonB, ExbB e ExbD que estdo ancoradas na membrana
interna da P. multocida (KREWULAK; VOGEL, 2008). Os trés genes sdo transcritos de
forma independente, apesar de estarem localizados em regiGes proximas. Contudo, a
mutacdo em um gene ocasiona a atenuacdo das cepas de P. multocida, o que demonstra a
contribuicdo igualitaria de cada proteina do Complexo TonB ao processo infeccioso
(BOSCH et al., 2001).

A transferrina apresenta um peso molecular de 80 kDa, o que impossibilitada a sua
passagem através da membrana externa da P. multocida e obriga o uso de alguns
mecanismos para remocdo do ferro na superficie externa da bactéria (KREWULAK;
VOGEL, 2008). A extracdo de ferro ocorre através da ligacéo da transferina a um complexo
presente na membrana externa bacteriana formado por um dimero TbpA, associado a uma
lipoproteina de superficie TopB (HARPER et al., 2006; BOYCE et al., 2010). Enquanto
ThpB apresenta o sitio inicial de ligacdo a transferrina, ThpA associa-se posteriormente ao
complexo e apresenta na sua estrutura alcas que forcam a separagdo dos dominios da
transferrina, ocasionando a exposicdo e liberacdo do atomo de ferro. O ferro liberado é
transportado da membrana externa para o citoplasma através da proteina FbpA
(KREWULAK; VOGEL, 2008).

A pesquisa da presenca do gene tbpA através de PCR revela que este gene esta
presente na maioria das cepas de P. multocida isoladas de ruminantes, mas ndo foi
encontrado em amostras originarias de outros hospedeiros, incluindo aves (EWERS et al.,
2006). Entretanto, ndo se pode eliminar a possibilidade de que as amostras isoladas em
outros animais possuam receptores de transferrina ainda ndo identificados (BOYCE et al.,
2010). A quantificacdo de RNAm através da técnica de microarranjo é utilizada em
ambientes com baixa concentragcdo ou com fontes definidas de ferro, e tem demonstrado o
aumento da expressao de genes relacionados ao metabolismo de ferro quando apenas a
transferrina esta presente (PAUSTIAN et al., 2001; BOYCE et al., 2006). Além disto, o
locus de thpA é flanqueado por sequéncias de inser¢do, que permitem a ocorréncia de
recombinacdo transposicional e de mudanca de viruléncia de cepas inicialmente
apatogénicas (OGUNNARIWO; SCHRYVERS, 2001).

A maior fonte de ferro do hospedeiro sdo as proteinas ferritina e hemoglobina
(KREWULAK; VOGEL, 2008). Como o ferro se encontra no interior destas proteinas, a
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bactéria utiliza exotoxinas para provocar a lise dos eritrocitos. Contudo, a enzima
responsavel por esta atividade em P. multocida ainda néo foi identificada. Em condigdes
anaerdbicas, uma esterase (MesA) comum a P. multocida e E. coli demonstra possuir
atividade hemolitica indireta (HUNT et al., 2000). Oito receptores de membrana externa
que se ligam a porcdo ferrica da hemoglobina ou a propria hemoglobina foram
identificados até entdo em amostras de P. multocida (BOSCH et al., 2004).

A proteina HgbA, inicialmente identificada em amostras do sorogrupo D, é o
exemplo mais importante e mais estudado de proteinas que se ligam a hemoglobina em P.
multocida (HATFALUDI et al., 2010). O gene hgbA é parte de uma unidade de transcri¢do
composta por outros dois genes que codificam proteinas externas de membrana. Qualquer
mutacdo em um destes dois genes € letal a bactéria (BOSCH et al., 2002). A expressdo
génica deste operon € regulada pela concentracdo de ferro, sendo que a sua expressao
aumenta em até seis vezes em baixas concentracdes de ferro ou apds as primeiras horas de
infeccdo em galinhas (PAUSTIAN et al., 2001).

Outra proteina, denominada HgbB e de mesma funcdo, foi identificada por Cox et
al. (2003). A HgbB envolvida na captacdo de ferro em P. multocida é similar a outras
proteinas com mesma funcgdo presentes em H. influenzae (COX et al., 2003). De acordo
com Paustian et al. (2002), a expressdo de hgbB ndo € alterada em condi¢fes minimas de
ferro ou em galinhas infectadas. Outras proteinas que se ligam a hemoglobina estéo
presentes em P. multocida e sdo constitutivamente expressas (COX et al., 2003).

O ultimo mecanismo utilizado pelas bactérias para a captacao de ferro é relacionado
a utilizacdo de sideroforos. Os siderdforos sdo pequenas moléculas quelantes de ferro que
séo secretadas por bactérias com a fungé@o de remover o ferro associado as glicoproteinas do
hospedeiro (MADIGAN et al., 2010; HATFALUDI et al.,, 2010). O complexo €
inicialmente desencadeado pela ligacéo do sideréforo com o ferro a uma proteina especifica
na superficie da bactéria (HATFALUDI et al., 2010). Apos esta ligacdo, o ferro é
transportado para o interior da célula. Somente um sideréfero, denominado Multocidin e
com estrutura quimica ndo determinada, foi identificado em P. multocida (BOYCE et al.,
2010). Trés proteinas de membrana externa, com pesos moleculares de 76 kDa, 84 kDa e
96 kDa e sintetizadas em condi¢cdes de privacdo de ferro, sdo capazes de ligar-se ao
complexo do sideréforo (CHOI-KIMA et al., 1991).
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As proteinas do metabolismo do ferro possivelmente estdo envolvidas na viruléncia
da P. multocida, pois cepas mutantes e inativadas para a expressédo dos genes tonB e hgbA
sdo atenuadas em camundongos (FULLER et al., 2000). Por outro lado, amostras de P.
multocida apresentando o gene hgbB inativado a partir da insercdo de um cassete de
resisténcia na regido promotora ndo alteraram a viruléncia das cepas em camundongos em
dois diferentes experimentos (COX et al., 2003, BOSCH et al., 2004). A manutencdo da
viruléncia nestes casos estaria relacionada a expressao continua de hgbA, o qual apresenta a

mesma funcdo do gene mutante (EWERS et al., 2006).

2.7 Multiplex-PCR

Inicialmente descrito em 1988, o multiplex-PCR consiste na amplificacdo
simultanea de multiplas regides do DNA, a partir da adicdo de mais de um par de primers
aos reagentes do mix (O. HENEGARIU et al., 1997). Esta técnica é utilizada em muitos
estudos moleculares, como na analise de delecdes de genes (CHAMBERLAIN et al., 1988)
e na deteccdo de mutacBes e sequéncias repetidas do DNA (MARKOULATOS et al.,
2002).

O anelamento de diferentes oligonucleotideos deve ocorrer em uma mesma
condicé@o de temperatura, por esta razdo a escolha do desenho dos primers e a otimizacao
dos parametros da reacao sdo grandes desafios do multiplex-PCR (SCHOSKE et al., 2003).
Esta otimizacdo busca diminuir o aparecimento de bandas espdrias na eletroforese,
especialmente pela formagéo de dimeros entre os diferentes primers (MARKOULATOS et
al., 2002). A eleicdo dos primers deve considerar o grau de homologia dos pares
selecionados e priorizar aqueles que apresentam sequéncias de 18 a 28 pares de base e
relacdo de bases puricas e pirimidicas (guanina/citosina) entre 45 a 60% (O. HENEGARIU
et al., 1997). Outros importantes fatores a serem considerados em relacéo aos primers séo o
uso de uma concentracdo maxima nao superior a 0,5 uM e a proximidade das temperaturas
de anelamento (MARKOULATOS et al., 2002).

A alteracdo na concentracdo dos outros componentes da reacdo (dNTPs, MgCl.,
tampdo da reacdo, enzima Tag DNA-Polimerase) resultam em influéncias maiores na

sensibilidade e especificidade do multiplex-PCR, quando comparado a PCR convencional.
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Muitas destas variagcOes sdo importantes para otimizar a reagdo, uma vez que 0S mesmos
reagentes sdo requeridos para amplificacdo dos diferentes alvos (SCHOSKE et al., 2003).

