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RESUMO

Entre as bactérias que habitam a cavidade oral e nasal dos animais, 0s constituintes da
familia Pasteurellaceae estdo entre 0s microrganismos comensais ou oportunistas mais
prevalentes. Apesar do numero de doencas associadas e da diversidade de hospedeiros
acometidos, o conhecimento sobre a patogenia desta bactéria ainda € restrito. Além
disto, a andlise da viruléncia de Pasteurella multocida, que ocasiona casos agudos e
cronicos de colera aviaria, ndo é comum. Tais estudos sdo ainda mais raros para cepas
circulantes no Brasil. O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo fenotipica e
molecular de 96 cepas de P. multocida isoladas de aves e de suinos no pais. As
subespécies e os biovares foram determinados através de testes bioquimicos, e o0s
sorogrupos foram classificados pelo emprego de testes fenotipicos ndo soroldgicos. A
susceptibilidade in vitro a nove antimicrobianos também foi avaliada. Para os estudos
genotipicos, foi realizada a pesquisa de 22 genes de viruléncia por multiplex-PCR,
incluindo-se aqueles determinantes dos sorogrupos, a comparacgédo dos perfis genéticos e
a diferenciacdo molecular através de PCR-RFLP a partir dos genes ompH e oma87. Por
ultimo, os testes fenotipicos e moleculares para classificacdo dos sorogrupos foram
comparados, e a distribuicdo dos genes foi relacionada com indices de patogenicidade in
vivo das cepas para a identificacdo de marcadores moleculares. Um total de 87,5%
(84/96) das cepas foi classificado na subespécie multocida. O biovar 3 foi o mais
comum entre as cepas aviarias e suinas, sendo identificado respectivamente em 35,7%
(20/56) e 25% (10/40) dos casos. Entre as cepas aviarias, 90,7% (49/54) foram
classificadas no sorogrupo A através do multiplex-PCR, e 3,7% (2/54) nao foram
classificados em um dos dois sorogrupos. Em contraste, somente 75,9% (41/54) das
cepas aviarias foram identificadas no tipo capsular A através do teste fenotipico e 20,4%
(11/54) nédo foram tipificadas. Resultados semelhantes foram observados entre os
isolados suinos. As taxas de susceptibilidade das cepas aviarias foram superiores a 80%
para 0s antimicrobianos testados, com excec¢do a enrofloxacina e ao sulfafurazol.
Somente amoxicilina, ciprofloxacina e gentamicina inibiram o crescimento de mais de
80% das cepas suinas. 8,9% (5/56) dos isolados de origem aviaria e 37,5% (15/40) das
cepas suinas foram multirresistentes. A maioria dos genes (ompH, oma87, psl, plpB,
exbD-tonB, fur, hgbA, nanH, nanB, sodA, sodC, pmHAS, ptfA) apresentou uma
frequéncia superior a 90% e distribuicdo regular, independentemente da origem. As
cepas foram agrupadas em 33 perfis, sendo o perfil 1 (toxA™; pfhA"; dcbF; bcbD ; hsf-1-
) 0 mais frequente, identificado em 16,7% (16/96) dos casos. O PCR-RFLP a partir do
gene ompH permitiu a classificagdo das cepas aviarias em sete grupos moleculares,
sendo predominante o grupo Il, identificado em 42,9% (24/56) das situacbes. A
deteccdo do gene pfhA indica a presenca de cepas de alta patogenicidade em aves, e em
segundo lugar, de cepas intermediarias. Este estudo proveu a caracterizagdo fenotipica e
molecular de cepas de P. multocida isoladas de aves e de suinos no Brasil e 0s seus
resultados possibilitam a distingdo futura dos isolados aviarios quanto a patogenicidade.

Palavras-chave: pasteurelose, biovar, susceptibilidade antimicrobiana, PCR-RFLP,
genes de viruléncia, patogenicidade.



ABSTRACT

The constituents of the Pasteurellaceae family are among the most prevalent commensal
microorganisms or opportunistic pathogens that inhabit the oral and nasal cavity of the
animals. The knowledge of the pathogenesis of this bacterium is still restricted, despite
the number of related diseases and diversity of affected hosts. Similarly, analysis of the
virulence of Pasteurella multocida, that causes acute and chronic cases of fowl cholera,
Is not common. Such studies are even rarer for the circulating strains in Brazil. The
present work aimed to the phenotypic and molecular characterization of ninety-six P.
multocida strains isolated from poultry and swine in the country. The subspecies and
biovars were determined through biochemical scheme and the serogroups or capsular
types were classified by employing non-serologic phenotypic tests. Furthermore, the
susceptbility to nine antimicrobial agents was evaluated. For genotypic studies, the
investigation of twenty-two virulence genes by multiplex-PCR, including those that are
serogroups determinants, the comparing of the genetic profiles and the molecular
differentiation by PCR-RFLP from ompH e oma87 were performed. Finally, the results
of phenotypic and molecular tests for classification of serogroups were compared and
the distribution of genes was related to in vivo pathogenic indices of strains for
identification of molecular markers. 87.5% (84/96) of the strains were classified in
multocida subspecies. The biovar 3 was more common among avian and swine strains,
identified respectively in 35.7% (20/56) and 25% (10/40) of cases. Among avian strains,
90.7% (49/54) were classified in serogroup A by multiplex-PCR and 3.7% (2/54) were
not classified in one of two serogroups. In contrast, only 75.9% (41/54) of avian strains
were identified in the capsular type A through phenotypic test and 20.4% (11/54) were
not typed. Similar results were observed among swine isolates. The susceptibility rates
of avian strains were above 80% for the tested antimicrobials, except to enrofloxacin
and sulfafurazol. Only amoxicillin, gentamicin and ciprofloxacin inhibited the growth of
more than 80% of the swine strains. 8.9% (5/56) of avian isolates and 37.5% (15/40) of
swine strains were multidrug-resistant. The majority of genes (ompH, oma87, psl, plpB,
exbD-tonB, fur, hgbA, nanH, nanB, sodA, sodC, pmHAS, ptfA) had a frequency higher
than 90% and regular distribution, regardless of source. The strains were grouped in
33 profiles and profile 1 (toxA’; pfhA; dcbF; bcbD"; hsf-1) was most frequent,
identified in 16.7% (16/96) of cases. The PCR-RFLP from ompH gene allowed the
classification of avian strains in seven molecular groups. The predominant group Il was
identified in 42.9% (24/56) of cases. The detection of pfhA gene indicates the presence
of highly pathogenic avian strains, and secondly, of intermediate strains. This study
provided the phenotypic and molecular characterization of P. multocida isolated from
poultry and swine in Brazil and its results enable future distinction of avian strains
according the pathogenicity.

Keywords: pasteurellosis, biovar, antimicrobial susceptibility, PCR-RFLP, virulence
genes, pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

A avicultura nacional historicamente oferece relevante contribuicdo ao
desenvolvimento da economia brasileira. Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), o saldo altamente positivo das exportagdes do agronegocio
brasileiro compensa e equilibra o saldo negativo de outros setores produtivos. Dentre 0s
principais produtos exportados, o complexo de carnes ocupa a segunda posi¢cdo com
contribuicdo preponderante das carnes de frango e bovina (FILHO; TALAMINI, 2014).

Conforme os dados apresentados pela Associacdo Brasileira de Produtores de
Pintos de Corte (APINCO), a producgéo nacional de carne de frango em 2014 foi de
aproximadamente 12,9 milhdes de toneladas, dados que representam um crescimento de
3% em relacdo ao ano de 2013 (AVEWORLD, 2015). Este resultado mantém o pais
como o terceiro maior produtor avicola mundial com a significativa participagdo em
praticamente 15% da produgdo internacional (USDA, 2014). Também de acordo com a
APINCO, o consumo per capita de carne frango de 43,8 Kg por habitante no pais
representa um leve crescimento em relacdo a 2013 (AVEWORLD, 2015). Entretanto, ao
contrario de anos anteriores em que o aumento do consumo foi em parte justificado pela
melhor renda financeira da populacdo, 0 pequeno crescimento dos nimeros em 2014 é
resultante da migracdo do consumo de proteina bovina para a de frango em funcdo da
diferenca de precos e da estagnacdo da economia brasileira. Além dos bons nimeros de
consumo interno, a avicultura brasileira manteve-se em 2014 com o custo das matérias-
primas controlado e com advento de novos mercados compradores, COMo O russo e 0
venezuelano. Assim, estima-se um aumento de 3% das exportacbes nacionais de carne
de frango no ano de 2015 (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2014; UBABEF, 2014).

Contudo, a importancia de uma atividade produtiva é mais claramente
demonstrada pelo nimero de habitantes que socialmente dependem do setor. No Brasil,
a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, e responde
por aproximadamente 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) (UBABEF, 2014). Além
disto, existe uma correlagdo espacial entre as atividades de emprego no setor de
avicultura e de suinocultura com municipios que apresentam um alto Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) (FILHO, 2014 apud FILHO; TALAMINI, 2014).

O destaque socioecondmico da avicultura nacional é dependente de fatores
volateis como as condigdes de exportacdo, o preco da ragdo e o status sanitario dos

planteis. A ocorréncia de surtos de doencas infecciosas nas aves € uma ameaca continua
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para a industria, tornando-se a prevencao e as pesquisas desenvolvidas na area um tema
importante para o desenvolvimento da atividade. O risco de um surto pode ser
acentuado para aquelas enfermidades de facil disseminacdo, como as doencas
respiratorias, e para aquelas cujos agentes etiologicos possuem mais de um hospedeiro.
Entre as doencas com estas caracteristicas esta a Cdlera Aviaria (CA), que geralmente
apresenta-se de forma aguda, septicémica e com altos indices de morbidade e de
mortalidade dos lotes. Da mesma forma, Pasteurella multocida é o agente causador de
rinite atrofica em suinos, além de ser um fator importante no desenvolvimento de
pneumonias neste hospedeiro.

O aumento da incidéncia de CA em regides com precarios controles, associado a
dificuldade de isolamento bacteriano a partir de regiées normalmente contaminadas
motivou o desenvolvimento do primeiro trabalho sobre este tema no CDPA a partir da
padronizacdo de um protocolo de PCR para a deteccdo do agente (dados néo
publicados). Apesar da forma septicémica que resulta em alta mortalidade ser
predominante em CA, lesdes edematosas em casos cronicos também podem ocorrer. A
variabilidade da manifestacdo clinica é possivelmente justificada pelo desequilibrio da
relacdo entre hospedeiro e bactéria, assim como pela presenca de fatores de viruléncia
que diferem os microrganismos patogénicos de uma mesma espécie. Desta forma, o
objetivo do segundo estudo elaborado em 2011 foi pesquisar quinze genes associados a
viruléncia em isolados de casos clinicos de CA, além de otimizar a deteccdo dos
mesmos através do uso da técnica de multiplex-PCR (FURIAN, 2011). A partir da
obtencdo do perfil genético das cepas, idealizou-se a determinacdo de um indice de
patogenicidade através da inoculacdo experimental em pintos (PILATTI, 2014).

A caracterizacdo fenotipica e molecular de cepas de P. multocida foram os
objetivos do atual trabalho. Por altimo, os resultados obtidos na caracterizacdo
genotipica foram relacionados com os indices de patogenicidade resultantes das

inoculacdes experimentais para a identificacdo de possiveis marcadores moleculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

= Caracterizacdo fenotipica e genotipica de Pasteurella multocida e relacdo com a
patogenicidade das cepas.

2.2 Objetivos Especificos

= Classificacdo da subespécie e do biovar das cepas de origem aviaria e suina de
Pasteurella multocida através da fermentacdo de carboidratos e da atividade da enzima
ornitina descarboxilase.

= |dentificacé@o dos tipos capsulares ou sorogrupos A e D de Pasteurella multocida entre
os isolados de origem aviaria e suina através dos testes fenotipicos ndo soroldgicos da
hialuronidase e da acriflavina.

= |dentificacdo molecular dos tipos capsulares ou sorogrupos A e D de Pasteurella
multocida entre os isolados de origem aviaria e suina e avaliacdo da capacidade de
tipificacdo através de testes fenotipicos ndo soroldgicos e de multiplex-PCR.

= Determinagédo da susceptibilidade antimicrobiana e da multirresisténcia das cepas de
origem aviaria e suina de Pasteurella multocida frente a nove antimicrobianos atraves
da técnica de disco difusdo em agar e de microdiluicdo em caldo e associa¢do com 0s
indices de patogenicidade das cepas obtidos em estudo in vivo.

= Pesquisa de 22 genes associados a viruléncia em Pasteurella multocida entre as cepas
de origem aviaria e suina atraves da técnica de multiplex-PCR, agrupamento das cepas
em perfis genéticos e analise da distribuicdo dos genes conforme a origem e o
sorogrupo.

» Avaliacdo da capacidade de tipificagdo molecular dos isolados aviarios de Pasteurella
multocida através de dois diferentes protocolos da técnica de PCR-RFLP e associagdo
com biovares, tipos capsulares ou sorogrupos e com indices de patogenicidade das
cepas obtidos em estudo in vivo.

= Associacdo dos 22 genes pesquisados com os indices de patogenicidade das cepas
obtidos em estudo in vivo para a determinacdo de genes considerados marcadores de

patogenicidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Familia Pasteurellacea e Pasteurella multocida

A bactéria Pasteurella multocida ¢ um patégeno enigmético conhecido pela
diversidade de sindromes em que esta associada e pela grande extensdo de hospedeiros
que pode acometer (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Entre as centenas de bactérias
que habitam a cavidade oral e nasal dos animais, 0s constituintes da familia
Pasteurellaceae estdo entre 0s microrganismos comensais ou patdégenos oportunistas
mais prevalentes, especialmente envolvidos em enfermidades respiratorias (HARPER;
BOYCE; ADLER, 2006; WILSON; HO, 2013). Além disto, sdo agentes primarios ou
que apresentam o principal papel na evolucdo de determinadas doencas. Entre estas, P.
multocida € o agente causador da septicemia hemorragica em bovinos, da rinite atréfica
em suinos, além da Colera Aviaria (CA) em aves, todas enfermidades de grande
impacto econdmico nos animais (HARPER; BOYCE; ADLER, 2006; GLISSON, 2008;
WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).

Esta familia que representa um grupo diverso de bactérias € constituida por
dezenove géneros, dentre o0s quais se destacam Pasteurella, Actinobacillus e
Avibacterium (PARTE, 2014). O surgimento das técnicas moleculares permitiu a
diferenciacdo de cepas e o desenvolvimento de estudos filogenéticos. Assim, a relacdo
ancestral entre as classificacfes bacterianas dentro da familia Pasteurellaceae, inferida
através da analise comparativa da sequéncia do &cido ribonucléico (RNA) da por¢do
ribossomal 16S ou da comparacdo dos genomas sequenciados, tem revelado que muitos
membros deste diverso grupo sdo passiveis de reclassificacdes (HARPER; BOYCE;
ADLER, 2006; WILSON; HO, 2013; NAUSHAD et al., 2015). Como exemplo, muitos
dos agentes etioldgicos que causam doencas respiratdrias em aves, e que antigamente
pertenciam ao género Pasteurella, foram designados em novas familias ou géneros
(GLISSON, 2008). Contudo, apesar das mudangas, os géneros Actinobacillus,
Pasteurella e Haemophilus ainda apresentam membros com as taxonomias e filogenias
inconclusivas, logo, séo passiveis de novas classificacdes (NAUSHAD et al., 2015).

A analise génica da porcdo ribossomal 16S tambem demonstra que as cepas de
P. multocida sequenciadas até o momento sdo fortemente agrupadas e distantes da
bactéria Haemophilus influenzae, primeiro membro da familia Pasteurellaceae que teve

0 genoma completamente sequenciado (BOYCE et al., 2012). Por outro lado, a analise
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de similaridade de genes conservados entre as mesmas cepas de P. multocida apresenta
diferencas sutis de parentesco, o que provavelmente reflete a dindmica da frequente
transferéncia de genes dentro do grupo (WILSON; HO, 2013).

