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INTRODUCAO

A Colera Aviaria (CA) é uma doenga causada pela bactéria gram-negativa Pasteurella multocida que ocorre geralmente de forma aguda e com altas taxas de mortalidade. A
severidade dos casos clinicos é em parte justificada pela presenga de fatores de viruléncia que diferem os microrganismos. As principais estruturas associadas a viruléncia em
cepas de P. multocida sdo a cépsula e o lipopolissacarideo (HARPER et al., 2006). Entretanto, outros diversos fatores podem ser relacionados a capacidade do agente em
infectar um hospedeiro, assim como de sobreviver em um ambiente hostil. Exemplos séo os genes que codificam estruturas como fimbrias e adesinas (ptfA, pfhA) ou proteinas
externas de membrana (oma87). Também diferentes trabalhos identificaram e caracterizaram genes que codificam enzimas do metabolismo bacteriano, como sialidases
(nanH, nanB) ou dismutases (sodA, sodC), proteinas associadas ao transporte e ao metabolismo do ferro (hgbA, hghB, exBD-tonB), além da exotoxina dermonecroética (toxA)
(EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009). Os cartdes FTA foram desenvolvidos para o transporte de amostras de DNA ou RNA que sédo posteriormente utilizadas em analises
moleculares (PULIDO-LANDINEZ et al., 2012). Estes tém sido empregados para a coleta e transporte de amostras de alguns virus e bactérias de interesse na area de
sanidade avicola.

OBIJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade e a seguranga das amostras de DNA de P. multocida transportadas em cartdes FTA e pesquisar a presenga de 11 genes
associados a viruléncia em 28 cepas isoladas de casos clinicos de CA nos Estados Unidos.

MATERIAIS E METODOS

Extracdo de DNA dos cartbes FTA
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2 lavagens com tampéo TE
(10mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA,
pH8,0)

Seguranca microbioldgica dos cartdes FTA
A
incubado a 37°C por 24 h

Discos com 3 mm de
diametro foram
coletados dos cartées
FTA com coletor FTA
Harris Uni-Core

BHI semeado em
Agar Sangue e Agar
MacConkey

2 lavagens com reagente de
purificagdo FTA (Whatman™ -
GE Healthcare®)

DNA extraido

Placas incubadas
a37°Cpor24h

Lavagens intercaladas por
periodos de incubacdo em
banho-maria a 25° C por 5 min.

@

Agar Sangue | ‘ Agar MacConkey ‘
Pesquisa dos genes assocnados aviruléncia
Apartir do DNA extraido foi feita a
pesquisa dos 11 genes associados & Condigdes de Amplificacao
viruléncia conforme os protocolos a seguir Mix de reagentes Multiplex-PCR
Agua ultrapura Genes Desnaturagdo  Anelamento Extensio
2,5mM dNTPs
Tamp&o 10x ST, 2 94°C-30seg  55°C-30seg  72°C-60seg Eletroforese
10 pmol cada primer FLACL gel de agarose
2 U TagPolimerase exBD-tonB, 1,2%
‘ 2,5mM MgCl, iy 2 94°C-30seg  55°C-30seg  72°C-90seg ol s oifdic
5L DNA |
oma8?, s0dC, . - g
e B 2 94°C-30seg  55°C-30seg  72°C-60seg

« Extragé@o e confirmacdo da presenga de DNA de P. multocida em 96,43% (27/28)
amostras coletadas.

Os cartdes FTA tém sido uma alternativa no transporte de &cidos nucléicos (DNA e
RNA) sem risco biolégico. Entretanto, pouco se sabe sobre eficiéncia em transportar
P. multocida utilizando os cartdes, de forma segura e com qualidade. Os resultados

« Nao houve o crescimento de P. multocida em nenhuma das amostras coletadas para
andlise da seguranca microbiolégica dos cartées FTA.

Tabela 1: Frequéncia absoluta e relativa dos 11 genes de viruléncia detectados
por multiplex-PCR nas 27 cepas de P. multocida.

Namero de cepas positivas Frequéncia relativa (%)
(total=27)

ptfA, exBD-tonB, hgbB, nanB e

omas? 27 100%
sodC e hghB 26 96,29%
sodA 25 92,59%
nanH 23 85,18%
pfhA 22 81,48%
toxA 0 0

obtidos quanto a qualidade dos cartdes FTA s&o similares ao trabalho de Pulido-
Landinez et al (2012) que utilizou cepas de Salmonella entérica para o transporte
entre paises. Ainda s&@o poucos os trabalhos que tém como objetivo a detecgéo, a
determinacdo da frequéncia e de padrdes genéticos de viruléncia da P. multocida
(EWERS et al, 2006; BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009). Os resultados obtidos
na deteccdo dos genes de viruléncia foram semelhantes aos observados em outros
estudos citados na literatura (DAVIES et al,. 2004; EWERS et al,. 2006; BETHE et al.,
2009).

| CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, os cartdes FTA demonstram ser uma ferramenta
vidvel e segura para o transporte do DNA de P. multocida. Da mesma forma, a
maioria dos genes pesquisados apresentou uma alta frequéncia, compativel com
isolados obtidos de casos clinicos de CA e provavelmente mais virulentos.
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