A concentracdo de MgCl, a ser utilizada é proporcional a quantidade de dNTPs
empregada. Varios testes avaliando as diferentes combinacdes demonstram que o uso de
200 pM de cada dNTP para 1,5 a 2 mM de MgCl; geralmente é o ideal. A acdo enzimatica
da Tag DNA-Polimerase é dependente da concentracdo de fons Mg* livres, os quais
também se ligam ao dNTP, o que justifica porque o aumento da concentracdo do ultimo
sem a alteracdo do MgCl; pode inibir a PCR (O. HENEGARIU et al., 1997).

Conforme Markoulatos et al. (2002), a concentragdo da enzima Tagq DNA-
Polimerase mais eficiente € em torno de 2,5 U para volumes de reacdo de 50 pL. O excesso
de enzima associado ao glicerol da solucdo de estoque pode resultar em um desequilibrio
dos alvos amplificados.

De acordo com Schoske et al. (2003), os custos com reagentes e com preparagao
sd0 menores com 0 uso do multiplex-PCR, pois diferentes alvos de diagndstico séo
realizados em reacdo conjunta em um mesmo eppendorf. Outra justificativa para uso desta
técnica é a manipulacdo de apenas um tubo, o que reduziria as possibilidades de
contaminacdo (MARKOULATOS et al. 2002).

Citam-se como possiveis desvantagens da técnica a ocorréncia dos fendmenos de
“PCR drift”, que se caracteriza pela variacdo da interacdo dos reagentes da reacéo,
principalmente em temperaturas mais baixas do processo, e “PCR selection”, que é o
mecanismo de favorecimento da amplificacdo de determinados alvos em detrimento de
outros. Estes fendmenos resultam na diminuicéo da sensibilidade da técnica, o que justifica
em alguns casos a necessidade do maior tempo de enriquecimento das amostras de origem
antes da extracdo de DNA, a fim de se obter uma maior quantidade de material genético
extraido (RAMESH et al., 2002). Outro ajuste importante é a alteracdo da concentracdo dos
primers em prol dos alvos mais fracamente amplificados ap0s observagdo empirica
(MARKOULATOS et al., 2002).

Com excecdo aos trabalhos que buscam a tipagem molecular das cépsulas de
Pasteurella multocida (TOWNSEND et al, 2001; JABBARI et al., 2006;
SHIVACHANDRA et al., 2006; BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009; ARUMUGAM

et al., 2011), até entdo poucos experimentos baseados na deteccdo de outros genes de
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viruléncia foram desenvolvidos utilizando-se a técnica de multiplex-PCR. Shayegh et al.
(2009) desenvolveram um multiplex-PCR para a deteccdo dos genes de viruléncia pfhA,
tbpA e toxA em 10 amostras de P. multocida isoladas de cabras. Da mesma forma,
Atashpaz et al. (2009) realizaram pesquisa semelhante com 0s mesmos genes e mais 0
hgbB em 87 amostras de diferentes ruminantes.
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3. MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia
Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) da Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria (FEPAGRO). Todos os equipamentos utilizados neste trabalho séo
pertencentes ao CDPA/UFRGS.

3.1 Amostras

Foram utilizadas 31 amostras de Pasteurella multocida isoladas de duas empresas
agropecuarias da regido sul do Brasil, sendo 25 exemplares originarios de casos clinicos de
Colera Aviaria e 06 amostras isoladas de pulmdes de suinos ao abate. Os exemplares suinos
foram selecionados a fim de se avaliar a compatibilidade dos protocolos de PCR adaptados
na deteccdo de genes em amostras isoladas de diferentes espécies. Todas as amostras
estavam armazenadas em sangue total de ovino a uma temperatura de -80° C.

A reativacdo e os testes preliminares de confirmacdo das amostras puras de P.
multocida foram realizados de acordo com Glisson et al. (2008). Estas cepas foram
reativadas em um meio nao seletivo de enriquecimento, caldo infusdo de cérebro e coragéo
(Brain Heart Infusion — BHI — Ox0id®), e incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C por
24 horas. Ap0s este periodo, as amostras foram semeadas por esgotamento em &gar sangue
(Oxoid®), adicionado de 5% de sangue ovino, e em agar MacConkey (Ox0id®). As
amostras foram novamente incubadas a 37°C por 24 horas.

Apds este periodo, as colbnias presentes no agar sangue foram avaliadas de acordo
com a sua morfologia. A coloracdo com Giemsa foi utilizada a fim de se observar a
caracteristica bipolar da célula bacteriana. Para a execucdo desta coloracdo algumas
colbnias do agar sangue foram selecionadas e depositadas em lamina estéril com adicdo de
25uL de solugdo salina a 0,85%. Por ultimo, realizaram-se os testes de catalase e de
oxidase. A origem de cada amostra e os dados obtidos nos testes estdo disponiveis no
APENDICE A.
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3.2 Tipagem capsular

As 31 amostras de Pasteurella multocida foram testadas para os tipos capsulares A
e D no Laboratério de Suinos do IPVDF, localizado em Eldorado do Sul (RS) em conjunto
com a Dra. Sandra Borowski.

Para a identificacdo da cépsula tipo D, utilizou-se o teste da acriflavina,
desenvolvido por Carter e Subronto (1973). Neste teste, as cepas foram inoculadas em
caldo BHI e incubadas overnight a 37°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
a 6.000 rpm por 20 minutos e 0,5 mL do concentrado obtido foi adicionado a 0,5 mL de
solucdo de acriflavina neutra e diluida a 1:1000. As cepas que apresentaram aglutinacdo em
um intervalo de 5 minutos foram consideradas como pertencentes ao sorogrupo capsular D.

A identificacdo das cepas do sorogrupo capsular A foi realizada através do teste de
hialuronidase elaborado por Carter e Rundell (1975). O &cido hialurdnico é o principal
componente quimico da estrutura capsular tipo A, e este método baseia-se na inibicdo de
sua sintese na presenca da enzima hialuronidase. Primeiramente, foi feita uma estria em
agar sangue com uma amostra de Staphylococcus aureus em todo o diametro da placa.
Posteriormente, as cepas de Pasteurella multocida foram semeadas perpendicularmente a
estria de S. aureus, formando um angulo de 90°. As amostras foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 18 a 24 horas. Espera-se que apenas as colénias pertencentes ao
tipo capsular A apresentem crescimento menor proximo a linha semeada com S. aureus

(satelitismo negativo).

3.3 Extracdo do DNA

Separou-se uma aliquota de 1 mL de BHI overnight de cada amostra para a
realizacdo da extracdo do DNA através de tratamento térmico, conforme técnica descrita
por Ewers et al. (2006). As amostras em BHI foram mantidas congeladas a -20°C por 10
minutos e depois concentradas por centrifugagédo (12.000 rpm por 2 minutos), sendo o

sobrenadante desprezado e o pellet ressuspendido em 200 pL de &4gua ultra pura. O material
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foi mantido em banho-maria a 100°C por 10 minutos e o sobrenadante repassado para outro
eppendorf. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até o0 momento da andlise.

3.4 Pesquisa de genes de viruléncia

Foram pesquisados 15 genes de viruléncia (ompH, oma87, sodA, sodC, hgbA, hgbB,
exBD-tonB, nanB, nanH, ptfA, pfhA, toxA, hyaD-hyaC, bcbD, dcbF) nas 31 cepas de
Pasteurella multocida. A denominacdo e a funcdo de cada um destes genes constam no
APENDICE B. Todas as amostras foram classificadas como P. multocida através de um
protocolo de PCR espécie-especifica estabelecido no CDPA por Bringhenti (2010), a partir

da amplificacdo de um fragmento de 460 pb do gene kmt.

3.4.1 Primers

Os primers ou iniciadores utilizados foram sintetizados na empresa Invitrogen. A
denominacdo e sequéncia de cada primer, o gene de referéncia e 0 nimero de acesso ao

GenBank encontram-se disponiveis no APENDICE C.