O género Pasteurella € distinguido fenotipicamente de outros membros da
familia pela ndo formagdo de B-hemolise, pela ndo fermentacdo da melibidose e pela
producdo de acido a partir da fermentacdo dos agUcares frutose, galactose e manose
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006). A especie P. multocida, considerada a mais
importante do género em medicina veterinaria, consiste em um bacilo Gram-negativo,
imovel e ndo formador de esporos (NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009). Tende a
formar bacilos largos, contudo o pleomorfismo é observado ap6s repetidos cultivos
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006). Também a bipolaridade tipica das células
frequentemente observada apOs a coloracdo de esfregacos sanguineos recentes pela
técnica de Gram ou com azul de metileno pode ser perdida ap6s subcultivos (DZIVA et
al., 2008). E um microrganismo anaerébio facultativo que apresenta temperatura 6tima
de crescimento a 37°C em uma faixa de pH entre 7,2 e 7,8 (GLISSON, 2008).

3.2 Testes fenotipicos para classificacdo da subespécie e do biovar

As cepas isoladas de diferentes hospedeiros ou doengas geralmente s&o
indistinguiveis através de simples testes bioquimicos. A biotipificacdo pode apresentar
um menor valor em estudos epidemioldgicos quando comparada com outras técnicas
moleculares, contudo consiste no método mais tradicional para identificacdo de uma
espécie bacteriana isolada e permanece como um fator chave na identificacdo de P.
multocida (DZIVA et al., 2008). Em 1985, Mutters e colaboradores estabeleceram um
padrdo de diferenciacdo de acordo com a hibridizacdo do DNA e com a fermentacdo dos
acucares sorbitol, trealose e dulcitol, classificando a bactéria em trés diferentes
subespeécies: multocida, septica e gallicida. Conforme a classificacdo desenvolvida por
Mutters et al. (1985), a habilidade em fermentar o sorbitol exclui a afiliacdo dos
isolados a subespécie septica. Além disto, a subespécie gallicida, ao contrario das
demais, fermenta arabinose e ndo fermenta trehalose (FEGAN; BLACKALL; PAHOFF,
1995).

A analise da diversidade genética das subespécies de P. multocida investigada
através da comparagdo da sequéncia nucleotidica da porcéo ribossomal 16S demonstra

uma similaridade do DNA das cepas classificadas biogquimicamente em cada subespécie
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que varia entre 84 a 100%. As cepas filogeneticamente identificadas na subespécie
septica sdo claramente distintas das outras duas subespécies (DAVIES, 2004).

Todas as subespécies ja foram descritas em surtos de CA (GLISSON;
SANDHU; HOFACRE, 2008), entretanto a estirpe multocida € a mais isolada de
galinhas e de perus, conforme demonstraram Snipes et al. (1990) que classificaram 520
cepas de P. multocida isoladas entre 1985 e 1988 na Califérnia, Estados Unidos. Da
mesma forma, Fegan, Blackall e Pahoff (1995) caracterizaram fenotipicamente 110
isolados - 67 provenientes de galinhas, 42 de perus e 01 de pato - e observaram que 91
cepas foram identificadas como pertencentes a subespécie multocida. Também, a
maioria das cepas isoladas em suinos é classificada na mesma subespécie, como
demonstra o extenso trabalho desenvolvido por Varga, Sellyei e Magyar (2007) na
Hungria.

Entretanto, a discriminacdo em subespécies através dos testes bioquimicos pode
apresentar resultados ambiguos e a utilizagdo de técnicas moleculares consiste em uma
alternativa (CHRISTENSEN et al., 2007; VARGA et al., 2007). Mais recentemente,
estudos baseados na atividade da enzima a-Glicosidase e na comparacdo filogenética do
sequenciamento de genes housekeeping também tém sido empregados para esta
classificacdo (GERARDO et al., 2001; KUHNERT; KORCZAK, 2006).

Além do emprego de acUcares essenciais para a determinacdo da subespécie de
P. multocida, um extenso esquema fenotipico para a classificacdo das cepas em biovares
ou tipos bioquimicos é descrito (VARGA; SELLYEI; MAGYAR, 2007; STAHEL et
al., 2009; VARGA et al., 2013, CASTILLO et al., 2014). Estes estudos séo baseados no
esquema de classificacdo de P. multocida em 13 diferentes biovares a partir da
habilidade dos isolados em fermentar os carboidratos sorbitol, dulcitol, maltose, xilose,
trehalose, lactose e a partir da producdo da enzima ornitina descarboxilase (FEGAN;
BLACKALL; PAHOFF, 1995; BLACKALL; PAHOFF; BOWLES, 1997). O biovar 3 é
0 mais comumente identificado, tanto em cepas isoladas de aves quanto de suinos
(GARCIA et al., 2011;VARGA et al., 2013).

3.3 Colera Aviéria e epidemiologia

A CA na sua forma tipica caracteriza-se por desenvolver uma doenca
septicémica que resulta em alta morbidade e alta mortalidade (NASCIMENTO;
GAMA; CANAL, 2009; WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Aves doentes geralmente
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apresentam anorexia, cianose, estertores, descargas nasais e diarreia aquosa ou verde-
mucoide. Entretanto, a morte sem manifestacdo de sinais clinicos pode ocorrer em
alguns surtos, sendo possivel encontrar reprodutoras mortas nos ninhos (BACK, 2010).
Logo, a apresentacdo aguda da CA deve ser diferenciada de casos suspeitos de
envenenamento, de influenza aviaria e de doenca de Newcastle (GLISSON, 2008). A
forma crénica da doenga tende a apresentar lesGes edematosas ou inflamatdrias
associadas com o local da infecgdo, sendo mais comuns as barbelas, 0s seios nasais e as
articulacbes em geral (BACK, 2010). As lesdes microscopicas consistem em areas de
necrose multifocal com a presenca de col6nias bacterianas e de infiltrados inflamatorios
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).

A maioria dos surtos de CA afeta galinhas, perus, patos e gansos (GLISSON,
2008). Atualmente, a doenca é conhecida como um dos principais problemas nas
criagbes emergentes em sistema free-range de postura em paises desenvolvidos
(SINGH et al., 2013), além da ocorréncia comum em criacBes artesanais nas na¢des em
desenvolvimento (MUHAIRWA et al., 2001). Se por um lado todas as aves sdo
geralmente susceptiveis as cepas mais virulentas, ha variacdo na susceptibilidade das
diferentes espécies aviarias para uma mesma cepa de P. multocida (WILKIE; HARPER;
ADLER, 2012).

Entre as aves domésticas, 0s perus sdo mais susceptiveis, principalmente entre
16 e 40 semanas de idade (GLISSON, 2008). A CA ocorre com maior frequéncia
durante as estacdes com temperaturas mais baixas. Esta sazonalidade é devido as
circunstancias que provocam a queda da resisténcia do organismo das aves e também
devido a uma maior exposi¢cdo aos fatores de susceptibilidade (SAMUEL; BOTZLER;
WOBESER, 2007; NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009).

A epidemiologia dos surtos de CA demonstra que a maior fonte de
contaminacdo sdo outras aves portadoras, consideradas o principal reservatorio da
infeccdo (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Neste contexto, Muhairwa, Christensen
e Bisgaard (2000) realizaram o primeiro isolamento de P. multocida em lotes de
galinhas sem histdrico da doenca através de suabes cloacais. A bactéria presente na
regido cloacal ou nas secrecfes orais contamina a agua, a racdo e o ambiente de
produgdo (CHARLTON et al., 2006; BACK, 2010).

Outro importante fator de risco a avicultura industrial é a ocorréncia de surtos de
CA em aves silvestres em regiGes onde ha producgéo avicola intensiva (NASCIMENTO;
GAMA; CANAL, 2009). A CA é descrita em um grande nimero de animais, incluindo-
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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 podem 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 faisdes com uma
cepa isolada de aves silvestres na Europa. O reisolamento bacteriano e a alta
mortalidade dos animais desafiados confirmaram as aves silvestres como reservatorio
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 domesticas (GLISSON, 2008). Através do
emprego das técnicas moleculares de ribotipagem e de analise do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo, Christensen, Dietz e Bisgaard (1998) observaram que 0s surtos
ocorridos em aves aquéticas e domésticas na Dinamarca em 1996 eram causados pelo
mesmo clone de P. multocida. Utilizando-se das mesmas técnicas, outro estudo relatou
0 parentesco genético das cepas isoladas de surtos em gansos e em perus em regides
geogréficas proximas na Hungria (KARDOS; KISS, 2005).

Os casos de CA sdo comuns entre gansos e patos, tanto em criagfes semi-
intensivas como em areas de reservas ambientais (NASCIMENTO; GAMA; CANAL,
2009; BACK, 2010). As ocorréncias em aves aquaticas sdo comumente associadas com
uma grande concentracdo de animais e com altas taxas de mortalidade. Estas
caracteristicas sugerem a exposicao das aves a um local comum de infeccdo, no caso,
fontes de agua (SAMUEL; BOTZLER; WOBESER, 2007). Diversas areas de reserva
de vida selvagem nas costas leste e oeste dos Estados Unidos sdo enzodticas para CA e
0s reservatorios de dgua podem estar relacionados com o0s casos sazonais (GLISSON,
2008). Em investigagdo realizada no Sacramento National Wildlife Refuge, Lehr et al.
(2005) isolaram P. multocida em seis de dez diferentes areas alagadicas analisadas.
Contudo, as condig¢Bes fisico-quimicas da &gua ndo apresentam relacdo com a
guantidade e a viabilidade da bactéria (LEHR et al., 2005; BLANCHONG et al., 2006).
Além disto, a bactéria ndo € isolada de todas as aguas ambientais em surtos de CA e as
aves selvagens migratorias podem estar associadas com 0s surtos recorrentes
(SAMUEL et al., 2005).

Da mesma forma que as aves silvestres, muitas espécies de mamiferos séo

carreadores de P. multocida e podem contaminar as aves domésticas (CHARLTON et
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al., 2006). Gatos e roedores sdo importantes reservatérios nas granjas avicolas e em
criagdes semi-intensivas (NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009). Em uma
investigacdo epidemioldgica realizada em sistemas de producdo free-range no
continente africano, isolou-se a bactéria de 68% dos gatos da regido estudada
(MUHAIRWA et al., 2001). Recentemente, Singh e colaboradores (2014) confirmaram
a presenca de cepas comuns entre gatos e frangos em criagdo free-range atraves de
métodos genotipicos.

Da mesma forma, ratos podem ser carreadores da bactéria de galinhas infectadas
para aves susceptiveis a infecgdo (SAMUEL; BOTZLER; WOBESER, 2007). A analise
da viruléncia de P. multocida isolada de diferentes mamiferos 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 doen¢a no homem, ndo existe evidéncia de
que cepas isoladas de aves sejam patogénicas para 0s humanos ou que estas constituam
algum risco para a saude publica (NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009; BACK,
2010). A infeccdo no homem geralmente estd associada a arranhaduras e mordeduras de
caes e de gatos (WILSON; HO, 2013).

Nos Estados Unidos, em torno de 300 mil visitas anuais as emergéncias
hospitalares sdo relacionadas a mordidas e a arranhdes de animais domeésticos,
especialmente envolvendo criangas (WEISS; FRIEDMAN; COBEN, 1998). Nestes
casos, P. multocida € isolada de praticamente 50% das mordidas caninas e de 75% das
lesGes provocadas por gatos (FRESHWATER, 2008).

As lesdes mais comumente observadas sdo a celulite, as linfagites e, mais
raramente, o desenvolvimento de abscessos e de artrites sépticas (EWERS et al., 2006).
Ocasionalmente, P. multocida pode estar envolvida em infecgdes sistémicas fatais com
a ocorréncia de meningites e de endocardites, especialmente em pacientes
imunodeprimidos (KAWASHIMA et al., 2010; GUILBART et al., 2015). Alguns casos
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 lesdes de pele como causa para o surgimento da doenca (PER et al., 2010,
GIORDANO et al., 2015).

A pasteurelose em humanos € uma causa relativamente rara de mortalidade, que
é provavelmente justificada pelo tratamento profilatico de lesdes ocasionadas pelas

mordidas de animais (CHEAH; CHONG, 2011). Entretanto, as mortes associadas com a
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infecgdo, majoritariamente associada a espécie multocida, aumentaram nos ultimos anos
nos Estados Unidos (WILSON; HO, 2013).

3.4 Patogenia

Apesar do amplo espectro de doencas causadas e do impacto econémico
envolvido, o conhecimento da patogenia das pasteureloses é pequeno, especialmente
quando comparado com o0s estudos descritos em outras bactérias Gram-negativas
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Por exemplo, preconiza-se um maior
conhecimento do sitio inicial de colonizagdo que precede a disseminacédo sistémica e de
como a bactéria penetra nas mucosas do trato respiratorio e digestivo antes de acessar a
circulacdo sanguinea (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). Curiosamente, a vacina¢do
para CA é considerada o nascimento da imunologia (BERCHE, 2012), e mesmo ap6s
mais de 125 anos da realizacdo dos famosos trabalhos desenvolvidos por Louis Pauster,
ainda ndo se obteve uma vacina ideal para a prevencao desta enfermidade.

A principal razdo para esta lacuna é que a analise genética de P. multocida
avancou somente nos ultimos quinze anos. A maioria dos trabalhos conduzidos
anteriormente a este periodo eram estudos descritivos em que a identificacdo ou a
caracterizacdo de genes e de proteinas associadas a um genotipo ndo eram realizados
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). O primeiro genoma da bactéria totalmente
sequenciado ocorreu em 2001 e foi de uma cepa de origem aviaria, denominada Pm70
(MAY et al., 2001). A andlise do genoma permitiu a identificacdo de diferentes genes
de viruléncia, como hemaglutininas filamentosas e genes envolvidos no transporte e no
metabolismo do ferro (BOYCE et al., 2012). Da mesma forma, trabalhos envolvendo
clonagem e sequenciamento da regido de biossintese das céapsulas permitiram a
identificacdo de regiGes especificas de cada sorogrupo de P. multocida (CHUNG;
ZHANG; ADLER, 1998; BOYCE; CHUNG; ADLER, 2000a).

A bactéria é aparentemente um habitante normal das vias aéreas de animais
saudaveis e pode ser mantida na regido da orofaringe em hospedeiros
imunocompetentes por longos periodos sem causar doenca (MUHAIRWA,
CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000, SAMUEL; BOTZLER; WOBESER, 2007).
Contudo, muitos comensais podem tornar-se patdogenos, principalmente devido a
modificacbes na patogenicidade do microrganismo (KUBATZKY, 2012). Até o

momento, nenhum U(nico fator de viruléncia ou mecanismo ¢é diretamente
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correlacionado com a incidéncia ou a severidade de CA, mas a variagdo das condigdes
do ambiente ou do hospedeiro contribui para a ocorréncia e para a severidade da doenca
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Processos estressantes como a alimentacao
deficiente, as condicdes inadequadas de manejo, a sobrecarga fisiologica, a infestacdo
parasitéria e as infeccbes concomitantes sdo fatores predisponentes ao desenvolvimento
da CA (ANDREATTI FILHO, 2007).

Apesar da rota de infeccdo ndo estar totalmente esclarecida, algumas evidéncias
apontam que o trato respiratério consiste no principal sitio de entrada da bactéria
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Neste contexto, cepas virulentas de P. multocida
sdo capazes de colonizar a mucosa do trato respiratério superior e, posteriormente,
infectar os sacos aéreos e os pulmdes (RHOADES; RIMLER, 1990). Um achado
consistente com a definicdo do trato respiratorio como a principal rota de infeccdo é a
frequente presenca de lesdes pulmonares em casos clinicos ou ap6s desafios
experimentais pela via intratraqueal (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). Através de
um mecanismo desconhecido, mas possivelmente relacionado a migracdo em
macrofagos do trato respiratorio superior, a bactéria pode acessar a circulacdo sanguinea
a partir da mucosa e multiplicar-se em diferentes tecidos, especialmente no figado e no
baco (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).