3.4.2 Protocolos de PCR

Os protocolos de PCR para pesquisa dos genes de viruléncia foram estabelecidos a
partir de trabalhos anteriores. Para cada reacdo de amplificacdo, foi preparado um mix de
reagentes composto por agua ultrapura, solucdo tampdo, desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTPs), um par de primers especificos para cada gene (Tabela 1), cloreto de
magnésio (MgCl,) e a enzima Tag DNA-Polimerase. Em todos os protocolos, adicionaram-
se 2 uL de DNA extraido. As reac¢Oes de amplificagdo foram realizadas em termociclador
(Swift MaxPro Thermal Cycler - ESCO Technologies®) e a eletroforese dos produtos
amplificados desenvolvida em gel de agarose corado com brometo de etideo. A
visualizacdo do produto amplificado foi realizada em transluminador de luz ultravioleta

(Pharmacia LKB MacroVue). A concentracdo dos reagentes em cada mix, 0 numero de
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ciclos da amplificacéo, as condigdes do termociclador e a concentragdo do gel de agarose

utilizada para cada reacio constam no APENDICE D.

Tabela 1 — Genes pesquisados, sequéncia dos primers utilizados, tamanho dos amplicons
obtidos e referéncia bibliografica dos primers.

Gene Sequéncia do primer (5°-37) Amplicon (pb)  Referéncias
KMt eI ARACOARCIOGHCRS 460 Townsend et al. (1998)
ompH L aaroaac 438 Ewers et al. (2006)
OMAB7 A oA 948 Ewers et al. (2006)
SO0A  panaamar oo o 361 Ewers et al. (2006)
sodC ?g;ggggg?gﬁf;% ﬁ:e 235 Lainson et al. (1996)
NGDA o oan ot 419 Ewers et al. (2006)
hghB e 788 Ewers et al. (2006)
o comcaTectTocacacr 144 Ewersetal. (2006)
NANB s orceArACO AT Oroe 554 Ewers et al. (2006)
nanH e e 360 Ewers et al. (2006)
TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC
ptfA TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCTGCT 488 Doughty et al. (2000)
GG
pha  fooToreAre e e 275 Ewers et al. (2006)
XA conmrcononceroneia 865 Ewers et al. (2006)
NYaD-hyaC  Tocconmontrsronss. 1044 Townsend et al. (2001)
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CATTTATCCAAGCTCCACC

bcbD GCCCGAGAGTTTCAATCC 760 Townsend et al. (2001)
TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
dcbF CATCTACCCACTCAACCATATCAG 657 Townsend et al. (2001)

Para cada protocolo, cepas de referéncia foram utilizadas como controle negativo e
controle positivo da reacdo. Os controles negativos foram selecionados entre diferentes
membros da familia Pasteurellacea, microrganismos que possuem homologia com a P.
multocida, mas que ndo podem hibridizar com as sequéncias alvo dos genes selecionados,
assim determinando um resultado falso-positivo. Por altimo, utilizou-se um controle da
reacdo, formado por todos os constituintes do mix da reacdo sem a adicdo do DNA
extraido. Este controle permite a deteccdo de uma possivel contaminacdo das amostras do
PCR com DNA externo. Os controles negativos utilizados em todos os protocolos de PCR
foram: Reimerella anatipestier ATCC 11845, Mannheimia haemolytica ATCC 29694,
Bordetella avium ATCC 35086 e Pasteurella gallinarum ATCC 13360. As cepas utilizadas
como controles positivos, assim como o tipo capsular e a espécie de isolamento constam na
Tabela 2.

Tabela 2 — Controles positivos utilizados nos protocolos de PCR.

Controle Positivo Tipo capsular ~ Espécie de isolamento

Pasteurella multocida ATCC 15742° A Peru
Pasteurella multocida ATCC 12945% A Galinha
Pasteurella multocida ATCC 12946° B Bufalo
Pasteurella multocida toxigénica® D Suino

% Controle utilizado em todos os protocolos de PCR
®: Controle utilizado apenas no protocolo de PCR para o gene toxA.

As cepas de referéncia (ATCC) foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC), com excecdo a amostra de Pasteurella multocida toxigénica (TOX), isolada de
caso de rinite atréfica em suinos e cordialmente cedida pela Dra. Sandra Borowski do
Laboratdrio de Suinos do IPVDF.

3.4.3 Desenvolvimento dos protocolos de multiplex-PCR
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A fim de viabilizar a detecgdo simultanea dos 15 genes de viruléncia de uma forma
mais agil, foram desenvolvidos quatro ensaios de multiplex-PCR (Tabela 3). O multiplex 1
consiste na tipificacdo capsular das amostras de P. multocida e foi adaptado do trabalho de
Townsend et al. (2001). A concentracdo de dNTPs e dos primers, assim como a quantidade
de Taqg DNA-Polimerase, foram alteradas e adaptadas de acordo com as condi¢des do

laborat6rio.

Tabela 3 — Protocolos de Multiplex-PCR estabelecidos e 0s genes pesquisados.

Multiplex Genes

Multiplex 1 (tipificacdo capsular) hyaD-hyaC, bcbD e dcbF
Multiplex 2 sodA, hgbA, ptfA e pfhA
Multiplex 3 exBD-tonB, nanH e toxA
Multiplex 4 oma87, sodC, hgbB e nanB

Para o estabelecimento dos demais protocolos de multiplex-PCR, foram realizadas
duas alteraces nas condi¢es do mix de reagentes em comparacao as reacdes individuais
de PCR. A primeira delas foi o volume de DNA utilizado, que passou de 2 pL para 5 pL. A
segunda alteracdo foi a quantidade de Tag DNA-Polimerase de 1 Unidade para 2 Unidades.
Além destas duas alteracfes, também modificou-se a concentracdo dos primers do gene
pfhA de 10 pmol para 20 pmol no multiplex 2. A composi¢cdo de cada mix consta no
APENDICE E. Em relaco as condi¢des do termociclador, selecionaram-se temperaturas de
anelamento dos primers intermediarias entre os protocolos iniciais (Tabela 4). A

concentracéo do gel de agarose utilizada nos protocolos variou entre 1% e 1,5%.

Tabela 4 — Condic¢des do termociclador utilizados nos protocolos de Multiplex-PCR.

. Numero de Condic¢6es do termociclador
Multiplex . " ~
ciclos Desnaturacgao Anelamento Extensao
Multiplex 1 30 95°C —30seg 55°C — 30seg 72°C — 60seg
Multiplex 2 25 94°C —30seg 55°C — 30seg 72°C — 60seg
Multiplex 3 25 94°C —30seg 55°C — 30seg 72°C —90seg

Multiplex 4 25 94°C —30seg 55°C — 30seg 72°C — 60seg
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O genes codificador da proteina de membrana externa ompH nédo foi
selecionado para os protocolos de multiplex-PCR desenvolvidos, pois apresentava primers
com uma relagdo de bases pdricas e pirimidicas (guanina/citosina) inferior a 40%.

A tipificagdo capsular através do teste fenotipico foi comparada estatisticamente
com a técnica de multiplex-PCR 1. Utilizou-se o teste de kappa para estabelecer a
concordancia entre os resultados encontrados (ALTMAN; BLAND, 1994). De acordo com
o valor obtido do coeficiente Kappa, os resultados foram interpretados como: sem
concordéncia (0,0), com concordancia muito ruim (<0,2), com concordancia ruim (0,21 a
0,4), com concordancia regular (0,41 a 0,6), com concordancia boa (0,61 a 0,8) ou com

concordancia perfeita (>0,8).
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4. RESULTADOS

Os protocolos de PCR convencional, assim como os protocolos de multiplex-PCR
desenvolvidos foram capazes de detectar todos 0s genes propostos, tanto nas amostras de

origem suina, quanto naquelas de origem aviaria.

Os resultados obtidos para todas as amostras na PCR foram iguais aos apresentados
pela deteccdo simultanea dos genes nos protocolos de multiplex-PCR. Da mesma forma,
ambos foram especificos aos genes selecionados, pois ndo ocorreu amplificacdo das
amostras utilizadas como controle negativo das reacfes. A relacdo das amostras de origem

aviéria e da frequéncia encontrada para os genes de viruléncia esta exposta na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultado da pesquisa de genes associados a viruléncia nas 25 amostras de
origem aviaria de Pasteurella multocida analisadas.

Amostras Positivas Amostras Negativas
cene Total (n=25) Total (%) Total (n=25) Total (%)
ompH 25 100 0 0
oma87 25 100 0 0
sodA 24 96 01 4
sodC 25 100 0 0
hgbA 25 100 0 0
hgbB 25 100 0 0

exBD-tonB 25 100 0 0
nanB 25 100 0 0
nanH 24 96 01 4

ptfA 23 92 02 8
pfhA 15 60 10 40
toxA 0 0 25 100

hyaD-hyaC 24 96 01 4

bcbD 0 0 25 100

dcbF 0 0 25 100




o1

A partir dos resultados obtidos, as 25 amostras de P. multocida de origem aviéria e
as 06 amostras de origem suina foram agrupadas em 8 diferentes perfis genéticos (P1 — P8),

conforme demonstram a Tabela 6 e a Tabela 7, respectivamente.

Tabela 6 — Distribuicdo dos perfis genéticos das 25 amostras de Pasteurella multocida de
origem aviéria analisadas.

Perfil genético Numero de amostras Genes ausentes
P1 12 toxA; dcbF; bcbD
P2 08 toxA; pfhA, dcbF; bcbD
P3 02 toxA; pftA; dcbF; bcbD
P4 01 toxA; nanH; dcdF; bchD
P5 01 toxA; pfhA; sodA; dcbF; bcbhD
P6 01 toxA; pfhA; hyad-hyaC, dcbF; bcbD

Tabela 7 — Distribuicdo dos perfis genéticos das 06 amostras de Pasteurella multocida de
origem suina analisadas.

Perfil genético Ndmero de amostras Genes ausentes
P1 01 toxA; dcbF; bchD
P2 01 toxA; pfhA, dcbF; bcbhD
P7 03 toxA; hgbB; dcbF; bcbD
P8 01 toxA; hgbB; pfhA; dcdF; bcbD

Em relagédo a capsula, 24 amostras de origem aviaria analisadas foram identificadas
como pertencentes ao tipo capsular A através da técnica de multiplex-PCR 01, sendo que
apenas uma amostra ndo pode ser identificada. Por outro lado, na sorotipagem
convencional, através dos testes de hialuronidase e da acriflavina, 16 amostras foram
classificadas como pertencentes ao tipo A e nove nao foram tipificaveis. Os resultados
obtidos através da sorotipagem convencional e através do multiplex-PCR 01 estdo

dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Tipificacdo capsular das 25 amostras de origem aviaria através da sorotipagem
convencional e da sorotipagem molecular.

Tipo Sorotipagem convencional Sorotipagem molecular
capsular  Toga| (n=25) Total (%) Total (n=25) Total (%)
A 16 64 24 96
D 0 0 0
NI” 09 36 01

"N4o identificado

O valor do coeficiente Kappa encontrado comparando os dois testes foi de K = 0,68,

indicando boa concordancia entre os métodos (ALTMAN; BLAND, 1994).

A figura 1 é um exemplo da identificacdo das capsulas do tipo A pelo teste da
hialuronidase, enquanto a figura 2 demonstra a identificacdo do tipo D através do teste da

acriflavina.

Figura 1. Teste da hialuronidase. (A) Colbnias de P. multocida sem inibi¢do do crescimento
nas proximidades da estria formada por S. aureus. (B) Colbnias de P. multocida do tipo
capsular A apresentando inibi¢do do crescimento proximo a estria de S. aureus - satelitismo
negativo (seta).
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Figura 2. Teste da Acriflavina. (A) Reacdo negativa. (B) Reacdo positiva flocular entre a
solucdo bacteriana contendo cepas de P. multocida do tipo D e a solucéo de acriflavina.

As figuras 3, 4, 5 e 6 apresentam eletroforese em gel de agarose com os produtos de
amplificacdo esperados para cada gene de viruléncia nos quatro protocolos de multiplex-

PCR desenvolvidos e os produtos de amplificacdo esperados para cada gene de viruléncia.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com os
produtos de amplificacdo compativeis com os genes pesquisados (Multiplex1): hyaD-hyaC
(1044pb), bcbD (760pb), dcbF (657pb). Legenda: PM= marcador de peso molecular
(100pb); 01 e 02= amostras; 03= P. multocida ATCC 12945; 04= P. multocida ATCC
12946; 05= P. multocida TOX; 06= M. haemolytica ATCC 29694, 07= controle da reacéo.
A seta preenchida indica fragmento de 500pb e a seta branca indica fragmento de 1000pb.
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PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 PM

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo com os
produtos de amplificagdo compativeis com o0s genes pesquisados (Multiplex2): ptfA
(488pb); hgbA (419pb); sodA (361pb); pfhA (275pb). Legenda: PM= marcador de peso
molecular (100pb); 01 a 07= amostras; 08= P. multocida ATCC 12945; 09= M.
haemolytica ATCC 29694, 10= controle da reacdo. A seta tracejada indica fragmento de
200pb, a seta preenchida indica fragmento de 500pb.

PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 PM

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com os
produtos de amplificacdo compativeis com os genes pesquisados (Multiplex3): exBD-tonB
(1144pb); toxA (865pb), nanH (360pb). Legenda: PM= marcador de peso molecular
(100pb); 01 a 12= amostras; 13= P. multocida TOX; 14= R. anatipestier ATCC 11845; 15=
M. haemolytica ATCC 29694, 16= controle da reacdo. A seta tracejada indica fragmento de
200pb, a seta preenchida indica fragmento de 500pb e a seta branca indica fragmento de
1000pb.



55

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com o0s
produtos de amplificacdo compativeis com o0s genes pesquisados (Multiplex4): oma87
(948pb); hgbB (788pb); nanB (554pb); sodC (235pb). Legenda: PM= marcador de peso
molecular (100pb); 01 a 07= amostras; 08= P. multocida ATCC 12945; 09= R. anatipestier
ATCC 11845; 10= M. haemolytica ATCC 29694, 11= controle da reacdo. A seta tracejada
indica fragmento de 200pb, a seta preenchida indica fragmento de 500pb e a seta branca
indica fragmento de 1000pb.
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5. DISCUSSAO

Apesar da importancia econdmica da infeccdo causada por Pasteurella multocida,
0s mecanismos pelo qual este agente ocasiona diferentes doencas sdo ainda pouco
esclarecidos (HARPER et al., 2006). A alta variabilidade antigénica, os diversos
hospedeiros e os diferentes cursos de infecgéo dificultam, por exemplo, o estabelecimento
de uma vacina eficiente (DAVIES et al., 2003). O sequenciamento de regifes da capsula
(CHUNG et al., 1998) e do genoma completo de um isolado de Cdlera Aviaria (MAY et
al., 2001) permitiu a identificacdo de genes possivelmente associados a viruléncia,
representando um primeiro passo para esclarecer os mecanismos moleculares que envolvem
a patogenia desta bactéria.

Por outro lado, ainda sdo poucos os trabalhos que tém como objetivo a deteccdo, a
determinacdo da frequéncia e de padrbes genéticos de viruléncia (EWERS et al., 2006;
ATASHPAZ, et al., 2009; BETHE et al., 2009; SHAYEGH et al., 2009; TANG et al.,
2009). Estes dados tornam-se ainda mais escassos quando relacionados as amostras isoladas
em aves. A excecao sdo os diversos estudos que buscam a caracterizacdo molecular dos
tipos capsulares de P. multocida a partir da utilizacdo de multiplex-PCR (TOWNSEND et
al., 2001; DZIVA et al., 2004; ZAGLIC et al., 2005; JABBARI et al., 2006; LEOTTA et
al., 2006; SHIVACHANDRA et al., 2006; SHIVACHANDRA et al., 2008; BETHE et
al., 2009).