A intensidade e o nimero de lesbes macroscdpicas observadas nos casos agudos
de CA sdo variaveis. De acordo com Bojesen et al. (2004), as lesdes teciduais podem
ser causadas pelos granulécitos do hospedeiro infectado, embora as mesmas células
limitem a extensdo do processo infeccioso. A persisténcia da bactéria no local de
infeccdo, assim como a migracdo para outros tecidos e o0 tempo até a morte, dependem
das caracteristicas da cepa e da resposta imune do hospedeiro (BOYCE et al., 2002;
BOYCE et al., 2010; WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). A morte esta provavelmente
associada com uma massiva bacteremia e com o choque septicémico, ocorrendo lise e
consequente liberagdo de endotoxinas em quantidade suficiente para lesar os tecidos do
hospedeiro (HARPER; BOYCE; ADLER, 2006; NASCIMENTO; GAMA; CANAL,
2009). As petéquias na serosa dos 6rgaos envolvidos, especialmente do epicardio, sdo
indicativas de coagulopatias associadas aos casos de endotoxemias (BOYCE et al.,
2010). Embora seja geralmente aceito que a CA consiste em uma infeccdo septicémica,
a bactéria somente pode ser isolada em grande quantidade do sangue das aves em um
estagio tardio da infeccdo (HARPER; BOYCE; ADLER, 2006).
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3.5 Fatores de viruléncia

A viruléncia é a capacidade relativa de um patdgeno em causar doenca
(MADIGAN et al., 2010). Os microrganismos patogénicos se distinguem de outros da
mesma espécie por possuirem e expressarem genes que codificam estes fatores, os quais
propiciam a colonizagdo e a ocorréncia de diversos eventos que subvertem a fisiologia
hospedeira (VIEIRA, 2009). De acordo com Wassenaar e Gaastra (2001), os genes que
codificam tais fatores sdo divididos em trés categorias: 0s genes de viruléncia
verdadeiros, responsaveis diretos pelos danos celulares provocados, 0s genes associados
a viruléncia, que regulam ou ativam a expressdo da classe anterior, e 0s genes
relacionados a patogénese do microrganismo, que auxiliam na colonizagdo, na invasdo e
na sobrevivéncia intracelular durante o processo infeccioso.

Contudo, a definicdo ou a classificacdo de uma cepa conforme a sua
patogenicidade ainda fica restrita, pois muitos destes genes podem codificar fatores de
viruléncia ainda ndo comprovados em estudos experimentais (BOYCE et al., 2012).
Além disto, nenhum Unico fator de viruléncia ou mecanismo é correlacionado com a
incidéncia de CA (DZIVA et al., 2008; WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).

As principais estruturas associadas a viruléncia e identificadas em cepas de P.
multocida sdo a capsula e o lipopolissacarideo (LPS). Entretanto, outros diversos fatores
podem ser relacionados a capacidade do agente em infectar um hospedeiro, assim como
de sobreviver em um ambiente hostil ou deficiente em nutrientes essenciais (HARPER;
BOYCE; ADLER, 2006; BOYCE et al., 2010; WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).
Alguns destes genes de viruléncia estdo presentes em todos os genomas de P. multocida
que foram totalmente ou parcialmente sequenciados (WILSON; HO, 2013).

Exemplos séo os genes que codificam estruturas como fimbrias e adesinas (ptfA,
pfhA) ou proteinas externas de membrana (ompH, oma87) (CORNEY et al. 2007,
HATFALUDI et al. 2010). Diferentes trabalhos também identificaram e caracterizaram
genes que codificam enzimas do metabolismo bacteriano, como sialidases (nanH,
nanB), dismutases (sodA, sodC), proteinas associadas ao transporte e ao metabolismo
do ferro (hgbA, hgbB, exBD-tonB), além da exotoxina dermonecrdtica (toxA) (MIZAN
et al. 2000; COX et al. 2003; EWERS et al., 2006; GUENTHER et al., 2008; BETHE
et al., 2009). A maioria dos genes que aumentam sua transcricdo durante o processo
infeccioso também estdo envolvidos na aquisicdo de nutrientes e em processos
metabolicos (BOYCE; ADLER, 2006). Cepas altamente virulentas de P. multocida
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frequentemente secretam varias enzimas hidroliticas, como sialidases, que facilitam a
aquisicdo de nutrientes e a disseminacdo no organismo (WILSON; HO, 2013). Em
2011, protocolos de multiplex-PCR foram desenvolvidos e padronizados no CDPA para
a deteccéo de todos os genes de viruléncia anteriormente citados (FURIAN, 2011).

Outros genes importantes em P. multocida que estdo associados a diferentes
mecanismos durante o processo infeccioso sao ompA, plpB, fur, hsf-1, tadD e pmHAS.
Assim como observado em outras bactérias Gram-negativas, a proteina de membrana
externa OmpA (Outer Membrane Protein - OMP) também é um constituinte das cepas
de P. multocida (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). A interacdo da regido C-terminal
de OmpA na membrana plasméatica promove a ligacdo e a estabilizacdo do envelope
celular da bactéria ao peptidioglicano (NIKAIDO, 2003). Apesar da funcdo
prioritariamente estrutural, OmpA também é considerada uma porina, pois permite a
difusdo lenta de ions e de moléculas hidrofilicas através da membrana externa
(HATFALUDI et al., 2010). Diferentes trabalhos também destacam o papel de OmpA
na adesdo de P. multocida a matriz extracelular e na formacao de biofilmes (DABO et
al., 2003; HATFALUDI et al., 2010). Muitas destas propriedades sdo relacionadas a
estrutura monomeérica da proteina, particularmente a quatro pequenas al¢as que emanam
da proteina para o ambiente externo (SMITH et al., 2007).

As OMPs também sdo consideradas fatores imunogénicos conservados
(KUBATZKY, 2012). Assim como ocorre em pesquisas que avaliam o papel da
proteina OmpH como um epitopo especifico para a formulacdo de vacinas contra CA
(LUO et al., 1999; LEE; KIM; KWON, 2007), estudos de analise protedmica também
identificaram a propriedade imunogénica de OmpA (AL-HASANI et al., 2007). Em
2008, Dabo e colaboradores promoveram a imuniza¢do de camundongos com uma
vacina recombinante e observaram uma alta correlacio com a producdo de
imunoglobulinas da subclasse 1gG1l ap6s o desafio dos animais. Assim como é
observado com a proteina OmpH, a estrutura de OmpA também apresenta consideravel
heterogeneidade que pode ser utilizada para a classificagcdo de variantes entre diferentes
hospedeiros (DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004).

A identificacdo de novos imundgenos através da vacinologia reversa pode
consistir em um primeiro estagio para o desenvolvimento de uma vacina recombinante
para CA (AL-HASANI et al., 2007). Em 2004, outra proteina denominada PlpB foi
identificada na membrana externa do microrganismo (TABATABAI; ZEHR, 2004).

Esta lipoproteina esta envolvida no transporte de metionina pela bactéria, tanto em
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camundongos quanto em aves, e foi inicialmente descrita como um antigeno que
conferiria protecdo cruzada ao desafio por P. multocida (TABATABAI; ZEHR, 2004;
HATFALUDI et al., 2010). Entretanto, vacinas recombinantes de PIpB nao
demonstraram ser eficientes na protecdo de camundongos ou de galinhas desafiadas,
apesar de estimular uma resposta imune humoral (WU et al., 2007; CHOMNAWANG
et al., 2009). A proteina PIpB esta envolvida na viruléncia de P. multocida, pois cepas
mutantes que ndo expressam 0 gene sdo avirulentas em galinhas e em camundongos
(HATFALUDI et al., 2010).

O ferro € um elemento essencial para a sobrevivéncia das bactérias, pois
participa de inUmeros processos biologicos (MADIGAN et al., 2010). Logo, a
habilidade dos microrganismos patogénicos em obter este elemento consiste em uma
caracteristica primordial para definir o seu sucesso durante o processo infeccioso
(RATLEDGE; DOVER, 2000). Como € comum em outras bactérias, P. multocida
também desenvolveu mecanismos bésicos para adquiri-lo. Esta aquisicdo pode ser feita
através de agentes quelantes, sideroforos, que captam o ferro de hidroxidos férricos, ou
através de receptores, a partir de proteinas do hospedeiro (KREWULAK; VOGEL,
2008).

A anélise do genoma da cepa Pm70 indica que pelo menos 53 genes codificam
proteinas associadas com a aquisicdao do ferro (MAY et al., 2001), sendo que a maior
parte delas ainda ndo foi caracterizada (BOYCE et al., 2012). A grande quantidade de
genes descritos sugere que a bactéria apresenta um numero redundante de proteinas
associadas para uma mesma fun¢do no metabolismo do ferro (BOYCE et al., 2012).
Desta forma, trabalhos com Gnico mutante alvo ndo resultam na atenuacdo das cepas
(BOSCH et al., 2002; COX et al., 2003).

Os genes que estdo envolvidos em mecanismos redundantes sdo expressos de
acordo com a concentracdo de ferro na célula bacteriana, provavelmente sob a
influéncia de um regulador comum ao processo (RATLEDGE; DOVER, 2000).
Diferentes estudos sugerem que a proteina Fur seja um dos principais reguladores da
captacdo do elemento entre as bactérias Gram-negativas (BOSCH et al., 2002;
PAUSTIAN et al., 2002). Da mesma forma, a expressdo da proteina de membrana
externa OmpH também ¢é regulada por Fur (BOSCH et al., 2001). Muitas proteinas
relacionadas a aquisicdo do ferro foram testadas como potenciais antigenos na
formulacdo de vacinas, contudo ndo resultaram na protecdo dos animais (WILKIE;
HARPER; ADLER, 2012).
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A adesdo a célula hospedeira consiste em um pré-requisito para 0 processo
infecioso (HATFALUDI et al., 2010). Além disto, muitos genes que codificam adesinas
sd0 comuns entre espécies bacterianas distintas. Por exemplo, 0s genes ptfA, fimA, flpl,
flp2, hsfl e hsf2 presentes no genoma de P. multocida também foram identificados em
outros microrganismos (MAY et al., 2001; REGGIE, 2001).

Os genes hsf-1 e tadD classificados, respectivamente, como adesina de
autotransporte e de aderéncia ndo-especifica, foram pesquisados em estudos de analise
do perfil genético em cepas de P. multocida isoladas de suinos e de bovinos (TANG et
al., 2009; KATSUDA et al., 2013; MORAES et al., 2014). Regides homdlogas do locus
de biossintese do gene tad estdo presentes em outros membros da familia
Pasteurellaceae e em outras bactérias Gram-negativas onde apresentam papel
fundamental na colonizacdo e na formacdo de biofilmes (TOMICH; PLANET,;
FIGURSKI, 2007).

A proteina PmHAS (Hyaluronan Synthase) também é uma mediadora da ades&o
a célula hospedeira (PRUIMBOOM; RIMLER; ACKERMANN, 1999). Mesmo que a
sequéncia de aminoacidos de PmHAS néo seja similar a enzima PmHS1 (Heparosan
Synthase), a qual é responsavel pela transferéncia de monossacarideos para a formacao
de heparina, ambas apresentam a habilidade de utilizar a mesma fonte precursora de
carboidratos (KANE; WHITE; DeANGELIS, 2006). A cépsula do sorogrupo A de
cepas aviarias é constituida principalmente por acido hialurénico, um polimero formado
por unidades alternadas dos acidos D-glicurdnico e N-acetil-D-glicosamina (BOYCE;
CHUNG; ADLER, 2000b). A enzima PmHAS é uma glicosiltransferase de dupla acao,
isto é, a enzima realiza a adicdo de ambos os monémeros anteriores para a formacao do
polimero (DeANGELIS et al., 1998).

3.6 Cépsula

Além de serem considerados os principais fatores de viruléncia da bactéria, a
capsula e o LPS sdo utilizados como base para os sistemas de classificacdo de P.
multocida (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). As cepas sdo classificadas em cinco
tipos ou sorogrupos (A, B, D, E, F), de acordo com a presenca dos antigenos capsulares
(CARTER, 1955) e em 16 sorovares, conforme a distribuicdo dos antigenos somaticos
(HEDDLESTON; GALLAGHER; REBERS, 1972). Assim como observado em

algumas bactérias Gram-negativas como, por exemplo, Campylobacter jejuni, o LPS de



31

P. multocida ndo apresenta o antigeno O. Desta forma, a classificacdo de praticamente
todos os sorovares da bactéria é baseada na variacdo da estrutura externa da regido do
core (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012; HARPER et al., 2015). A combinacdo do
sorogrupo A de P. multocida com os antigenos somaticos 1-3 ou 3-4 representa a
maioria das cepas isoladas de surtos de CA (CHRISTENSEN; BOJESEN; BISGAARD,
2008), como demonstram pesquisas recentes desenvolvidas em varios paises (EWERS
et al., 2006; SHIVACHANDRA et al., 2006; ARUMUGAM et al., 2011; MOHAMED
etal., 2012).

Todas as capsulas sdo formadas por polimeros de carboidratos. A cépsula do
sorogrupo A é constituida por um polimero formado por unidades alternadas dos &cidos
D-glicurénico e N-acetil-D-glicosamina (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012).
Enquanto que as capsulas do tipo D e F sdo compostas por glicosaminoglicanos
denominados heparina e condroiotina, respectivamente (DeANGELIS et al., 2002;
HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). Apesar de serem complexos de carboidratos
semelhantes ao tipo A, estes sorogrupos apresentam sitios distintos de hidrdlise quando
clivados por enzimas especificas (GLISSON, 2008). As capsulas dos sorogrupos B e E
ndo apresentam analises quimicas detalhadas (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012).

A organizagdo genética do locus de biossintese para os cinco sorogrupos foi
determinada nos ultimos anos e revela uma apresentacdo similar para as regides de
biossintese capsular do grupo Ill, também descrita em outras bactérias Gram-negativas
(CHUNG; ZHANG; ADLER, 1998; BOYCE; CHUNG; ADLER, 2000b). O locus
apresenta trés regides, sendo que as regides 1 e 3 sdo compostas por genes altamente
conservados entre os sorogrupos (BOYCE et al., 2010). Somente a por¢do 2 contém
genes gue traduzem enzimas responsaveis pela adi¢do de carboidratos especificos para
cada tipo capsular (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). Apesar da diversidade de
manifestacdes clinicas observadas e de hospedeiros associados aos tipos capsulares, 0s
cinco sorogrupos parecem ser fortemente relacionados geneticamente (CHRISTENSEN
et al., 2005).

O local do genoma responsavel pela biossintese da capsula do tipo A é formado
por 11 sequéncias abertas de leitura (Open Reading Frame - ORF). A primeira regido é
responsavel pela traducdo de proteinas envolvidas no transporte dos polissacarideos da
capsula para a superficie e a terceira envolve proteinas que sdo similares as que estdo
relacionados a substituicdo de fosfolipideos do acido hialurdnico (BOYCE; CHUNG;

ADLER, 2000b). A segunda e mais importante regido é constituida por cinco genes
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(hyaABCDE) envolvidos na traducdo de enzimas que sintetizam mondmeros ativos do
acucar 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
mondmero de agucar ativado para a formacdo do polissacarideo (CHUNG; ZHANG;
ADLER, 1998). Da mesma forma, a sequéncia nucleotidica da regido de biossintese da
capsula do tipo B apresenta 15 ORFs, também divididas em trés regides, que codificam
proteinas com funcgdes similares aquelas da capsula do tipo A (BOYCE et al., 2010).

Entretanto, os mecanismos responsaveis pela regulacdo da biossintese capsular
s6 foram mais claramente esclarecidos com a recente descoberta do gene regulador fis,
essencial para a transcricdo de todas as regides do locus de biossintese da capsula do
tipo A (STEEN et al., 2010; HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). A mutacédo pontual do
gene fis resulta em uma amostra acapsular e na menor expressdo de outros 30 genes,
incluindo-se o gene pfhb2, codificador de uma hemaglutinina filamentosa importante no
processo de infeccdo do hospedeiro (STEEN et al.,, 2010). A quantidade do
polissacarideo capsular produzida pode variar de acordo com as condi¢fes nutricionais
e ambientais em que a bactéria encontra-se inserida. Por exemplo, o nivel de expressédo
dos genes capsulares é reduzido quando a bactéria esta em contato com determinados
antimicrobianos e na presenca de baixa concentracdo de ferro. (JACQUES et al. 1994;
MELNIKOW et al., 2008). Assim, sugere-se que a acdo bacteriostatica resulte na
supressdo da expressdo de genes de viruléncia de P. multocida (BOYCE et al., 2012).