A cépsula € o principal fator de viruléncia identificado em P. multocida (HARPER
et al., 2006), e sugere-se uma possivel inter-relacdo entre o tipo capsular, a patogenia e a
predisposi¢cdo do hospedeiro a um sorogrupo particular (CHUNG et al., 1998). O
sorogrupo A foi identificado em 24 das 25 amostras isoladas em aves através do multiplex-
PCR. Os resultados obtidos estdo de acordo com os trabalhos de Leotta et al. (2006) que
obtiveram 0 mesmo resultado em 8 de 9 amostras isoladas de aves na Argentina. Da mesma
forma, Shivachandra et al. (2006) identificaram 92 cepas pertencentes ao tipo A dentre 94
isolados de galinhas na india e Jabbari et al. (2006) classificaram todas as 35 amostras
iranianas como pertencentes ao tipo A. Este tipo é considerado predominante em aves
(RHOADES; RIMLER, 1989).
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Nenhuma amostra foi classificada nos tipos capsulares B e D, 0s quais também
estdo presentes em aves, assim como o F. A ocorréncia destes tipos capsulares é
considerada rara (GLISSON, 2008). No estudo de Davies et al. (2003) somente 8% das
amostras isoladas em aves foram pertencentes ao tipo B, 5% ao sorogrupo D e 4% ao tipo
F.

Uma amostra ndo foi identificada através do multiplex-PCR 01 adaptado a partir do
protocolo desenvolvido por Townsend et al. (2001). Os autores deste trabalho consideram
que entre 2 a 5% das cepas ndo sdo tipificaveis. Em outros estudos similares, entre 2 a 9%
das amostras ndo foram classificadas (DZIVA et al., 2004; JAMALUDIN et al., 2005,
LEOTTA et al., 2006). Uma anélise possivel neste caso seria a avaliacdo da presenga de
uma cepa nao capsulada através de microscopia eletrénica (DAVIES et al., 2003), pois esta
mesma amostra ndo foi identificada pelos testes ndo-soroldgicos utilizados. Outra
possibilidade seria este isolado pertencer ao sorogrupo F, para o qual ndo houve analise no
atual trabalho.

Além da relacdo especifica de certos sorogrupos de P. multocida a determinadas
doencas e espécies, também existe uma distribuicdo geografica dominante dos tipos
capsulares (ZAGLIC et al., 2005). Contudo, estas relacOes tém apresentado variagdes nos
ultimos anos. Exemplos sdo o aumento dos casos de pneumonia em suinos causadas pelo
tipo capsular D, que antigamente eram associadas ao sorogrupo A (BOROWSKI, 2007), ou
o0 alastramento dos casos de septicemia hemorragica em bovinos associados ao sorogrupo
B:2, anteriormente concentrado apenas no sudeste asiatico (KHAN et al., 2011). Da mesma
forma, a capsula do tipo F, inicialmente relacionada as aves, tem sido identificada em
outros hospedeiros, como em suinos e em coelhos que apresentavam doencas respiratorias
(DAVIES et al., 2004; JAGLIC et al., 2004). Trabalhos futuros com um maior nimero de
amostras isoladas de casos de CA de diferentes regides do pais poderiam também
demonstrar esta variacdo entre as aves. Estas amostras também poderiam ser tipificadas
através de ribotipagem (ZAGLIC et al., 2005), REP-PCR (SELLYEI et al., 2008) ou
MLST (SUBAAHARAN. et al., 2010), assim filogeneticamente comparando-se isolados
de hospedeiros diferentes em um mesmo ambiente ou amostras originarias de diversos

surtos.
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A comparagdo entre os testes convencionais ndo sorolégicos e 0 método molecular
de determinacédo capsular apresentou importante variacdo na capacidade de tipificacdo, pois
enguanto nove amostras (36%) das 25 de origem aviaria ndo foram identificadas pelo teste
convencional, somente uma amostra (8%) ndo foi tipificada atraves do multiplex-PCR. A
menor capacidade de determinacdo da capsula através do teste convencional também foi
encontrada em outros estudos (TOWNSEND et al., 2001; EWERS et al., 2006;
SHIVACHANDRA et al., 2006; ARUMUGAN et al., 2011). Apds o advento da técnica de
PCR desenvolvida por Townsend et al. (2001), o método molecular passou a ser
considerada por alguns autores a técnica padrdo ouro para a tipificagdo capsular em
substituicdo aos testes fenotipicos, especialmente a hemaglutinacdo passiva (DZIVA et al.,
2008). Nao foram encontradas classificacfes divergentes entre as duas metodologias, ao
contrario de outros estudos, e o resultado do coeficiente Kappa encontrado foi considerado
aceitavel (EWERS et al., 2006; ARUMUGAN et al., 2011).

A falha na aglutinacdo dos sorogrupos A, D e F com antissoros homoélogos é uma
dos grandes empecilhos a sensibilidade do teste fenotipico (JABBARI et al., 2006). Outra
questdo importante é que o teste de hemaglutinacao passiva desenvolvido por Carter (1955)
pode tornar-se indbil devido a perda da capsula de P. multocida depois de repetidos cultivos
em laboratdrio (DZIVA et al., 2008).

No trabalho desenvolvido por Shivachandra et al. (2006), comparando-se os dois
métodos, 16% dos 123 isolados de galinhas, perus, codornas, patos e gansos nao foram
identificados através dos testes convencionais, enquanto que todas as amostras foram
tipificadas atraves do multiplex-PCR. No mesmo contexto, Arumugan et al. (2011)
obtiveram 48% de cepas ndo tipificaveis através dos testes da hialuronidase, da acriflavina
e com o uso de antissoros especificos para identificacdo das cépsulas do tipo A, D e B,
respectivamente.

A composicdo quimica semelhante dos polissacarideos que compdem a capsula
pode interferir na especificidade do teste (EWERS et al., 2006). A dificuldade em obter
antissoros especificos para cada tipo capsular, assim como a necessidade de identificacéo e
tipificacdo de isolados de campo nos estagios iniciais da infeccdo ou antes do
desenvolvimento de vacinas homologas eficientes ao desafio de CA sdo justificativas
importantes para se utilizar a PCR (SHIVACHANDRA et al., 2006, DZIVA et al., 2008).
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Os protocolos de multiplex-PCR desenvolvidos apresentaram 0s mesmos resultados
dos protocolos individuais, 0 que representa um importante passo para o diagndstico e
estudo de um maior nimero de amostras de P. multocida. O multiplex-PCR permite a
deteccdo de mdltiplos genes de viruléncia, reduzindo-se a quantidade de reagentes
utilizados e o tempo necessario para obtencdo dos resultados (MARKOULATOS et al.,
2002; PERRY et al., 2007).

Com excecdo aos trabalhos que buscam a tipagem molecular das capsulas de
Pasteurella multocida, raros sdo os exemplos de estudos desenvolvidos para a deteccdo
multipla de genes de viruléncia com esta bactéria. Citam-se como exemplo na literatura
somente trés trabalhos restritos a amostras de ruminantes que selecionaram apenas 04 genes
de viruléncia (pfhA, tbpA, toxA e hgbB) (SHAYEGH et al., 2008; SHAYEGH et al., 2009;
ATASHPAZ et al., 2009).

Os protocolos de PCR individuais e de multiplex-PCR também foram viaveis na
deteccdo dos genes de viruléncia em amostras de origem suina. A viabilidade na utilizagédo
de protocolos individuais foi também demonstrada por Ewers et al. (2006) que trabalharam
com 9 diferentes origens de isolamento, incluindo-se a espécie humana. Entretanto, a
utilizacdo de multiplex-PCR com cepas obtidas de diferentes espécies restringe-se ao
estudo de Atashpaz et al. (2009) que trabalharam com amostra isoladas de diferentes
ruminantes (ovinos, bovinos e bufalos).

Com relacéo aos genes ompH e oma87, codificadores de porinas da P. multocida, a
deteccdo em 100% das amostras analisadas estd de acordo com outros trabalhos que
apresentaram o mesmo resultado (DAVIES et al., 2004; EWERS et al., 2006; BETHE et
al., 2009). Da mesma forma, ratificam-se as porinas como candidatas ao desenvolvimento
de vacinas heterdlogas, pois sdo geralmente conservadas entre as espécies e altamente
imunogénicas. A imunogenicidade esta relacionada aos dominios da estrutura secundaria de
OmpH e Oma87 que formam porcdes hidrofilicas expostas na superficie bacteriana e que
atuam como epitopos (LEE et al., 2007). Esta possibilidade de protecdo em respostas
imunes cruzadas apresentou maior relevancia apds observar-se que o uso de LPS purificado
de P. multocida apresenta apenas prote¢do parcial em camundongos inoculados
experimentalmente (RYU; KIM, 2000).