A cépsula apresenta importante papel na intera¢cdo com o organismo infectado e
em mecanismos que eludem a resposta imune do hospedeiro. Contudo, é dificil
estabelecer conclusdes definitivas com os primeiros trabalhos que empregavam
mutantes acapsulares espontaneos, pois a utilizacdo de amostras isogénicas neste
periodo ndo estava disponivel, e a natureza das mudancas genéticas ndo poderia ser
definida (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). Além disto, Watt et al. (2003)
verificaram a possibilidade de reversdo de amostras inicialmente ndo capsuladas para
capsuladas quando inoculadas em camundongos. Por outro lado, mutantes
geneticamente definidos ndo sdo capazes de sintetizar ou exportar os carboidratos
formados para a superficie. Exemplos sdo os trabalhos desenvolvidos por Chung et al.
(2001) que construiram um mutante acapsular da amostra X-73 e de Boyce e Adler
(2000) que elaboraram um mutante da amostra M1404 do sorogrupo B. Em ambos os
€asos, as cepas passaram a ser nao letais em camundongos, assim como avirulentas em

galinhas.
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Os polissacarideos capsulares sdo glicosaminoglicanos idénticos aos
componentes da matriz celular das células eucaridticas, exceto que a heparina e que a
condroiotina presentes nas capsulas do tipo D e F ndo sdo sulfatadas. Logo, estas
moléculas podem ser reconhecidas como componentes das células hospedeiras
infectadas, assim ndo ocorrendo formacdo de resposta imune (DAVIES;
MACCORQUODALE; REILLY, 2004; BOYCE et al., 2010; CRESS et al., 2014).
Algumas fungdes atribuidas a capsula e ao consequente aumento da patogenicidade séo
a resisténcia a dessecacdo, a maior aderéncia a tipos celulares especificos, a atividade
antifagocitaria e a interagdo com o sistema complemento do hospedeiro (BOYCE;
CHUNG; ADLER, 2000b).

Entretanto, o papel da capsula na adesdo € conflitante entre diferentes trabalhos
(JACQUES et al., 1993; PRUIMBOOM et al.,1996). Torna-se dificil a definicdo deste
papel devido a semelhanca dos polimeros das diferentes capsulas com os polimeros das
celulas eucaridticas (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012).

3.6.1 Métodos de tipificacdo capsular

A classificacdo dos sorogrupos de P. multocida é considerada fundamental, pois
a relacdo de um determinado tipo capsular com doencas especificas é reconhecida
(HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). Sugere-se uma possivel inter-relacdo entre o tipo
capsular, a patogenia e a predisposicdo do hospedeiro a um sorogrupo em particular
(CHUNG; ZHANG; ADLER, 1998). Contudo, a base celular e molecular para esta
associacao ainda nao esté esclarecida (HARPER; BOYCE; ADLER, 2012).

A maioria dos surtos de CA esta relacionada com cepas do tipo A (WOO; KIM,
2006; DZIVA et al., 2008), enquanto que 0s casos de septicemia hemorragica estdo
associados com os tipos E ou B e, de rinite atrofica em suinos, com o sorogrupo D
(HARPER; BOYCE; ADLER, 2012). A prevaléncia dos sorogrupos de P. multocida
pode variar consideravelmente de acordo com a distribuicdo geogréfica e ao longo do
tempo em uma determinada regido (KEHRENBERG et al., 2001; JAGLIC et al., 2005).
Um exemplo € o aumento dos casos de pneumonia em suinos causados pelo tipo
capsular D que antigamente eram relacionados ao sorogrupo A (BOROWSKI et al.,
2007) e de casos de pasteurelose em coelhos causados pelo sorogrupo B (KATOCH et
al., 2015). Da mesma forma, os tipos capsulares B e D também sédo identificados em
isolados de CA, em adicao aos sorogrupos A e F (GLISSON, 2008).
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A tipificagdo baseada em um teste de hemaglutinacdo indireta (HAI)
desenvolvido por Carter em 1955, e modificado por Sawada, Rimier e Rhoades em
1982, permite a identificacdo dos cinco tipos capsulares de P. multocida e consiste em
um esquema padréo adotado mundialmente. Entretanto, a identificacdo dos sorogrupos
através desta técnica caiu em desuso, em parte, porque muitos isolados capsulados
podem ndo aglutinar com antissoros homologos (ARUMUGAM et al., 2011). Além
disto, o teste de HAI depende da presenca do antigeno capsular, o qual pode ser perdido
apos sucessivos cultivos em laboratorio (DZIVA et al., 2008).

Certos sorotipos de P. multocida exibem caracteristicas distintas que podem ser
exploradas para uma rapida identificacdo por métodos fenotipicos ndo soroldgicos. Por
exemplo, cepas do sorotipo B:2 isoladas em casos de septicemia hemorragica produzem
hialuronidase, a qual despolimeriza o acido hialurénico presente em cepas encapsuladas
de Streptococcus spp. (CARTER; CHENGAPPA, 1991 apud DZIVA et al., 2008). De
maneira semelhante, cepas do tipo A podem ser facilmente identificadas utilizando-se
uma semeadura cruzada com uma cepa de Staphylococcus spp. que sintetize a mesma
enzima (CARTER; RUNDELL, 1975). Por altimo, os isolados do tipo D produzem uma
floculagdo em caldo de crescimento na presenca de uma solugéo de acriflavina em um
mecanismo com bases desconhecidas (CARTER; SUBRONTO, 1973).

Outros testes diagnosticos presuntivos, como a utilizacdo de microscopia com
luz obliqua, sdo sugeridos em casos suspeitos de CA. Col6nias ricamente encapsuladas,
geralmente isoladas em casos clinicos, apresentam forte iridescéncia, enquanto coldnias
provenientes de passagens sucessivas em laboratorio apresentam coloracdo azulada ou
baixa iridescéncia (HEDDLESTON; WATKO; REBERS, 1964; GLISSON, 2008).
Outra possivel relacdo entre a viruléncia de uma cepa de P. multocida e a presenca da
capsula consiste na avaliacdo da presenca e da espessura do polimero através do
emprego de microscopia eletronica (BORRATHYBAY et al., 2003).

A elucidacdo da base genética da biossintese capsular proporcionou o
desenvolvimento de métodos moleculares de identificacdo (DeANGELIS et al., 2002;
DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004; BOYCE et al., 2010). Ap6s o
desenvolvimento de um protocolo de multiplex-PCR por Townsend et al. (2001), o
método molecular passou a ser empregado em diversos trabalhos (JAGLIC et al., 2005;
LEOTTA et al, 2006a; JABBARI; ESMAELZADEH; MOAZENI JULA, 2006;
SHIVACHANDRA et al, 2006; VARGA; SELLYEI;, MAGYAR, 2007,
SHIVACHANDRA; KUMAR; CHAUDHURI, 2008; BETHE et al., 2009; FURIAN,
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2011; ESPINOSA; BAEZ; VICHI, 2012; KATOCH et al., 2015). Esta técnica permite a
identificacdo da cepa quando nédo é possivel realizar a definicdo do tipo capsular pelo
teste fenotipico, por exemplo, devido a mutacdes no locus de biossintese da capsula
(BOYCE et al., 2010).

A utilizacdo dos métodos de controle das pasteureloses, tais como o emprego de
antimicrobianos ou de vacinas autdgenas requerem estudos de identificacdo capsular em
cada area geografica. Entretanto, a sorotipagem nao é realizada rotineiramente, devido a
falta de antissoros comerciais (TOWNSEND et al., 2001). A incompatibilidade da
composi¢do de vacinas com 0s sorotipos capsulares comuns a determinada regido e o
desconhecimento da situacdo epidemioldgica local podem ser uma das causas para as
falhas vacinais (KEHRENBERG et al., 2001).

3.7 Tipificagcdo molecular dos isolados e PCR-RFLP

Os métodos de tipificacdo sdo baseados na teoria de que os isolados de P.
multocida que apresentam uma fonte comum de isolamento compartilham propriedades
que os diferenciam de cepas de outras origens (BLACKALL; MIFLIN, 2000). Os
métodos sdo utilizados para a caracterizacdo detalhada sobre a diversidade das cepas e
em estudos de patogenia e de epidemiologia (BOERLIN et al., 2000; KARDOS; KISS,
2005). A tipificacdo molecular pode ser utilizada para a identificacdo da fonte de
infeccdo em casos de surtos de doencas (BRUISTEN; SCHOULS, 2010).

Estes testes sdo geralmente avaliados quanto a tipabilidade, a reprodutibilidade,
ao poder de discriminacdo e quanto a facilidade de uso (ARBEIT, 1995). Se o poder
discriminatorio for adequado, o método pode ser utilizado para a coleta de dados sobre
certos membros da populacdo bacteriana e para relaciona-los com a doenca e com 0s
hospedeiros (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006). Contudo, a relagdo filogenética
predita através da comparacdo do polimorfismo de nucleotideos em posicoes
conservadas dos nove genomas de P. multocida sequenciados demonstra que ndo ha
correlacdo das relagcdes filogenéticas das cepas conforme o pais de isolamento, o
sorogrupo, a doenca e a predilecdo por um determinado hospedeiro (BOYCE et al.,
2012).

Os métodos moleculares apresentam maior destaque na tipificacdo de P.
multocida devido as limitagBes inerentes aos testes de biotipificacdo atraveés da
fermentacdo de carboidratos (MUHAIRWA et al.,, 2001) e através dos testes
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soroldgicos (CARTER, 1955; CARTER, 1961). Além disto, geralmente a biotificacdo e
0s métodos soroldgicos ndo apresentam poder discriminatério suficiente para a andlise
de surtos distintos causados por um mesmo clone de P. multocida (CHRISTENSEN;
BISGAARD, 2006). Também a tipificacdo molecular dos sorogrupos de P. multocida
representa uma ferramenta Gtil na comparacdo de cepas, especialmente de origens
distintas. Entretanto, ela se torna ineficaz na diferenciagdo e na caracterizacdo dos
isolados em geral (DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004).

Atualmente, diferentes métodos de genotipagem sdo empregados em estudos
epidemioldgicos (DZIVA et al., 2008). A anélise de enzima de restricdo (Restriction
endonuclease analysis - REA), a ribotipagem, a andlise do polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (Random Amplification of Polymorphic DNA - RAPD), a
sequéncia palindrémica repetitiva (Repetitive Extragenic Palindromic - REP-PCR), a
analise do polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism — PCR-RFLP), a eletroforese enzimatica multilocus
(Multilocus Enzyme Electrophoresis - MLEE) e a tipificacdo por sequenciamento de
multilocus (Multilocus Sequence Typing - MLST) sdo as técnicas mais utilizadas
(PEDERSEN et al., 2003; DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004; DZIVA et
al.,, 2004; JABBARI; ESMAELIZADEH, 2005; SHIVACHANDRA; KUMAR,;
CHAUDHURI, 2008; SINGH et al.,, 2013; PETERSEN et al., 2014). Entretanto,
nenhuma das técnicas citadas é considerada um padrdo ouro para a tipificacdo de P.
multocida (LEOTTA et al., 2006a).

Estas técnicas sdo fundamentais na discriminacdo de surtos de CA, pois as cepas
de P. multocida de origem aviaria apresentam grande diversidade molecular, constatada
por inimeros estudos (GUNAWARDANA; TOWNSEND; FROST, 2000; PETERSEN
et al., 2001; DAVIES; MACCORQUODALE; CAFFREY, 2003b). Por exemplo, 56
tipos eletroforéticos foram identificados entre 81 isolados autralianos de CA através da
técnica de MLEE (BLACKALL et al., 1998). Em 2000, Gunawardana, Townsend e
Frost analisaram 73 cepas australianas e 22 vietnamitas de P. multocida de origem
aviaria através de eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis -
PFGE) com alto poder de discriminacdo. Outras pesquisas com cepas isoladas de
hospedeiros distintos e baseadas especialmente no trabalho de Gunawardana, Townsend
e Frost (2000) foram realizadas nos altimos anos (JAGLIC et al., 2005; JAGLIC et al.,
2006; LEOTTA et al., 2006b; ANTONY et al., 2007; FERREIRA et al., 2012).
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Da mesma forma, o uso de REA e da ribotipagem tém provido consideraveis
informagdes sobre as caracteristicas gendmicas de P. multocida (WEISER et al., 2003;
DZIVA et al., 2004). Através do emprego da ribotipagem, Christensen, Dietz e
Bisgaard (1998) observaram que o0s surtos ocorridos em aves aquaticas e domésticas na
Dinamarca em 1996 foram causados pelo mesmo clone de P. multocida. Contudo, tanto
a REA quanto a ribotipagem séo técnicas laboriosas (JABBARI; ESMAELIZADEH,
2005).

Assim, entre os métodos moleculares disponiveis, os testes de caracterizacéo
gendmica relacionados ao uso de PCR séo mais rapidos, viaveis e precisos (JABBARI;
ESMAELIZADEH, 2005). Um exemplo é a técnica de PCR-RFLP, na qual fragmentos
amplificados por PCR sdo submetidos a digestdo com uma ou mais endonucleases de
restricdo, seguida de eletroforese em gel de agarose (GANDRA et al., 2008). A RFLP é
utilizada na verificacdo de polimorfismos a partir da identificacdo da alteracdo do
padrdo de clivagem associado a mutacfes pontuais em sitios especificos de restricdo
(PASSAGLIA; ZAHA, 2003). Pesquisas baseadas nas estruturas do gene ompH e do
lipopolissacarideo sdo alguns exemplos de trabalhos que utilizaram a técnica de PCR-
RFLP em P. multocida (BOROWSKI, 2001; JABBARI; ESMAELIZADEH, 2005;
TSAI et al., 2011; SELLYEI; IVANICS; MAGYAR, 2013; GHANIZADEH et al.,
2015).

Entre 20 a 30% dos genes presentes em uma bactéria codificam OMPs que, em
parte, estdo sujeitas a pressdo seletiva e a consideravel heterogeneidade na massa
molecular e na sequéncia nucleotidica que podem ser utilizadas para avaliar a
diversidade e as relacGes epidemioldgicas das cepas (DAVIES; MACCORQUODALE;
REILLY, 2004). A proteina OmpH consiste na principal OMP presente no envelope de
P. multocida e o alinhamento genético dos 16 sorotipos existentes demonstra variacdo
no comprimento e na sequéncia nucleotidica restrita a duas regiGes que codificam
grandes algas presentes na estrutura secundaria da proteina (HATFALUDI et al., 2010).

Outra importante porina ¢ a OmpA, contudo esta proteina apresenta menor
heterogeneidade do que OmpH (DAVIES; MACCORQUODALE; CAFFREY, 2003b).
Em 2015, Voudigou e colaboradores observaram a presenca de trés diferentes perfis
entre cepas de bovinos e de suinos, na Grécia, utilizando a mesma enzima Dral e outra
regido do gene ompA amplificada. As proteinas inseridas na membrana externa de
bactérias Gram-negativas apresentam funcOes diversas e essenciais para a célula

bacteriana, como a interacdo do patégeno com o ambiente ou com os tecidos do
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hospedeiro, além de promoverem o transporte de moléculas (HATFALUDI et al.,
2010).

3.8 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia aos antimicrobianos consiste na capacidade adquirida por um
organismo de resistir aos efeitos de um farmaco ao qual é normalmente suscetivel. Os
microrganismos produtores de antibidticos desenvolvem mecanismos de resisténcia
para neutralizé-los, fato que provavelmente justifique a origem de genes codificadores
de resisténcia através da evolugcdo (MADIGAN et al., 2010).

A evolucdo é o resultado de duas essenciais forgas: a variabilidade e a selecéo.
Enquanto a primeira fornece o material ou substrato necessario a evolucdo, a segunda
consiste no processo de adaptacdo de uma inovacdo genética as necessidades do
equilibrio bacteriano no ambiente. Consequentemente, a presenca de uma estirpe
bacteriana hipermutavel ou o emprego indiscriminado de um antimicrobiano resultam
em uma maior resisténcia (BAQUERO; CANTON, 2009, TANG et al., 2009).
Entretanto, a maioria dos determinantes da resisténcia ndo é relacionada a mutacGes
simples, mas envolve varios genes e mecanismos complexos, inclusive a transferéncia
lateral de genes (BAQUERO; CANTON, 2009).

Em comparacdo com agentes patogénicos especificos de seres humanos, 0s
padrdes de resisténcia antimicrobiana de patdgenos exclusivamente isolados de animais
de producdo apresentam um nudmero restrito de dados disponiveis (WASSENAAR;
SILLEY, 2008). Além disto, a vigilancia de algumas bactérias, como P. multocida, é
menor em comparacdo com a Vvigilancia da resisténcia antimicrobiana de
enterobactérias. Contudo, o0 conhecimento e o controle da resisténcia em
microrganismos geralmente comensais é importante, pois 0 emprego de antimicrobianos
pode resultar na selecdo de cepas resistentes na flora do sistema respiratorio,
aumentando suas prevaléncias (BABETSA et al., 2012). Os mecanismos de resisténcia
bacteriana estdo baseados na reducdo da permeabilidade do antimicrobiano, na
inativacdo ou na alteragdo do alvo do farmaco, no desenvolvimento de uma via
bioquimica resistente ou no efluxo (MADIGAN et al., 2010).