60

OmpH e Oma87 purificadas ou amplicons dos seus genes também podem ser
selecionados para avaliar diferencas intra-espécies e determinar relagcdes epidemioldgicas
através de eletroforese em gel de policrilamida (SDS-PAGE — Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis Analysis) e técnicas de tipagem molecular. Como
exemplo, Davies et al. (2003) classificaram 100 amostras de P. multocida isoladas de aves
na Inglaterra em 19 perfis a partir da diferenca de peso molecular das porinas. A alta
diversidade de perfis estaria relacionada com a variacdo de sinais clinicos e lesdes
caracteristica da infeccdo por P. multocida (DAVIES et al., 2003).

Todas as amostras de aves apresentaram o gene sodC, e somente uma foi negativa
para o gene sodA. As enzimas com fungdo antioxidante codificadas por estes genes somente
foram descritas ap0s o sequenciamento do genoma da amostra Pm70 em 2001 (MAY et al.,
2001). Os resultados sdo semelhantes aos encontrados na Alemanha por Ewers et al. (2006)
que detectaram a presenca dos dois genes em 100% das 289 cepas de P. multocida isoladas
de diferentes espécies, incluindo-se 20 amostras de galinhas.

Alguns trabalhos sugerem a utilizacdo de primers internos que correspondam a 80%
dos genes sodC e sodA, com posterior realizacdio de PCR direto da coldnia e
sequenciamento, para a distingdo do género Pasteurella (GAUTIER et al., 2005;
CATTOIR et al., 2006). Este procedimento poderia ter maior poder discriminatério do que
a analise do rRNA 16S e é utilizado em outros microrganismos, como Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. (GAUTIER et al., 2005).

Entre os trés genes envolvidos com o metabolismo do ferro selecionados para
estudo, todos estavam presentes nas 25 amostras de origem aviaria. Os resultados
encontrados para exBD-tonB e hgbA estdo de acordo com trabalhos anteriores (EWERS et
al., 2006; BETHE et al., 2009). O complexo TonB, composto por trés proteinas, é
responsavel pela forca préton motiva necesséria para internalizar o ferro no espaco
periplasmatico (KREWULAK et al., 2008). Como a energia gerada pelo complexo é
necessaria para os diferentes mecanismos de captacdo de ferro (HATFALUDI et al., 2010),
a frequéncia normalmente esperada dos genes codificadores das proteinas do complexo é de
100% (BETHE et al., 2009).

A HgbA corresponde a uma dos exemplos de proteinas presentes na membrana

externa da bactéria que se ligam a glicoproteinas do hospedeiro que apresentam uma fonte
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de ferro, a qual neste caso é a hemoglobina (BOYCE et al., 2010). Devido a alta
prevaléncia e ao relevante papel desempenhado na viruléncia de P. multocida, o gene hghA
¢ considerado um candidato para o desenvolvimento de vacinas heterologas eficientes
(EWERS et al., 2006), assim como foi observado em outros membros da familia
Pasteurellaceae (POTTER et al., 1999). A frequéncia encontrada para o gene hgbB nas
amostras isoladas de aves foi superior aos 85% encontrado por Ewers et al. (2006), Unico
trabalho que pesquisou a presenca de hgbB neste hospedeiro.

Por outro lado, este gene somente foi detectado em 2 das 6 amostras de suinos com
casos de pneumonia (33%) utilizadas para avaliar a compatibilidade dos protocolos de PCR
em diferentes espécies. Semelhante resultado foi encontrado por Bethe et al. (2009) que
detectaram o gene hgbB em menor frequéncia em animais doentes do que em sadios.
Shayegh et al. (2008) apresentaram resultado idéntico analisando amostras de ovinos
clinicamente saudaveis e de ovinos com sinais respiratérios. Em ambas as situaces,
acredita-se ndo haver correlagéo entre a presencga do gene hgbB e patologias causadas por
P. multocida nestas espécies. Obviamente um maior nimero de amostras, inclusive isoladas
de animais sadios, € necessario para avaliar esta tendéncia.

As sialidases sdo enzimas que removem o &cido sidlico conjugado a glicoproteinas e
a glicolipideos das células eucaritticas (HATFALUDI et al., 2010). O &cido sialico é
utilizado como fonte de carbono para 0 metabolismo bacteriano ou também incorporado a
membrana externa, auxiliando no processo infeccioso e na inibicdo do sistema imune do
hospedeiro (VIMR; LITCHTENSTEIGER, 2002). Em relacdo aos genes codificadores das
sialidases, 0 gene nanB foi identificado nas 25 amostras (100%), e o nanH em 24 (96%). O
gene nanB também foi detectado em todas as amostras estudadas em outros trabalhos
(MIZAN et al., 2000; EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009). O resultado obtido na
pesquisa do gene nanH foi semelhante ao apresentado por Bethe et al. (2009) porém
diferente do trabalho de Ewers et al. (2006) que o detectaram em 65% das amostras.

Além do catabolismo promovido pelas sialidases, a P. multocida apresenta a
capacidade de codificar o acido sialico. Sugere-se que esta codificacdo ocorra no mesmo
operon em que se encontram 0s genes nanH e nanB (STEENBERGEN et al., 2005).

Assim, a expressdo dos genes relacionados a biossintese e ao catabolismo do acido sialico é
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variavel de acordo com a flutuagdo do acido sialico no ambiente em que se encontra a
bactéria (VIMR; LITCHTENSTEIGER, 2002).

A adesdo bacteriana a célula hospedeira corresponde a um pré-requisito basico no
inicio do processo infeccioso, e por esta razdo os genes envolvidos nesta etapa sao alvo
constante das analises dos gendtipos de viruléncia de P. multocida (HATFALUDI et al.,
2010). Acredita-se que entre as adesinas pfhA, tad, ptfA, fimA, hsf-1,2 identificadas em
amostras de P. multocida, somente as trés Ultimas estdo presentes em todas as cepas
consideradas patogénicas (SELLYEI et al., 2010).

O gene ptfA, que codifica uma subunidade da fimbria do tipo 1V, foi encontrado em
23 amostras (92%) no atual trabalho, resultado similar ao encontrado em outros estudos
(EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009). A fimbria do tipo IV é
formada por repetidas subunidades codificadas por ptfA e apresenta uma sequéncia
nucleotidica N-terminal altamente conservada (HATFALUDI et al., 2010).

Em recente estudo, Sellyei et al. (2010) identificaram somente dois principais alelos
do gene ptfA presentes entre 31 cepas de diferentes sorotipos e sorogrupos isoladas de aves.
Os alelos também estdo correlacionados com as amostras de acordo com a severidade dos
casos de CA. Por estas caracteristicas, apesar das varia¢fes de imunogenicidade observadas
de acordo com a cepa de P. multocida por Doughty et al. (2000), este gene também é
sugerido como um possivel candidato ao desenvolvimento de vacinas heter6logas (EWERS
et al., 2006).

Ja a hemaglutinina pfhA, foi identificada em 15 amostras (60%) das 25 analisadas.
Esta menor frequéncia também foi encontrada em outros trabalhos. Ewers et al. (2006)
detectaram pfhA em 45% das 20 amostras de galinhas analisadas. Os mesmos autores
observaram uma variacao entre 7 e 100% na frequéncia do gene de acordo com a espécie
estudada e correlacionaram a sua presenca a ocorréncia de pasteurelose em bovinos. Bethe
et al. (2009) fizeram a mesma correlacdo do gene com a ocorréncia de doenca respiratoria
em suinos. Por outro lado, Shayegh et al. (2008) detectaram um percentual baixo de 18%
de pfhA entre ovinos e ndo encontraram relacdo da presenca do gene com a doenca nesta
espécie.