Diversos estudos citam que o uso imprudente, como, por exemplo, em doses
subterapéuticas aumentam o risco de selecdo bacteriana e de disseminacgdo de genes de
resisténcia (WALSH; FANNING, 2008; TANG et al.,, 2009). As bactérias sao
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particularmente eficientes em tais mecanismos, ndo somente pela capacidade que
apresentam em se multiplicar, mas também por transferirem genes normalmente
situados em elementos transmissiveis, como plasmideos, integrons ou transposons
(GORNIAK; SPINOSA, 2007). A maioria dos genes de resisténcia antimicrobiana em
P. multocida estd associada com pequenos plasmideos ou com transposons
(KEHRENBERG et al., 2001).

No estudo desenvolvido por Wright, Strugnell e Hodgson (1997), a presenca de
quatro plasmideos com tamanhos variaveis entre 1,5 e 5,4 Kb foi identificada em cepas
de P. multocida do tipo D isoladas de suinos com rinite atréfica. O maior destes
plasmideos (pIGI) pode replicar tanto em cepas de P. multocida quanto de Escherichia
coli e carrega genes de resisténcia tanto as sulfonamidas, quanto a estreptomicina
(WRIGHT; STRUGNELL; HODGSON, 1997). Neste sentido, Kehrenberg et al.,
(2001) identificaram um plasmideo (pVM111l) de uma cepa de um caso de CA
carregando genes de resisténcia as sulfonomidas, a estreptomicina e a tetraciclina
(KEHRENBERG; THAM; SCHWARZ, 2003).

Em 2009, San Millan e colaboradores demonstraram que algumas cepas de P.
multocida carregam multiplos plasmideos, cada um deles com um ou mais genes de
resisténcia antimicrobiana. Todos os plasmideos apresentam alta mobilidade e regides
denominadas oriv que sdo responsaveis pela replicacdo e pelo controle do nimero de
copias geradas (SAN MILLAN et al., 2009). Embora as regides oriv sejam altamente
conservadas entre os plasmideos, elas ndo sdo idénticas e pressupbe-se que tais
diferencas sdo suficientes para permitir a coexisténcia de pelo menos trés plasmideos na
mesma céelula (SAN MILLAN et al., 2009).

O controle de CA ¢é primordialmente assegurado através da adocdo de boas
praticas de manejo e do tratamento com agentes antimicrobianos (MOHAMED et al.,
2012). Devido ao aumento da resisténcia de P. multocida em alguns casos clinicos, um
numero concentrado de farmacos geralmente € recomendado para o tratamento,
incluindo-se sulfonamidas, tetraciclinas e estreptomicinas (BABETSA et al., 2012).

Entre os antimicrobianos utilizados em medicina veterinria, as tetraciclinas séo
empregadas em dois tercos dos casos (KEHRENBERG et al., 2001), o que geralmente
resulta em um alto percentual de cepas de P. multocida resistentes a estas substancias
(HUANG; LIN; WU, 2009; BABETSA et al., 2012). Os genes de resisténcia a
tetracilina das trés diferentes classes de hibridizagdo (H, B e M) ja foram identificados
entre espécies de Pasteurella (KEHRENBERG et al., 2001). Enquanto o gene tet (M) €
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detectado no DNA cromossomal, os genes tet (B) e tet (H) sdo associados com
elementos transponiveis (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006).

A resisténcia genética de P. multocida aos beta-lactdmicos é frequentemente
mediada por pequenos plasmideos de 4,1 ou 4,4 Kb que apresentam o gene blaro1, 0
qual codifica uma enzima B-lactamase que media a resisténcia as penicilinas e as
cefalosporinas de primeira geracdo (LIVRELLI; PEDUZZI; JOLY, 1991 apud
KEHRENBERG et al., 2001). Os estudos moleculares sobre a resisténcia aos
aminoglicosideos em Pasteurella spp. concentram-se na analise da estreptomicina, um
dos farmacos indicados nos casos de CA. Como exemplo, 0 gene StrA,
predominantemente associado com plasmideos com menos de 10 Kb em isolados de
perus, bovinos e suinos, codifica uma aminoglicosidase fosforotransferase que inativa a
estreptomicina (KEHRENBERG et al., 2001). A resisténcia as sulfonamidas é mediada
pelo gene sulll e a resisténcia ao cloranfenicol pelo genes cat - catAl-catAlll - que
codificam a enzima acetiltransferase cloranfenicol (YAMAMOTO; SAKANO;
SHIMIZU, 1990).

Apesar das cepas de P. multocida demonstrarem sensibilidade a maioria dos
antimicrobianos testados (HUANG; LIN; WU, 2009; SELLYEI, WEHMANN;
MAGYAR, 2009; TANG et al.,, 2009; RIGOBELO et al., 2013), as taxas de
multirresisténcia tém aumentado nos UGltimos anos, especialmente associadas a
tetracilina, as quinolonas de primeria geragcdo e aos aminoglicosideos. Na literatura,
observa-se uma grande variacdo dos perfis de susceptibilidade antimicrobiana entre as
cepas de P. multocida. Como exemplo, Espinosa, Baez e Vichi (2012) relataram que
100% dos isolados provenientes de suinos com alteracoes respiratdrias foram resistentes
a amoxicilina. Por outro lado, Habrun e colaboradores (2010) identificaram mais de

90% das cepas, também de origem suina, sensiveis a0 mesmo antimicrobiano.

3.8.1 Testes de sensibilidade antimicrobiana

A existéncia de bactérias patogénicas resistentes a multiplos antimicrobianos de
uso humano ou veterinario consiste em uma preocupacdo mundial para os diferentes
organismos relacionados, como a OIE (World Organization for Animal Health), a FAO
(Food and Agriculture Organization) e a WHO (World Health Organization). Devido a
esta situacdo, os veterinarios clinicos sdo dependentes das informacdes obtidas através

dos testes de susceptibilidade in vitro para a escolha do antimicrobiano a ser empregado
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(JORGENSEN; FERRARO, 2009; OIE, 2012). O sucesso terapéutico € dependente da
realizacdo dos testes in vitro, pois a susceptibilidade das cepas de P. multocida aos
antimicrobianos tende a variar (GLISSON, 2008; HUANG; LIN; WU, 2009; JONES et
al., 2013).

O primeiro teste de sensibilidade antimicrobiana foi descrito em 1924 por
Fleming e, em anos seguintes, procedimentos baseados no principio da inibicdo do
crescimento bacteriano atraves da difusdo dos antimicrobianos em agar foram
publicados (PIDDOCK, 1990). Contudo, a falta de padronizacdo destes testes foi
reconhecida nas décadas seguintes, e Bauer et al. (1966) descreveram procedimentos
padrdes para a performance dos testes de disco-difusao.

Atualmente, a padronizagdo das metodologias é imprescindivel para a validagdo
dos resultados e para que os dados obtidos em laboratérios de diferentes nagdes possam
ser comparados (OIE, 2012). Além da metodologia utilizada, as espécies bacterianas
monitoradas, os agentes antimicrobianos testados e os critérios de interpretagdo dos
resultados podem variar entre os paises, dificultando a comparacdo dos resultados
(MIGURA et al., 2014).

Estes testes sdo divididos em métodos qualitativos e quantitativos. Os exemplos
mais empregados em cada categoria sdo os métodos de disco-difuséo e de microdilui¢do
em caldo, respectivamente. O primeiro destaca-se pela simplicidade do procedimento,
pelo baixo custo e pela maior flexibilidade para a selecdo dos discos com 0s principios
ativos a serem testados. Por outro lado, o teste de microdiluicdo em caldo apresenta
maior reprodutibilidade e, especialmente, gera um resultado quantitativo através da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (JORGENSEN; FERRARO,
2009; RUBIN, 2013).

De acordo com o Manual Laboratorial de Metodologias para Testes de
Susceptibilidade Antimicrobiana da OIE, o método de disco-difusdo pode ser utilizado
como uma ferramenta de screening para um grande numero de isolados, 0s quais podem
ser posteriormente analisados através de testes quantitativos (OIE, 2012). Diversos
trabalhos disponiveis na literatura utilizam ambas as técnicas para avaliar a
susceptibilidade antimicrobiana de cepas de P. multocida isoladas de diferentes
hospedeiros (HUANG; LIN; WU, 2009; TANG et al., 2009; SELLYEI; WEHMANN;
MAGYAR, 2009; HABRUN et al., 2010; KALHORO et al., 2010; ESPINOSA; BAEZ;
VICHI, 2012; FERREIRA et al., 2012; MOHAMED et al., 2012).
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O valor da CIM, expresso em microgramas por mililitro (ug/mL), consiste na
menor concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. A CIM
obtida através dos testes de diluicdo determina qual a concentracdo do agente
antimicrobiano necessario no sitio da infecgdo para inibir o organismo infectante (CLSI,
2013a). Os indices CIMsg e CIMgg referem-se, respectivamente, aos valores em que 50%
ou 90% do crescimento dos isolados sdo inibidos (HUANG; LIN; WU, 2009).

Os critérios de interpretacdo dos resultados elaborados pelo CLSI (The Clinical
and Laboratory Standards Institute), organismo de referéncia na area, sao estabelecidos
conforme a distribuicdo dos valores de CIM e do didmetro dos halos de inibicéo,
conforme os parametros da farmacocinética e da farmacodindmica dos antimicrobianos
testados e de acordo com os resultados de estudos clinicos (JORGENSEN; FERRARO,
2009; CLSI, 2013a).

Contudo, os valores da CIM podem apresentar diferentes interpretacdes
(WASSENAAR; SILLEY, 2008). Primeiramente, indica um limiar acima do qual uma
determinada bactéria ndo sobrevive ou se multiplica in vitro ou para qual o tratamento
clinico seja eficiente. Além disto, o padrdo de distribuicdo da CIM também permite a
identificacdo de duas ou mais populacdes de microrganismos diferenciadas pela
presenca ou auséncia de fatores de resisténcia (SIMJEE et al., 2008 apud
WASSENAAR; SILLEY, 2008). Esta visdo epidemioldgica muitas vezes resulta na
selecdo de um valor de CIM que distingue uma populacdo susceptivel - tipo selvagem -
de uma populacdo menos susceptivel. O corte epidemioldgico € geralmente inferior ao
ponto de interrupcdo clinica, uma vez que o0 primeiro ndo tem que necessariamente
prever probabilidade de sucesso do tratamento ou mesmo a falha clinica (BYWATER;
SILLEY; SIMJEE, 2006).

Assim como critérios uniformes de interpretacdo dos testes de susceptibilidade
antimicrobiana in vitro sdo necessarios, 0 uso de um conceito padrdo para bactérias
resistentes a multiplos agentes antimicrobianos € fundamental para a comparacado dos
dados de vigilancia (MAGIORAKOS et al., 2011). Em termos literais, MDR (Multidrug
Resistant) significa a resisténcia a maltiplos antimicrobianos, contudo ndo ha defini¢des
padronizadas acordadas pela comunidade médica (SCHWARZ et al., 2010;
MAGIORAKOS et al., 2011). A definicdo mais utilizada para bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas € a resisténcia a trés ou mais classes de drogas a partir dos resultados
obtidos em testes in vitro (JEONG et al., 2007; KALLEN et al., 2010; SCHWARZ et
al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia
Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA-UFRGS), com excecao
a etapa de sequenciamento das cepas que foi realizada no laboratério ACTGene
Anélises Moleculares do Centro de Biotecnologia (Cbiot), também pertencente a
UFRGS.

4.1 Cepas de Pasteurella multocida

Foram selecionadas 96 cepas de P. multocida isoladas de casos clinicos de CA e
de suinos no abate (APENDICE A). As cepas encontravam-se estocadas em sangue
total de ovino a uma temperatura de -80°C. A reativagdo e os testes preliminares de
confirmagdo das amostras puras foram realizados de acordo com Glisson, Sandhu e
Hofacre (2008). As cepas foram reativadas em caldo infusdo de cérebro e coracao
(Brain Heart Infusion Broth - BHI - Ox0id®), meio ndo seletivo de enriquecimento, e
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, foi
realizada a semeadura por esgotamento em agar sangue (Oxoid®) adicionado de 5% de
sangue ovino desfibrinado, e em &dgar MacConkey (Ox0id®). O material foi incubado 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 de Wright foi utilizada a fim de
se observar a caracteristica bipolar da célula bacteriana (OLIVEIRA, 2012). Por ultimo,
realizaram-se os testes de catalase e de oxidase, além da utilizacdo do sistema Bactray

[11 (Laborclin®) de testes bioquimicos.

4.2 Caracterizacao fenotipica

As cepas de P. multocida foram caracterizadas fenotipicamente através dos
testes bioquimicos selecionados para identificagdo da subespécie e do biovar a que
pertencem, através de testes ndo soroldgicos para identificacdo do tipo capsular ou

sorogrupo e através do comportamento em testes de sensibilidade antimicrobiana.
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4.2.1 Identificacdo da subespécie e do biovar

As cepas estocadas em sangue total ovino a -80°C foram reativadas em BHI
(Ox0id®) e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apos este periodo,
as amostras foram semeadas por esgotamento em agar sangue (Oxo0id®), adicionado de
5% de sangue ovino desfibrinado. Uma coldnia de cada amostra foi selecionada para a
realizacdo dos testes. Foram realizadas baterias formadas por 10 exemplares em
conjunto com cepas de referéncia (American Type Culture Collection - ATCC®)
selecionadas como controles positivos para cada um dos testes bioquimicos de
identificacio da subespécie e do biovar (APENDICE B).

O caldo descarboxilase de Moeller (Himedia®) e o caldo base vermelho de fenol
(Merck®) foram preparados conforme as instrucdes dos fabricantes para a realizacao,
respectivamente, dos testes de descarboxilacdo da ornitina e de fermentagdo dos
carboidratos. A ornitina (Synth®) e os carboidratos (Synth®) foram adicionados na
concentracdo de 1% aos respectivos meios. Os tubos inoculados foram incubados em
estufa bacterioldgica a 37°C durante 72 horas para os carboidraros ou durante 96 horas
para a ornitina e observados a intervalos de 24 horas. Apos a incubacdo, a interpretacdo
dos resultados foi realizada conforme a descrigdo de MacFaddin (2000).

As 96 cepas de P. multocida foram classificadas quanto a subespécie -
multocida, septica e gallicida - de acordo com a habilidade das cepas em fermentar os
carboidratos sorbitol, duciltol e trealose (MUTTERS et al., 1985). Cada cepa também
foi classificada em um dos 13 biovares de P. multocida definidos de acordo com a
fermentagdo dos carboidratos sorbitol, dulcitol, maltose, xilose, trealose, lactose e
conforme a presenca da enzima ornitina descarboxilase (FEGAN; BLACKALL;
PAHOFF, 1995; BLACKALL; PAHOFF;, BOWLES, 1997). As caracteristicas

bioquimicas individuais das subespécies e dos biovars constam no APENDICE B.

4.2.2 Testes fenotipicos para identificacdo do tipo capsular

As cepas foram analisadas para os tipos capsulares ou sorogrupos A e D através
do emprego de dois testes fenotipicos ndo sorolégicos. O teste da acriflavina,
desenvolvido por Carter e Subronto (1973), foi utilizado para a identificacdo da capsula
do tipo D. Uma amostra clinica de P. multocida toxigénica isolada de suino,

gentilmente cedida pela Dra. Sandra Borowski do Instituto de Pesquisas Veterinarias
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Desidério Finamor (IPVDF), foi utilizada como controle positivo do teste. Uma aliquota
de 2 mL de cultura bacteriana em BHI overnight foi centrifugada a 6000 rpm por 20
minutos. Apos o periodo, 0,5 mL de uma solucdo de acriflavina a 1:1000 (Sigma
Aldrich®) foi adicionada a 0,5 mL do concentrado da cultura. As cepas que
apresentaram aglutinagdo em um intervalo de até 5 minutos foram classificadas no
sorogrupo D.

A identificacdo das cepas do sorogrupo A foi realizada através do teste da
hialuronidase, elaborado por Carter e Rundell (1975). As cepas de referéncia P.
multocida ATCC 12945 e ATCC 15742 foram selecionadas como controles positivos
do teste. As amostras foram semeadas por esgotamento em agar sangue (Oxoid®),
adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado, em linhas com intervalos de 5 mm.
Apds, uma cepa de Staphylococcus aureus produtora da enzima hialuronidase foi
semeada em angulo de 90° as linhas anteriores e as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Aquelas cepas de P. multocida que apresentaram
crescimento inibido préoximo a semeadura de S. aureus foram classificadas no

sorogrupo A.

4.2.3 Testes de sensibilidade antimicrobiana

Todas as cepas foram testadas quanto a susceptibilidade a diferentes
antimicrobianos através do método de disco difusdo em agar, conforme recomendado
pela norma VET 01-A4 do The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
(CLSI, 2013a). Cepas resistentes a no minimo um antimicrobiano de trés ou mais
diferentes classes foram consideradas multirresistentes (SCHWARZ et al., 2010).

Inicialmente, as cepas estocadas foram repicadas em 5 mL de BHI e mantidas
em incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C por 16 a 18 horas. Posteriormente, 0
indculo foi plaqueado em agar sangue (Oxoid®), adicionado de 5 % de sangue ovino
desfibrinado e as placas mantidas em incubagdo novamente a 37° C por 16 a 18 horas.
Colénias isoladas em é&gar sangue foram selecionadas e repassadas para um tubo
contendo 5 mL de solucéo de cloreto de sédio a 0,9% a fim de se ajustar a concentragdo
da solucdo a escala padrdo 0,5 de Mcfarland. Ap6s 15 minutos do ajuste da
concentra¢do, 100 pL da solugdo foram semeados em placa de petri contendo &gar

Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue ovino desfibrinado (MH agar 5%
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sangue - Laborclin®). Os discos de antimicrobianos foram adicionados e as placas
incubadas a 37° C por 16 a 18 horas.

Cada cepa foi testada frente a nove agentes antimicrobianos (Oxoid®):
amoxicilina (10 pg), ceftiofur (30 pg), ciprofloxacina (5 ug), enrofloxacina (5 ug),
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), sulfafurazol (300 pg), sulfametoxazol +
trimetoprim (1,25-23,75 pg) e tetraciclina (30 pg). O diametro dos halos de inibicdo foi
medido e comparado com os padrdes internacionais propostos pelo CLSI (CLSI 2010,
CLSI, 2013b), e cada cepa classificada como sensivel, resistente ou intermediaria -
parcialmente sensivel. As cepas de referéncia E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
25923 foram selecionadas como microrganismos de controle de qualidade do teste de
disco difusdo em agar.

As cepas classificadas como intermedidrias ou parcialmente sensiveis no
primeiro método foram selecionadas para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) através do teste de microdiluigdo em caldo, conforme metodologia e
parametros descritos na norma VET 01-A4 (CLSI, 2013a). A solucédo estoque de cada
antimicrobiano foi preparada em concentragdes de 5120 pg/mL, utilizando-se o0s
solventes e diluentes recomendados na norma M100-S22 (CLSI, 2012). Os
antimicrobianos foram diluidos conforme a concentracdo final necesséria para cada
principio ativo.

Colbénias de P. multocida semeadas em agar sangue por 16 a 18 horas foram
selecionados para suspensdo em solucdo de cloreto de sodio a 0,9%. A solugdo foi
ajustada de acordo com a escala padrao 0,5 de Mcfarland e diluida em 1:10 a fim de se
obter uma concentragdo final do indculo de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL. 100 pL
microlitos de cada diluicdo do antimicrobiano em conjunto com 5 pL de indculo foram
adicionados em uma coluna de uma placa de microdiluicdo de poliestireno de 96 pocos
com fundo chato (KASVI®). Cada placa apresentou um pogo de controle do crescimento
do in6culo, um controle negativo ndo inoculado, além de uma cepa padrdo com valor de
CIM preconizado para o antimicrobiano em estudo. O caldo Mueller-Hinton com cation
ajustado (Difco®) foi utilizado para o preparo das diluigdes dos antimicrobianos e dos
indculos.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 18 a 24 horas e,
apos este periodo, foi realizada a leitura e determinagdo dos pontos de corte a partir da
visualizagdo da turbidez dos orificios. As cepas de referéncia E. coli ATCC 25922 e S.

aureus ATCC 29213 foram selecionadas como microrganismos de controle de
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qualidade do teste de microdiluicdo em caldo. Cada cepa foi classificada como sensivel,
resistente ou intermediaria — parcialmente sensivel - de acordo com os padrdes
internacionais propostos pelo CLSI (CLSI 2010, CLSI, 2013b).

Segundo o CLSI (2013a), a cepa que apresenta sensibilidade a um farmaco
classificada como “intermediaria” requer doses mais elevadas do antimicrobiano para
ser inibida. Uma vez que cepas parcialmente sensiveis ndo apresentam crescimento
inibido in vitro na concentracdo recomendada e que o resultado terapéutico € incerto
(RODLOFF et al., 2008), elas foram consideradas resistentes a fim de se classificar as

cepas multirresistentes.

4.3 Caracterizacao genotipica

As cepas utilizadas no estudo foram caracterizadas genotipicamente através da
pesquisa de genes associados a viruléncia pela técnica de multiplex-PCR, através do
emprego de dois protocolos de diferenciagdo molecular por PCR-RFLP e através de

sequenciamento.

4.3.1 Extragcdo do DNA

O DNA bacteriano foi extraido utilizando-se o kit comercial de extracdo
NucleoSpin® Tissue (Macherey Nagel®). A extracdo foi realizada conforme as
instrucGes do fabricante e consiste nas etapas de lise da cepa, de ligacdo do DNA a
membrana de silica e de sucessivas lavagens, alem da eluicdo final do DNA. O DNA

extraido foi armazenado a -20°C até o momento da anélise por PCR.

4.3.2 Pesquisa de genes associados a viruléncia

Inicialmente, todas as cepas foram classificadas no género Pasteurella e espécie
multocida através do emprego de um protocolo de PCR estabelecido por Townsend et
al. (1998), a partir da amplificacdo de um fragmento de 460 pb do gene kmt. 15 genes
associados a viruléncia (ompH, oma87, sodC, hgbA, hgbB, exBD-tonB, nanB, sodA,
nanH, ptfA, pfhA, toxA), incluindo-se 0s genes para tipificacdo molecular das capsulas
dos tipos A (hyaD-hyaC), B (bcbD) e D (dcbF) foram pesquisados entre todas as cepas

de origem aviaria e suina, conforme os protocolos de multiplex-PCR estabelecidos por
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Furian et al. (2011). Outros sete diferentes genes de viruléncia que codificam fatores de
colonizagdo (hsf-1, tadD), proteinas de membrana externa (plpB, psl, ompA) ou que
estdo relacionados com aquisicdo de ferro (fur) e com a sintese de hialuronidase
(pmHAS) pela bactéria também foram pesquisados, conforme os trabalhos de Ewers et
al. (2006) e de Tang et al. (2009), com adaptacdes (Tabela 1 e 2). As reacOes de
amplificagdo foram realizadas em termociclador (Swift MaxPro Thermal Cycler - ESCO
Technologies®) e a eletroforese dos produtos amplificados foi desenvolvida em gel de
agarose a 1% ou 1,5% corado com brometo de etideo. Os géis foram fotodocumentados

(AlphaDigDoc Pro - Alpha Innotech®) e posteriormente interpretados.

Tabela 1 - Composicao e concentracdo do mix de reacdo dos protocolos de PCR para 0s
genes hsf-1, pmHAS, fur, psl, ompA, plpB e tadD.

Protocolo

Mix da reagdo (volume final: 25 ul)

Multiplex-PCR 1
(hsf-1; pmHAS; fur)

Multiplex-PCR 2
(psl; ompA)

PCR 3
(plpB)

PCR 4
(tadD)

2,5 uL Tampdo 10x, 0,4 uL dNTPs (10 mM - LudwigBiotec®), 0,5 pL
primers (10 pmol - Invitrogen®), 2 U GoTag® Hot Start Polymerase
(Promega®), 1,25 pL MgCl, (25 mM - Promega®), 12,45 pL agua ultra
pura, 5uL DNA

2,5 uL Tampdo 10x, 0,4 uL dNTPs (10 mM - LudwigBiotec®), 0,5 pL
primers (10 pmol - Invitrogen®), 2 U GoTag® Hot Start Polymerase
(Promega®), 1,25 pL MgCl, (25 mM - Promega®), 13,45 pL agua ultra
pura, 5 pL DNA

2,5 uL Tampdo 10x, 0,4 uL dNTPs (10 mM - LudwigBiotec®), 0,5 pL
primers (10 pmol - Invitrogen®), 2 U GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega®), 1,25 puL MgCl, (25 mM - Promega®), 17,45 pL agua ultra
pura, 2 UL de DNA

2,5 uL Tampéo 10x, 0,4 uL dNTPs (10 mM - LudwigBiotec®), 0,5 uL
de primers (10 pmol - Invitrogen®), 2 U GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega®), 1,25 pL MgCl; (25 mM - Promega®), 17,45 L agua ultra
pura, 2 uL de DNA

Tabela 2 - CondicOes do termociclador adotadas para os protocolos de PCR para 0s
genes hsf-1, pmHAS, fur, psl, ompA, plpB e tadD.

NUmero Condigdes do termociclador”
Protocolo : - -
de ciclos Desnaturacio  Anelamento Extens&o
Multiplex-PCR 1 o o o
(hsf-1: pmHAS: fur) 30 94°C - 30s 56°C — 30s 72°C - 60s
Multiplex-PCR 2 30 94°C - 30s 55°C - 30s 72°C - 60s
(psl; ompA)
PCR 3 30 94°C - 30s 57°C - 30s 72°C —60s
(plpB)
PCR 4 30 94°C—30s  57°C - 30s 72°C — 60s
(tadD)

“Desnaturacéo inicial: 94°C — 3 min.; Extenséo final: 72°C — 10 min.
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As cepas padrdo de P. multocida ATCC 15742, ATCC 12945 e ATCC 12946,
respectivamente isoladas de peru, galinha e bufalo, além de uma amostra clinica de P.
multocida toxigénica isolada de suino, foram utilizadas como controles positivos dos
testes. Os controles negativos foram selecionados entre diferentes membros da familia
Pasteurellacea. S&o microrganismos que possuem homologia com P. multocida, mas
que ndo podem hibridizar com as sequéncias alvo dos genes selecionados. Os controles
negativos utilizados foram: Riemerella anatipestifer ATCC 11845, Mannheimia
haemolytica ATCC 29694 e Avibacterium gallinarum ATCC 13360. Todos os
protocolos foram repetidos trés vezes. No APENDICE C consta a relagdo dos 22 genes
de viruléncia selecionados, seus processos ou fungdes enzimaéticas relacionadas, as

sequéncias dos primers e 0 tamanho aguardado dos amplicons.

4.3.3 PCR-RFLP

Dois diferentes protocolos de PCR-RFLP foram avaliados quanto a capacidade
de tipificacdo molecular dos isolados de P. multocida de origem aviaria a partir da
amplificacdo de regides dos genes ompH e oma87. O protocolo descrito por Furian
(2011) foi utilizado para amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 1000 pb
do gene oma8y.

O mix da reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento de 1000 pb do gene
ompH foi baseado no trabalho de Sellyei, Ivanics e Magyar (2013) com adaptacdes. O
mix - volume final de 25 pL - foi contituido por 2,5 uL de Tampéo 10x, 2 uL de dNTPs
(2,5 mM - LudwigBiotec®), 2 pL de cada primer (10 pmol - Invitrogen®), 1,5 U da
enzima GoTag® Hot Start Polymerase (Promega®), 0,75 pL de MgClz (25 mM -
Promega®), 13,45 pL de &gua ultra pura e 2 pL de DNA. A sequéncia dos
oligonucleotideos utilizados e as condi¢Bes do termociclador adotadas para ambos 0s
protocolos sdo descritas nas Tabelas 3 e 4.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Swift MaxPro
Thermal Cycler - ESCO Technologies®) e a eletroforese dos produtos amplificados foi
desenvolvida em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. As enzimas de
restricdo foram selecionadas a partir da elaboracdo de um mapa de restri¢cdo virtual

utilizando o programa Restriction Mapper, versao 3.0.
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Tabela 3 - Genes selecionados para o PCR-RFLP, processo ou funcdo enzimatica
relacionada, sequéncia e referéncia dos primers, tamanho dos amplicons.
Referénciados  Amplicon

Gene Processo ou enzima Sequéncia dos primers (5°- 3’ .
4 P ( ) primers (pb)
roteina de GCGTTTCATTCAAAGCATCTC
ompH P ATGACCGCGTAACGACTTTC Antony et al. (2007) 1000
membrana externa
proteina de ATGAAAAAACTTTTAATTGCGAGC
omag’ membrana externa TGACTTGCGCAGTTGCATAAC Ewers et al. (2006) 948

Tabela 4 - Condi¢6es do termociclador adotadas para os protocolos de PCR dos genes
ompH e oma87 que foram selecionados para posterior digestdo enzimatica.

. NUmero Condigdes do termociclador”
Multiplex . — -
deciclos Desnaturagio  Anelamento Extens&o
PCR1 35  94°C—15s  56°C —60s 72°C — 60s
(ompH)
PCR 2 25  94°C-30s  55°C - 30s 72°C — 60s
(oma87)

“Desnaturacéo inicial: 94°C — 5 min.; Extenséo final: 72°C — 10 min.

Os amplicons dos genes ompH e oma87 foram digeridos com 10 U das enzimas
de restricdo Dral ou Hindlll (Invitrogen®), conforme o protocolo recomendado pela
fabricante. Apos o desenvolvimento de eletroforese em gel de agarose a 2%, as bandas
geradas foram analisadas em transluminador de luz UV (Pharmacia LKB MacroVue®) e
o comprimento dos fragmentos comparados com um marcador de peso molecular de
100 pb (KASVI®). As cepas de P. multocida foram agrupadas em perfis, de acordo com
0 padrédo de clivagem observado para os dois protocolos de PCR-RFLP. Os resultados
dos protocolos foram fotodocumentados (Alpha Innotech®) e comparados quanto &
tipabilidade (T) e ao indice de diversidade de Simpson ou poder discriminatério (D) das

técnicas, conforme férmulas descritas abaixo por Hunter e Gaston (1998):

* Tipabilidade (T):

Legenda:

T: tipabilidade

TP: amostras tipificadas

N: numero total de amostras dentro da populagdo
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* [ndice de diversidade de Simpson ou poder discriminatorio (D):

1 s
Dzl—m;nj (nj—l)

Legenda:

D: poder discriminatorio

N: numero total de amostras dentro da populagéo

S: numero de grupos ou tipos existentes

nj: numero de amostras presentes em cada grupo ou tipo

4.3.4 Sequenciamento

Um grupo de cepas representativas de cada perfil observado no protocolo de
PCR-RFLP com o maior poder discriminatério (D) foi sequenciado para a determinacao
exata dos sitios de restricdo. Cada cepa foi sequenciada em triplicata. Inicialmente, os
amplicons foram purificados utilizando-se o kit comercial de purificagdo em coluna
QUIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN®). Apds, o DNA foi quantificado através de
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo, tendo como
parametro o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®), e
através do emprego do kit comercial Quant- iT dsDNA HS Assay (Invitrogen®) com
leitura no fluorimetro QUBIT® fluorometer (Invitrogen®).

Posteriormente, 50 ng de DNA molde foram pipetados em um tubo de
microcentrifuga de 0,5 mL, adicionado de 4,5 pmol do oligonucleotideo especifico e de
agua ultrapura, atingindo-se um volume final de 6 ul. O sequenciamento das amostras
foi realizado utilizando-se o0 sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer® (Applied Biosystems®) armado com capilares de 50 cm e com o polimero
POP6 (Applied Biosystems®). Os DNA-moldes (50 ng) foram marcados utilizando-se
2,5 pmol do primer forward ou 2,5 pmol do primer reverse e 3 uL do reagente BigDye
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems®) em um volume final
de 10 pL.

As reacdes de marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems®) com uma etapa de desnaturac&o inicial a 96°C por 3
minutos, seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por

4 minutos. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com
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isopropanol a 75% e pela lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems®), desnaturados a 95°C por
5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa
Data Collection v. 1.0.1 (Applied Biosystems®) com os pardmetros Dye Set “Z”;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vl.mob”; BioLIMS Project “3100_Project1”; Run
Module 1 “StdSeq50 POP6 50cm_cfv_100”; e Analysis Module 1 “BC-
3100SR Seq FASTA.saz”.