Outra correlacdo em que nao existe divergéncia entre os estudos € quanto a presenca

majoritaria do gene pfhA nas amostras capsulares do tipo A. Em trabalho com 233 amostras
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de P. multocida isoladas de casos respiratorios em suinos na China, Tang et al. (2009)
detectaram a presenca de pfhA em 25% das cepas do sorogrupo A e em somente 3,1% das
amostras do tipo D. Resultados semelhantes foram obtidos por Ewers et al. (2006)
analisando 289 amostras de P. multocida isoladas de diversas espécies. A associacdo entre
o gene pfhA e 0 gene da cépsula do tipo A ndo € fisica, uma vez que estdo separados por
uma regido de 839 kb no genoma da amostra Pm70 (MAY et al., 2001). Acredita-se que 0
gene pfhA tenha sido adquirido por alguns clones através de transferéncia horizontal, assim
obtendo vantagem na sobrevivéncia no hospedeiro. Entretanto, a razdo pela qual esta
aquisicdo ocorre mais em cepas do tipo A ndo esté esclarecida (BETHE et al., 2009).

Além da adesdo, o gene pfhA também é considerado um fator de resisténcia no soro,
pois apresenta similaridade da sua sequéncia de aminoacidos com a proteina p76 de mesma
funcdo e encontrada em Haemophilus somnus (COLE et al., 1993). Da mesma forma, a
proteina codificada por pfhA apresenta significativa similaridade com a proteina
hemaglutinante FHA presente em Bordetella pertussis. FHA possui importante papel na
colonizacdo do trato respiratédrio superior dos hospedeiros (KNIGHT et al., 2006).

Nenhuma das 25 amostras de P. multocida de origem aviaria analisadas neste
trabalho apresentou o gene toxA. Ewers et al. (2006) também encontraram uma baixa
freqiéncia deste gene, que sO foi detectado em 5% das cepas isoladas de aves. Por outro
lado, Rhoades e Rimler (1990) detectaram frequéncia de 100% em cepas toxigénicas de
perus, espécie aviaria em que mais comumente se relata a presenca do gene toxA. Apesar de
a presenca do gene toxA estar principalmente relacionada a amostras do sorogrupo D
isoladas em casos de rinite atrofica progressiva em suinos (DZIVA et al., 2004), outros
trabalhos o detectaram majoritariamente em cepas do sorogrupo A e em diferentes
hospedeiros (ZAGLIC et al., 2005), inclusive no homem (DONNIO et al., 1991, DONNIO
etal., 1999).

Neste contexto, Ewers et al. (2006) detectaram o gene toxA em 66,7% das amostras
de P. multocida isoladas de pequenos ruminantes e em 6% das amostras de bovinos. Da
mesma forma, Shayegh et al. (2008) detectaram 0 gene em 70% das cepas isoladas em
ovinos doentes, mas em nenhuma ovelha saudavel. Em 2009, os mesmos autores
identificaram cepas toxigénicas de P. multocida em caprinos com sintomatologia

respiratoria. A presenca do gene toxA estaria associada aos casos de pneumonia nestas duas
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espécies, assim como a rinite atrofica em suinos (SHAYEGH et al., 2009). Esta relacdo nao
é citada em aves.

No experimento foram obtidos seis diferentes perfis genéticos entre as 25 amostras
de origem aviaria, sendo P1 (negativo para 0s genes toxA, dcbF e bcbD) o mais comum,
seguido de P2 (negativo para os genes toxA, phA, dcbF, bcbD) e P3 (negativo para toxA,
ptfA, dcbF, bcbD). Os perfis P4 (negativo para toxA, nanH, dcbF, bchD), P5 (negativo para
toxA, pfhA, sodA, dcbF, bcbD) e P6 (negativo para toxA, pfhA, sodA, hyad-hyaC, dcbF,
bcbD) apresentaram apenas uma amostra para cada. Como todas as cepas foram isoladas de
casos clinicos de CA, possivelmente tratam-se de amostras mais virulentas. Desta forma,
esperava-se que a maioria das amostras apresentasse uma alta frequéncia entre todos 0s
genes estudados, assim como a diferenciacdo dos perfis de acordo com o tipo capsular.
Dentre as amostras de suinos utilizadas para avaliar a compatibilidade dos protocolos de
PCR, quatro delas apresentaram perfis diferentes (P7 e P8) devido a auséncia dos genes
hgbB e pfhA.

Esta distribuicdo das amostras em perfis genéticos realiza uma analise qualitativa
dos resultados, considerando apenas a presenca ou auséncia dos genes e estabelecendo uma
relacdo linear entre as amostras. Entretanto, esta relagdo pode ndo ser verdadeira, ja que a
expressdo dos genes e a interacdo entre eles ndo esta sendo considerada. Por esta razéo, é
importante ressaltar que a analise quantitativa da expressdo destes genes deve ser
observada, pois resulta em um fendtipo de maior ou menor viruléncia da amostra. Os
estudos mais recentes utilizam-se da técnica de microarranjo do DNA para analisar a
expressao simultanea de inUmeros genes de P. multocida in vitro de acordo com a restri¢éo
de nutrientes como o ferro ou da adi¢do de antimicrobianos ao meio (BOYCE; ADLER,
2006; MELNIKOW et al., 2008).

A confirmacéo da distribuicdo dos genes de viruléncia encontrada neste trabalho em
um numero maior de amostras isoladas em aves, assim como a obtencdo de cepas de
diferentes origens sdo as proximas etapas a serem realizadas em trabalhos futuros. O estudo
de amostras isoladas de grupos de animais sadios e de doentes também podera elucidar uma
possivel relacdo epidemioldgica entre um determinado grupo de genes e o desenvolvimento

de CA em casos agudos ou crbnicos. Os genes toxA, tbpA e pfhA sdo descritos como
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marcadores do potencial patogénico de isolados de P. multocida em ruminantes e suinos
(SHAYEGH et al., 2008; BETHE et al., 2009).

Da mesma forma, a obtencdo de amostras isoladas em outros hospedeiros
(ruminantes, suinos, pets) e a comparacdo dos perfis genéticos € interessante, pois alguns
estudos que caracterizam e relacionam genotipicamente cepas isoladas de diferentes
espécies citam a possibilidade de transmissdo horizontal de genes de viruléncia entre elas
(DAVIES et al., 2004; BETHE et al., 2009).

Apesar da relacdo de genes de viruléncia descrita em P. multocida ndo ser muito
extensa, outros genes relacionados a resisténcia antimicrobiana, a captacdo de ferro e a
biossintese de LPS sdo importantes e podem auxiliar no estudo da viruléncia de P.
multocida. Como exemplo, a presenca do gene tbpA, o qual é envolvido no metabolismo do
ferro e ainda ndo foi detectado em aves, tem sido associada a pasteurelose em outros
hospedeiros (EWERS et al., 2006).

O estudo da frequéncia dos genes em um maior nimero de amostras, relacionando-
se 0s resultados obtidos com os testes fenotipicos representa um préximo passo para a
realizacdo de experimentos in vivo, possivelmente em camundongos. A avaliacdo do
potencial patogénico de uma amostra a partir da associacdo de diferentes parametros (testes
bioguimicos, resisténcia antimicrobiana e indice de patogenicidade) ja € realizada em outra
importante linha de pesquisa do CDPA que estuda E. coli, bactéria também comumente

isolada de animais saudaveis ou envolvida em patologias.
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6. CONCLUSOES

1. Todos os protocolos de PCR utilizados foram viaveis e especificos na deteccdo dos
15 genes de viruléncia.

2. Os protocolos de multiplex-PCR desenvolvidos apresentaram os mesmo resultados
dos protocolos individuais, tornando-se uma ferramenta bastante Util para a
deteccdo simultanea dos genes de viruléncia em estudos futuros com um maior
namero de amostras.

3. As duas metodologias foram capazes de detectar os genes pesquisados tanto em
amostras isoladas de aves, quanto naquelas de suinos.

4. A mutiplex-PCR € uma alternativa rapida e eficaz para a identificacdo capsular de
isolados de Pasteurella multocida quando comparada aos testes fenotipicos, pois
observou-se uma maior capacidade de tipificagéo.

5. Apesar da alta frequéncia dos genes estudados, compativel com estudos anteriores,
e de todas as amostras pertencerem a mesma subespécie de P. multocida, foram

observados seis diferentes perfis genéticos em amostras de aves.
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APENDICE A — Amostras de Pasteurella multocida: origem de isolamento, tipo capsular,
hemolise, crescimento em dgar MacConkey, prova da oxidase e prova da catalase.

Sorotipagem®  Sorotipagem® Crescimento

Amostra  Origem convencional molecular Hemolise em Oxidase  Catalase
MacConkey
1 Galinha A A - - + +
2 Galinha A A - - + +
3 Galinha A A - - + +
4 Galinha A A - - + +
5 Galinha A A - - + +
6 Galinha A A - - + +
7 Galinha A A - - + +
8 Galinha A A - - + +
9 Galinha A A - - + +
10 Galinha A A - - + +
11 Galinha A A - - + +
12 Galinha ND A - - + +
13 Galinha ND A - - + +
14 Galinha ND A - - + +
15 Galinha A A - - + +
16 Galinha A A - - + +
17 Galinha ND A - - + +
18 Galinha ND A - - + +
19 Galinha ND A - - + +
20 Galinha A A - - + +
21 Peru A A - - + +
22 Galinha A A - - + +
23 Galinha ND A - - + +
24 Galinha ND ND - - + +
25 Suino A A - - + +
26 Suino A A - - + +
27 Galinha ND A + - + +
28 Suino A A - - + +
29 Suino A A - - + +
30 Suino A A + - + +
31 Suino A A - - + +
Legenda:

1: Teste de hialuronidase e teste da acriflavina
2: Multiplex-PCR 01

+: amostra positiva

—: amostra negativa

ND: ndo determinada
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APENDICE B - Genes de viruléncia pesquisados: sigla, processo ou enzima do qual faz

parte e funcéo.

Sigla Processo ou enzima Funcéo
. . - Transporte de substancias
ompH proteina da membrana externa (porina) Fator imunogénico
. . - Transporte de substancias
oma8g7 proteina da membrana externa (porina) Fator imunogénico
sodA dismutase - Enzima MnSOD: evita peroxidagao
sodC dismutase - Enzima CuSOD: evita peroxidacéo
A - Proteina HgbA: liga-se & hemoglobina na
hgbA aquisicéo de ferro captacio de ferro
N - Proteina HgbB: liga-se a hemoglobina na
hgbB aquisicéo de ferro captagio de ferro
exBD- . . - Complexo Protéico TonB: supre a energia do
tonB energia para metabolizagdo do ferro metabolismo do ferro
- - Proteina NanH: envolvida na captacéo de
nanB sialidase carbono
- - Proteina NanB: envolvida na captagdo de
nanH sialidase carbono
ptfA Fimbria (fimbria tipo V) - Auxilia na colonizagdo do trato respiratorio
pfhA hemaglutinina - Auxilia na colonizagéo do trato respiratorio
- Estimula a proliferacdo de osteoclastos e inibe
toxA toxina dermonecrética a diferenciacéo de osteoblastos
- Estimula a mitose em geral
hyaD-hyaC  capsula —_Protema da regido de biossintese da cépsula
tipo A
bebD capsula ;_Protelna da regido de biossintese da cépsula
ipo B
dcbE capsula - Proteina da regido de biossintese da capsula

tipo D




APENDICE C — Primers: denominag#o, gene de referéncia e nimero de acesso ao

GenBank.
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Gene Nome do primer NUmero de acesso no GenBank
kmt KMT AF016259
ompH OmpH U50907
omas?7 Omag7 U60439
sodA SodA AE006034
sodC SodC X83124
hgbA HgbA Pm0337
hgbB HgbB Pm0337
exBD-tonB ExbB-TonB AE006158
nanB NanB AF274868
nanH NanH AF274869
ptfA Fim4 AE006044
pfhA PthA AY035342
toXA ToxA AF240778
hyaD-hyaC CAPA AF067175
bcbD CAPB AF169324
dcbE CAPD AF302465
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APENDICE D — Protocolos de PCR: composicao e concentracio dos reagentes do mix, nimero de ciclos da amplificacio, condicdes
do termociclador e concentragéo do gel de agarose utilizada para cada reagéo.

NUmero
de ciclos

Condic¢oes do termociclador
Desnaturacéo Anelamento Extenséo

Concentracao gel
de agarose (%)

Gene Composicédo do mix de reagentes

2,5uL Tampdo 10x, 2uL dNTP (2,5mM), 2pL

kmt cada primer (40pmol), 1,5U TagPolimerase, 30 95°C — 60seg 55°C —60seg 72°C —60seg 1,2

ompH

oma87

sodA

sodC

hgbA

hgbB

exBD-
tonB

0,75uL MgCl, (1,5mM), 2uL. DNA

2,5UL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl; (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl; (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl; (2,5mM), 2uL DNA

2,5UL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5UL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

25

25

25

25

25

25

25

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

57°C — 30seg

55°C — 30seg

55°C — 30seg

55°C — 30seg

53°C — 30seg

54°C — 30seg

55°C — 30seg

72°C —60seg

72°C —60seg

72°C — 40seg

72°C — 30seg

72°C — 60seg

72°C — 45seg

72°C —90seg

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2
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(continuagado)

Gene

Composicdo do mix de reagentes

NUmero
de ciclos

Condicdes do termociclador

Desnaturacao

Anelamento

Extensao

Concentracao gel

de agarose (%)

nanB

nanH

ptfA

pfhA

toxA

hyaD-hyaC

bchD

dcbF

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl; (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl; (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampdo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5UL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5UL Tampéo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL
cada primer (10pmol), 1U TagPolimerase, 1,25uL
MgCl, (2,5mM), 2uL DNA

2,5uL Tampédo 10x, 2uL dNTP (200uM), 2uL
cada primer (3,2pmol), 1U TagPolimerase, 1uL
MgCl, (2mM), 2uL DNA

2,5uL Tampéo 10x, 2uL dNTP (200uM), 2uL
cada primer (3,2pmol), 1U TagPolimerase, 1L
MgCl, (2mM), 2uL. DNA

2,5uL Tampdo 10x, 2uL dNTP (200puM), 2uL
cada primer (3,2pmol), 1U TaqPolimerase, 1pL
MgCl, (2mM), 2uL. DNA

25

25

25

25

25

94°C —30seg 56°C —30seg 72°C —45seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

94°C — 30seg

95°C — 30seg

95°C — 30seg

95°C — 30seg

56°C — 30seg

55°C — 30seg

56°C — 30seg

55°C — 30seg

55°C — 30seg

55°C — 30seg

55°C — 30seg

72°C — 30seg

72°C — 60seg

72°C — 60seg

72°C — 80seg

72°C — 60seg

72°C — 30seg

72°C — 30seg

1,2

1,2

1,2

1,2
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APENDICE E — Multiplex-PCR: Composic&o e concentracdo dos reagentes do mix.

Multiplex-PCR

Composicéo do mix de reagentes

Multiplex-PCR 1
Multiplex-PCR 2
Multiplex-PCR 3

Multiplex-PCR 4

2,5uL Tampdo 10x, 1,25uL dNTP (2,5mM), 2uL cada primer
(20pmol), 2U TagPolimerase, 1,25uL MgCl, (2,5mM), 5uL DNA

2,5uL Tampéo 10x, 0,4puL dNTP (10mM), 0,5uL cada primer
(10pmol), 2U TagPolimerase, 1,25uL MgCl, (2,5mM), 5uL DNA

2,5uL Tampédo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL cada primer
(10pmol), 2U TagPolimerase, 1,25uL MgCl, (2,5mM), 5uL. DNA

2,5uL Tampédo 10x, 0,4uL dNTP (10mM), 0,5uL cada primer
(10pmol), 2U TagPolimerase, 1,25uL MgCl, (2,5mM), 5uL DNA
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APENDICE F — Resultado da pesquisa de genes associados a viruléncia nas 06 amostras de
origem suina de Pasteurella multocida analisadas.

Amostras Positivas Amostras Negativas
cene Total (n=06) Total (%) Total (n=06) Total (%)
ompH 06 100 0 0
oma87 06 100 0 0
sodA 06 100 0 0
sodC 06 100 0 0
hgbA 06 100 0 0
hgbB 02 33 04 67

exBD-tonB 06 100 0 0
nanB 06 100 0 0
nanH 06 100 0 0
ptfA 06 100 0 0
pfhA 04 67 02 33
toxA 0 0 06 100

hyaD-hyaC 06 100 0 0
bcbD 0 0 06 100

dcbF 0 0 06 100