As sequéncias oriundas dos primers forward e reverse foram analisadas quanto a
sua qualidade através dos eletroferogramas gerados e contigs construidos através do
programa Segman Pro do pacote DNAStar Lasergene®. Apds a obtencio de sequéncias
de consenso, foi realizado o alinhamento multiplo dos dados pelo método Clustal W
juntamente de sequéncias de diferentes sorotipos de P. multocida disponiveis no
GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank), sob os seguintes nimeros de acesso:
U52200.1, U52201.1, U52202.1, U52203.1, U52204.1, U52205.1, U52206.1,
U52207.1, U52208.1, U52209.1, U52210.1, U52211.1, U52212.1, U52213.1,
AJ459785, AY603962.1 e AY864815. A inferéncia filogenética foi realizada através do
algoritmo Neighbor-Joining, utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis® (MEGA), v. 6.06. Adicionalmente, um limite de similaridade através da
diferenca entre todos os possiveis pares de sequéncias mais proximas (pairwise

distance) foi estabelecido através deste mesmo programa.

4.4 ldentificacdo de genes marcadores de patogenicidade

O objetivo desta etapa foi identificar entre os 22 genes de viruléncia pesquisados
aqueles associados aos niveis de patogenicidade em cada um dos hospedeiros. Os
indices de patogenicidade calculados em uma escala de 0 a 10 a partir da inoculagdo
experimental de pintos no estudo desenvolvido por Pilatti (2014) e descritos no
APENDICE D foram utilizados para a analise.

Neste estudo prévio, as 96 cepas de P. multocida foram divididas em trés grupos
de patogenicidade. O grupo de alta patogenicidade apresenta indices variando entre 8 a
10, o de média entre 4 e 7 e 0 grupo de baixa patogenicidade entre 0 a 3 (PILATTI,
2014). Um método de inferéncia condicional através do emprego de arvores de

classificagdo para cada um dos 22 genes associados a viruléncia utilizando-se o
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programa computacional R (The R Project for Statistical Computing®) a partir da

funcéo ctree do pacote party.

4.5 Analises estatisticas

e A anélise de estatistica descritiva foi empregada nos estudos fenotipicos para a
determinacéo da frequéncia de resisténcia antimicrobiana individual, assim como para a
determinacdo da frequéncia das subespécies e dos biovares de P. multocida. Os mesmos
calculos também foram empregados para o calculo da frequéncia absoluta e relativa dos
genes de viruléncia e dos sorogrupos, dos grupos moleculares do PCR-RFLP, assim
como no agrupamento das cepas em perfis genéticos nos testes genotipicos.

e Os testes ndo paramétricos do Qui-quadrado (x2) e o Teste Exato de Fisher foram
utilizados para andlise da distribuicdo das subespécies e dos sorogrupos de P.
multocida, para determinar se existe associacdo da presenca dos genes de viruléncia
conforme o hospedeiro de isolamento e conforme o sorogrupo das cepas, para analise da
associacdo dos genes de viruléncia aos pares e para comparar a capacidade de
tipificacdo capsular dos testes fenotipicos e moleculares.

e O agrupamento das amostras pelo método UPGMA (Unweighted pair-group method
using arithmetic averages) e defini¢do de grupos foi realizado utilizando-se o programa
computacional R (funcdo hclust do pacote agnes).

e O teste ndo paramétrico de McNemar foi utilizado para comparar as frequéncias dos
genes de viruléncia dentro dos grupos de igual funcéo.

e A determinacdo do coeficiente kappa (k) foi empregada para avaliar a concordancia
dos resultados dos testes de tipificacdo capsular.

e O indice de diversidade de Simpson ou poder discriminatério (D) e a tipabilidade (T)
dos protocolos de PCR-RFLP foram calculados conforme a formula descrita por Hunter
e Gaston (1998).

e O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para a comparacdo das
médias dos indices de patogenicidade das cepas de origem aviaria conforme o grupo ou
tipo molecular do PCR-RFLP.

e Um método de inferéncia de arvores de decisdo através do programa computacional
R (funcdo ctree do pacote party) foi utilizado para determinar possiveis genes

marcadores patogénicos.
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e Os programas Statistical Package for Social Sciences® (SPSS), programa
computacional R (The R Project for Statistical Computing®) e Microsoft Excel® foram
utilizados para as analises estatisticas, adotando-se como referencial o nivel de

significancia de 5% e o nivel de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgao fenotipica

5.1.1 Identificacdo da subespécie e do biovar

Dentre os 56 isolados de origem aviaria, 87,5% (49/56) foram classificados na
subespécie multocida, ocorrendo diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a
frequéncia das subespécies septica e gallicida. Da mesma forma, 87,5% (35/40) dos
isolados de origem suina foram classificados na mesma subespécie, a qual foi
majoritaria em relacdo as demais (p<0,05). Os resultados obtidos através do emprego de
testes bioguimicos para a identificacdo da subespécie de P. multocida estdo descritos na
Tabela 5.

Tabela 5 - Frequéncias absoluta e relativa (%) das subespécies de Pasteurella multocida
identificadas através de testes bioquimicos conforme a origem das cepas

analisadas.
Subespeécie Aves S Suinos (-,I;ggt;g)
(n=56) (n=40)
P. multocida ssp. multocida 49 (87,5)2 35 (87,5)? 84 (100)
P. multocida ssp. septica 6 (10,7)° 0 (0,0)" 6 (100)
P. multocida ssp. gallicida 1(1,8)° 5 (12,5)° 6 (100)

“variavel constante.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

Os testes de fermentacdo de carboidratos para a classificacdo das subespécies de
P. multocida apresentam a simplicidade de execug¢do como principal vantagem
(BLACKALL; PAHOFF; BOWLES, 1997). Os resultados obtidos estdo de acordo com
0 observado em outros estudos em diferentes regides do mundo (MUHAIRWA et al.,
2001; PEDERSEN et al., 2003; EIGAARD et al., 2006; LEOTA et al., 2006; VARGA,
SELLYEI, MAGYAR, 2007; GARCIA et al, 2011; STEPNIEWSKA;
MARKOWSKA-DANIEL, 2013; CASTILLO et al. 2014).

Geralmente, as subespécies gallicida e septica - identificadas em 12 cepas deste
estudo - sdo isoladas, respectivamente, de aves aquaticas e de lesdes em seres humanos
causadas por cées e gatos (HIRSH et al., 1990; MUHAIRWA et al., 2001; VARGA;
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SELLYEI; MAGYAR, 2007). A menor ocorréncia destes exemplares em galinhas e em
perus também foi constatada no trabalho de Fegan, Blackall e Pahoff (1995) que
identificou somente um isolado pertencente a subespécie septica e cinco a subespécie
gallicida entre as 110 cepas analisadas na Australia. O mesmo grupo também observou
a ocorréncia inferior a 10% da subespécie gallicida entre os isolados de suinos
(BLACKALL; PAHOFF; BOWLES 1997). Da mesma forma, a dominancia da
subespécie multocida é constatada em trabalhos semelhantes e mais recentes realizados
na Tanzania, na Dinamarca e na Argentina, tanto em galinhas quanto em suinos
(PEDERSEN et al., 2003; LEOTA et al, 2006; GARCIA et al, 2011;
STEPNIEWSKA; MARKOWSKA-DANIEL, 2013).

Além da relacdo com um determinado hospedeiro, alguns trabalhos mais antigos
sugerem variacdes no potencial patogénico das cepas conforme a subespécie envolvida
no caso clinico (BIBERSTEIN et al., 1991; HOLST et al., 1992). Assim, as subespécies
multocida e septica seriam mais frequentemente isoladas de casos graves de infeccdo
com intensa bacteremia. Portanto, a classificacdo das subespécies poderia ter tanto uma
importancia clinica, quanto epidemioldgica (HUNT; ADLERA; TOWNSEND, 2000).
Contudo, ndo foi observada nenhuma associacdo entre os indices de patogenicidade
obtidos in vivo (PILATTI, 2014) e as subespécies de P. multocida identificadas nas
cepas analisadas no atual estudo (p>0,05), independentemente da origem do hospedeiro.

As subespécies também podem ser associadas a um determinado nicho ou tecido
do organismo. A subespécie multocida, assim como ocorre em aves e em suinos, é a
mais comumente observada no trato respiratério dos seres humanos nos poucos
trabalhos que realizaram a classificagcdo das cepas isoladas neste hospedeiro (CHEN;
HULTEN; CLARRIDGE, 2002; DONNIO; LERESTIF-GAUTIER; AVRIL, 2004).
Esta mesma subespécie também pode ser isolada das injdrias na pele provocadas por
cdes e gatos. Entretanto, a subespécie septica € a mais frequentemente associada aos
casos em que existe o contato humano com felinos e geralmente as cepas apresentam
uma maior afinidade pelo sistema nervoso central (BIBERSTEIN et al., 1991; CHEN;
HULTEN; CLARRIDGE, 2002). Apesar da associacdo da subespécie multocida,
majoritaria neste estudo, com os casos de CA e com o trato respiratorio das aves
(WILKIE; HARPER; ADLER, 2012), esta subespécie também ja foi isolada de aves
com salpingite (BISGAARD, 1995).

Contudo, os isolados de P. multocida podem apresentar uma atividade

bioguimica heterogénea, assim ocorrendo uma classificacdo contraditoria da espécie e
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da subespécie do organismo atraves dos testes bioquimicos (CHRISTENSEN et al.,
2005). No estudo, 8,3% (7/84) das cepas da subespécie multocida e 50% (3/6) da
subespécie gallicida fermentaram lactose. Apesar de P. multocida ndo se caracterizar
por produzir &cido a partir deste acucar, em algumas ocasides podem ser encontradas
cepas lactose positiva (LEOTA et al., 2006a).

Da mesma forma, a fermentacdo da maltose ndo € uma caracteristica
fundamental para a identificacdo da bactéria em certos casos, pois cepas maltose
positiva e negativa das subespécies septica e multocida ja foram reportadas
(PETERSEN; CHRISTENSEN; BISGAARD, 1998). No atual trabalho, 50% (3/6) dos
isolados da subespécie septica e 9,5% (8/84) da subespécie multocida fermentaram este
acucar. As variacdes em relacdo a atividade da enzima ornitina descarboxilase conforme
a subespécie envolvida também foram observadas no estudo, assim como relatado por
Fegan, Blackall e Pahoff (1995).

Além das variacOes anteriores, a discriminacdo em subespécies através da
fermentacdo do sorbitol, do dulcitol e da trealose também pode apresentar resultados
ambiguos (GERARDO et al., 2001; CHRISTENSEN et al., 2005; CHRISTENSEN et
al., 2007, STAHEL et al., 2009; VARGA et al., 2013). Como exemplo, ha cepas que
ndo fermentam o sorbitol, mas que apresentam caracteristicas bioquimicas relacionadas
a subespécie multocida (VARGA; SELLYEI; MAGYAR, 2007).

A diferenciacdo pode ser especialmente prejudicada pela fermentacdo da
trealose, carboidrato utilizado por multocida e septica, conforme as caracteristicas
bioguimicas apresentadas por cepas de referéncia (FEGAN; BLACKALL; PAHOFF,
1995). Contudo, no estudo aproximadamente 71% (64/90) dos isolados classificados em
ambas as subespécies ndo fermentaram a trealose. Da mesma forma, Varga, Sellyei e
Magyar (2007) também constataram que 81,1% (103/127) dos isolados classificados na
subespécie multocida foram negativos para a fermentacdo do mesmo agucar. Além
disto, 66,7% (10/15) das cepas da subespécie septica tambem ndo fermentaram a
trealose no mesmo trabalho.

Logo, a utilizacdo de técnicas moleculares é importante para a confirmacdo da
especie envolvida (DZIVA et al., 2008). Independentemente dos biovares identificados
no atual estudo, além dos isolados n&o tipificados através do sistema de Fegan, Blackall
e Pahoff (1995) e Blackall, Pahoff e Bowles (1997), todas as cepas no trabalho foram

confirmadas através de PCR na espécie multocida.
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Assim como sugerido para o diagnostico da espécie, o uso da analise molecular
através da leitura da sequéncia comparativa do RNA ribossomal 16S (rRNA) ou da
sequéncia multilocus de genes housekeeping tém apresentado sucesso para a
identificacdo e para o esclarecimento da relacdo filogenética das subespécies
(KUHNERT; KORCZAK, 2006; STAHEL et al., 2009; WILSON; HO, 2013). A
classificacdo fenotipica geralmente diverge do reconhecimento molecular.
Especialmente a fermentacdo do sorbitol € considerada imprecisa na diferenciacdo das
subespécies que sdo dulcitol negativo (STAHEL et al., 2009; SELLYEI et al., 2012).
Apesar do sequenciamento que foi realizado no atual trabalho de cepas de cada perfil
gerado através da técnica de PCR-RFLP, sugere-se futuramente o emprego de uma das
técnicas citadas com o intuito da investigacdo epidemiologica e da avaliacdo da
concordancia dos resultados da classificacdo das subespécies através dos testes
bioquimicos e moleculares.

Em relagéo aos biovares, o perfil 3, sequido dos biovares 13 e 9, foram 0s mais
comuns entre as cepas de origem aviaria, sendo identificados em 35,7% (20/56), 23,2%
(13/56) e em 12,5% (7/56) dos casos, respectivamente. Estes biovares também foram
predominantes entre os isolados de origem suina. Contudo, a ocorréncia de cepas dos
perfis bioquimicos 3 e 9 foi igual, ao contrario do observado nas cepas de aves (Tabela
6).

Tabela 6 - Frequéncia relativa (%) dos biovares de Pasteurella multocida identificados
conforme a origem das cepas analisadas.

Origem 1 2 3 5 7 8 9 10 13 NT*
Aves 89 71 357 36 18 18 125 36 232 18
(n=56)

Suinos

1 2 1 2 2 1
n=40) 0 0 5 0 0 10 5 0 0 0

“NT: ndo tipificavel.
Observacdo: nenhuma cepa de ambas as origens foi classificada nos biovares 4, 6, 12 e 14.

As cepas foram classificadas em 9 dos 13 biovares descritos por Fegan, Blackall
e Pahoff (1995) e por Blackall, Pahoff e Bowles (1997). O biovar 3 foi o tipo
bioquimico mais identificado, assim como observado em outros trabalhos, apesar da
menor ocorréncia relatada no atual estudo em relacdo a estas pesquisas (JAMALUDIN
et al., 2005; LEOTTA et al., 2006a; VARGA; SELLYEI; MAGYAR, 2007; GARCIA
etal., 2011; STEPNIEWSKA et al., 2013; VARGA et al., 2013).
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Contudo, o alto percentual do biovar 9 entre as cepas suinas e do biovar 13,
independentemente da origem, ndo sdo citados na literatura. A descricdo inicial do
biovar 13 presente de forma esporddica em suinos ocorreu na Australia em 1997
(BLACKALL; PAHOFF; BOWLES, 1997) e recentemente foi identificado em um
isolado proveniente de um surto de pasteurelose septicémca em suinos (TOSET et al.,
2013). Os biovares 13 e 9 ndo apresentam atividade da enzima ornitina descarboxilase e
sdo, respectivamente, considerados variantes dos biovares 3 e 2, também comuns a
subespécie multocida que foi predominante no estudo (BLACKALL; PAHOFF;
BOWLES, 1997; VARGA,; SELLYEI; MAGYAR, 2007).

Um pequeno namero de cepas ndo foi classificado em nenhum dos biovares e
estas tambeém foram consideradas variantes dos perfis comuns a cada subespécie de P.
multocida. A frequéncia relativa (%) dos biovares identificados conforme a subespécie

dos isolados é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Frequéncia relativa (%) dos biovares de Pasteurella multocida identificados
nas cepas analisadas e distribuidos conforme a subespécie.

Subespécie 1 2 3 5 7 8 9 10 13 NT*

P. multocida
spp. multocida 52 83 313 17,7 219 317
(n=84)
P. multocida
spp. septica 21 10 2,1 1,0™
(n=06)
P. multocida
spp. gallicida 5,2 1,07
(n=06)
“NT: néo tipificavel ("variante lactose negativa, maltose positiva, trealose positiva; ““variante
xilose negativa; “““variante ornitina descarboxilase negativa).
Observacao: nenhuma cepa foi classificada nos biovares 4, 6, 12 e 14.

Nenhum dos 22 genes de viruléncia apresentou uma diferenca estatistica
significativa (p>0,05) nas suas distribuicbes conforme o biovar observado no atual
trabalho. A associacdo dos biovares com a ocorréncia dos genes de viruléncia
detectados em P. multocida somente é descrita na literatura em um trabalho que foi
desenvolvido na Espanha. GARCIA et al. (2011) observaram diferenca na frequéncia
dos genes pfhA e hgbB entre os biovares 2 e 3, além destes terem sido agrupados em

dois clusters distintos através da técnica de PFGE.
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O fator limitante na utilizacdo dos esquemas de tipos bioguimicos consiste no
grande numero de isolados ndo classificados em nenhum dos biovares descritos
(DZIVA et al., 2008) e na pequena capacidade de diferenciacdo entre as cepas
(VARGA,; SELLYEI; MAGYAR, 2007). Neste trabalho, 1,8% das cepas aviarias (1/56)
e 10% das cepas de suinos (4/40) ndo foram identificadas em nenhum dos biovares
descritos.

Além disto, as condicBes da cultura bacteriana podem influenciar a expressédo
fenotipica, assim diminuindo a seguranca e a reprodutibilidade dos testes
(MATSUMOTO; STRAIN, 1993). Devido ao pequeno poder discriminatério ou a
existéncia de muitos isolados que ndo podem ser classificados, as técnicas fenotipicas
ndo provém uma adequada caracterizacdo dos isolados para estudos epidemioldgicos
(GARCIA et al., 2011). Assim, a correta identificacdo do microrganismo depende de
métodos fenotipicos e genotipicos (CHRISTENSEN et al., 2005), apesar dos testes

bioguimicos serem uma alternativa para testes iniciais em laborat6rios de menor porte.

5.1.2 Testes fenotipicos para identificacao do tipo capsular

A maioria dos isolados de P. multocida, independentemente da origem, foi
classificada no tipo capsular ou sorogrupo A. Nao foi possivel tipificar através do
emprego dos testes fenotipicos ndo soroldgicos 20,4% (11/54) dos isolados de CA e
10% (4/10) das cepas de suinos. As frequéncias absolutas e relativas observadas para a
classificacdo dos tipos capsulares A e D dos isolados de origem aviaria e suina séo
apresentadas na Tabela 8. A comparacdo da capacidade de tipificacdo das capsulas dos
sorogrupos A e D através dos testes fenotipicos ndo soroldgicos selecionados e do
multiplex-PCR é descrita no item 5.2.4. As cepas padréo de P. multocida ATCC 12945
e 15742 foram selecionadas como controles positivos e ndo foram consideradas nos
resultados deste teste.
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Tabela 8 - Frequéncias absoluta e relativa (%) dos sorogrupos de Pasteurella multocida
identificados através dos testes fenotipicos ndo soroldgicos conforme a
origem das cepas analisadas.

. Sorogrupo
Origem A D NT™
Aves
(n=54)" 41 (75,9)2 2 (3,77 11 (20,4)?
ey 29 (72,5)° 7 (17,5) 4 (10y°

“Total de amostras excluindo-se as cepas utilizadas como controles positivos.
“NT: ndo tipificavel.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

5.1.3 Testes de sensibilidade antimicrobiana

Os resultados de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de P. multocida
obtidos através da técnica de disco difusdo em agar estdo descritos nos Graficos 1 e 2.
Nenhuma droga foi efetiva em inibir o crescimento de 100% dos isolados de aves, mas
as taxas de susceptibilidade das cepas foram superiores a 80% para 0s antimicrobianos
testados, com excecdo a enrofloxacina e ao sulfafurazol. Por outro lado, somente
amoxicilina, ciprofloxacina e gentamicina inibiram o crescimento de mais de 80% das

cepas de origem suina.

Gréafico 1 - Susceptibilidade antimicrobiana das 56 cepas de Pasteurella multocida de
origem avidria frente aos nove antimicrobianos testados através do teste de
disco-difusdo em agar.

100 982 98,2 046 98,2

90 83.9 87,5

80 76,8 76,8

70

60

50

40

30

20 14,3
7.1 89 8,9

80,4

23,2
12,5

19,6

(%) AMX TIO CIP ENR ERY GEN TET SOX SXT

m sensivel intermediario M resistente

Legenda: AMX= amoxicilina, TIO= ceftiofur, CIP= ciprofloxacina, ENR= enrofloxacina,
ERY= eritromicina, GEN= gentamicina, SOX= sulfafurazol, SXT= sulfametoxazol +
trimetoprim, TET= tetraciclina.
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Gréafico 2 - Susceptibilidade antimicrobiana das 40 cepas de Pasteurella multocida de
origem suina frente aos nove antimicrobianos testados através do teste de
disco-difuséo em agar.

100 100 97,5
90 85 85
80 77,5 77,5
70 67,5
60 60
60
50
375
40 32,5 32,5
30 22,5
20 17,5 15 15
75

10 5 25 1125
0
(%) AMX TIO CIP ENR ERY GEN TET SOX SXT

m sensivel intermediario W resistente

Legenda: AMX= amoxicilina, TIO= ceftiofur, CIP= ciprofloxacina, ENR= enrofloxacina,
ERY= eritromicina, GEN= gentamicina, SOX= sulfafurazol, SXT= sulfametoxazol +
trimetoprim, TET= tetraciclina.

A antimicrobianoterapia consiste em uma ferramenta efetiva no tratamento das
infeccbes causadas por P. multocida. Todas as cepas foram sensiveis para, no minimo,
dois dos antimicrobianos testados no estudo. A alta sensibilidade dos isolados de ambas
as origens a amoxicilina, a gentamicina e ao ceftiofur, o Gltimo especialmente entre as
cepas aviarias, também foi observada em outras pesquisas em diferentes paises
(YOSHIMURA et al., 2001; HUANG; LIN; WU, 2009; TANG et al., 2009; HABRUN
et al., 2010), assim como no Brasil (BOROWSKI et al., 2002a; SOARES et al., 2009).
Ao contrario de alguns trabalhos que reportam a baixa atividade de aminoglicosideos
em infecgdes causadas por P. multocida (YOSHIMURA et al., 2001; SELLYEI;
WEHMANN; MAGYAR, 2009), a gentamicina foi efetiva no estudo. Da mesma forma,
a resisténcia geralmente observada a eritromicina (SHIVACHANDRA et al. 2004,
SELLYEI; WEHMANN; MAGYAR, 2009) ndo foi constatada entre os isolados de
aves.

Por outro lado, observou-se uma alta resisténcia ao mesmo farmaco restrita as
cepas isoladas de suinos. Os macrolideos e as lincosamidas sdo importantes farmacos
para o tratamento de infec¢fes bacterianas em suinos, incluindo-se as de origem

respiratdria, e a resisténcia de outros microrganismos a tais classes de antimicrobianos é
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considerada frequente (PYORALA et al., 2014). Contudo a resisténcia das cepas de P.
multocida isoladas de suinos aos macrolideos é raramente observada, especialmente na
Europa (KASPAR; SCHROER; WALLMANN, 2007).

Também se observou que 37,5% (15/40) das cepas suinas foram
multirresistentes, enquanto que entre aquelas de origem aviaria, 8,9% (5/56) foram
resistentes a trés ou mais antimicrobianos. As cepas multirresistentes e os indices de
patogenicidade calculados por Pilatti (2014) nao apresentaram associacdo significativa
(p>0,05).

Os maiores percentuais de resisténcia observados, independentemente do
hospedeiro, foram relacionados & sulfonamida, associada ou ndo com trimetoprim, e
também a tetracilina. Entre os farmacos comumente utilizados em medicina veterinéria,
as tetraciclinas sdo amplamente empregadas (KEHRENBERG et al., 2001; CHOPTA et
al., 2001 apud HUANG; LIN; WU, 2009), o que justifica o alto percentual de
resisténcia no estudo e na literatura (BABETSA et al., 2012; MOHAMED et al., 2012;
DAYADO et al., 2014). A baixa efetividade das sulfonamidas, que sdo indicadas para o
tratamento de CA e de doencas respiratorias em suinos (MOHAMED et al., 2012;
DAYAO et al., 2014), também foi constatada em outros trabalhos (SHIVACHANDRA
et al., 2004; TANG et al., 2009). O perfil de resisténcia antimicrobiana e a classificagcdo
de multirresisténcia individual das cepas estdo descritos no APENDICE E.

O aumento da multirresisténcia antimicrobiana nos ultimos anos em cepas
isoladas dos animais € justificado, em parte, pelo extenso emprego teraupéutico (TANG
et al., 2009). Da mesma forma, a transferéncia horizontal de genes através de elementos
genéticos moveis entre espécies e géneros bacterianos distintos favorece o
desenvolvimento da multirresisténcia (WALSH; FANNING, 2008). A presenca da
bactéria em um ambiente geralmente com diferentes microrganismos possibilita as
cepas de P. multocida adquirirem genes de resisténcia a partir da pressao seletiva em
outras bactérias (WASSENAAR; SILLEY, 2008). Além disto, a multirresisténcia néo é
hospedeiro-especifica e pode ser transferida entre diferentes espécies de animais de
producdo. Grande parte dos genes de resisténcia descritos em Pasteurella spp. - tet(B),
catAl, catAlll, sulll ou strA - sdo possivelmente originarios de enterobactérias ou s@o
resultado da recombinacéo interplasmidial de diferentes espécies (KEHRENBERG et
al., 2001; KEHRENBERG; SCHWARZ, 2005).

Os beneficios e os riscos do uso de antimicrobianos em animais de producéo séo

diversos (HAO et al., 2014). Apesar do emprego de antimicrobianos como promotores
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de crescimento apresentar resultados controversos quanto ao potencial de transmisséo
de resisténcia para os seres humanos (KELLY et al., 2004; MATHEW, CISSELL;
LIAMTHONG, 2007), a pressdo de selecdo aumentou a vantagem dos organismos-alvo
em transferir genes entre as popula¢bes bacterianas com o uso de antimicrobianos
comuns em animais e na medicina humana (MATHEW, CISSELL; LIAMTHONG,
2007, HAO et al., 2014, MICHAEL et al., 2015). Contudo, isolados de P. multocida
originarios de aves e de suinos ndo apresentam potencial zoonotico relatado (WILSON;
HO, 2013). Além disto, cepas isoladas de gatos e associadas aos casos de infeccdo dos
seres humanos ainda apresentam altos percentuais de susceptibilidade aos
antimicrobianos de amplo espectro, especialmente a penicilinas e seus derivados
(FRESHWATER, 2008; OEHLER et al. 2009).

As cepas foram classificadas como intermediarias ou parcialmente sensiveis pelo
teste de disco difusdo em agar em 38 casos frente a cinco antimicrobianos - ceftiofur,
ciprofloxacina, enrofloxacina, eritromicina, tetraciclina - e foram selecionadas para a
determinacéo da CIM através do teste de microdiluicdo em caldo. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 9. Um destaque € o alto percentual observado de cepas
intermediaria as quinolonas, como a enrofloxacina, proibida nos Estados Unidos desde
2005 em aves (CLSI, 2013b).
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Tabela 9 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos avaliados para as cepas de Pasteurella multocida indepentemente da origem que

apresentaram resultado intermediario através do teste de disco-difusdo em agar.
Antimicrobi Numero de isolados com CIM de (pg/mL): Total d Ponto de corte* % %
ntumicroolano Otal ae cepas s e A
<003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 >1024 P CIM (ug/mL)  sensibilidade resisténcia

Ceftiofur 2 2 2 6 8 66,7 33,3
Ciprofloxacina 2 1 4 3 10 4 100 0,0
Enrofloxacina 4 2 6 5 17 2 70,6 29,4
Eritromicina 3 1 4 8 75 25
Tetraciclina 1 1 2 0,0 100

“ Os valores sdo baseados nos padrdes descritos pelo CLSI (CLSI 2010, CLSI, 2013b).
Escala em cinza representa as concentragdes antimicrobianas consideradas para a classificacdo das cepas sensiveis ao respectivo farmaco.
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A partir do valor da CIM observado e dos pontos de corte preconizados para
cada farmaco, 100% das cepas anteriormente classificadas como intermediarias contra a
ciprofloxacina (10/10) foram consideradas sensiveis através do teste de microdiluicao.
Por outro lado, 75% (3/4) das cepas foram sensiveis frente a eritromicina, 70,6%
(12/17) a enrofloxacina e 66,7% (4/6) ao ceftiofur. A Unica cepa testada frente a
tetraciclina foi resistente (1/1) através deste método.

A infeccdo causada por uma cepa intermediaria pode ser adequadamente tratada
em locais do corpo em que as drogas sdo fisiologicamente concentradas ou com o
emprego de uma dose elevada do medicamento. Contudo, cepas intermediarias também
indicam uma zona tampdo que deve impedir que pequenos fatores técnicos e fora de
controle causem grandes discrepancias na interpretacdo dos testes (CLSI, 2013a). A
determinacdo da CIM possibilitou gerar um resultado quantitativo para as cepas do
estudo, as quais em diagnostico terapéutico também devem ser reportadas aos
veterinarios clinicos (JORGENSEN; FERRARO, 2009; CLSI, 2013a; RUBIN, 2013).

O desenvolvimento e o uso de novos antimicrobianos sdo geralmente
acompanhados, em um periodo de tempo variavel, pela deteccdo de cepas que exibem
resisténcia a estes mesmos agentes. Além disto, é impossivel prevenir a disseminagédo
de elementos genéticos moveis dentro da populacdo bacteriana (MICHAEL et al.,
2015). Logo, os profissionais envolvidos no setor devem preservar a eficicia dos
antimicrobianos disponiveis pelo maior tempo possivel através de um uso criterioso
baseados em resultados de susceptibilidade in vitro e associado com medidas de
biosseguridade nas granjas (LANDONI; ARBARELLOS, 2014).

5.2 Caracterizacao genotipica

5.2.1 Distribuicdo dos genes associados a viruléncia

A patogenicidade das cepas de P. multocida ainda esta pouco elucidada, apesar
de a CA representar uma das patologias avidrias mais antigas e ser uma doenca base
para o diagnostico diferencial de enfermidades com notificagdo obrigatoria que cursam
com morte subita, como a influenza aviaria (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006;
DZIVA et al., 2008). Uma provavel razdo para a falta de um maior conhecimento
consiste no menor uso de ferramentas de manipulagcdo e de andlise genética, quando

comparado a outras espécies bacterianas nos ultimos 25 anos (HARPER; BOYCE;
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ADLER, 2012). A primeira cepa 100% sequenciada de P. multocida ocorreu somente
em 2001 (MAY et al., 2001), e por um periodo de uma década nenhum novo genoma
foi determinado (BOYCE et al., 2012).

Entretanto, as pesquisas recentes de analise genética de P. multocida devem
auxiliar na elucidacdo dos mecanismos patogénicos e da associacdo da bactéria com
diferentes hospedeiros (BOYCE et al., 2012). Exemplos sdo os trabalhos que realizaram
a analise da transcricdo conjunta de até 2000 genes simultaneamente ou de estudos de
analise protebmica que tém auxiliado a esclarecer qual a resposta do crescimento
bacteriano na presenca de antibidticos ou de baixas concentragdes de ferro (PAUSTIAN
et al. 2002; BOYCE et al., 2006; MELNIKOW et al., 2008).

O recente sequenciamento do genoma de nove cepas de P. multocida permitiu a
identificacdo de genes possivelmente associados a viruléncia, representando um
primeiro passo para esclarecer 0s mecanismos moleculares que envolvem a patogenia
desta bactéria (BOYCE et al., 2012). A partir da analise do genoma da cepa Pm70, mais
de 100 genes provavelmente envolvidos na viruléncia do microrganismo foram
identificados (MAY et al., 2001). Assim, alguns trabalhos que tém como objetivo a
determinacdo da frequéncia e de padrdes genéticos de viruléncia foram desenvolvidos
(EWERS et al., 2006; ATASHPAZ; SHAYEGH; HEJAZI, 2009; BETHE et al., 2009;
SHAYEGH et al., 2009; TANG et al., 2009, RAJKHOWA, 2015), pois a analise de
gendtipos de viruléncia baseada na deteccdo de diferentes perfis consiste em uma
ferramenta importante para a caracterizacdo molecular de patdgenos bacterianos
(BLUME et al., 2009, RAJKHOWA, 2015).

As frequéncias absolutas e relativas dos 22 genes de viruléncia pesquisados
estdo descritas na Tabela 10. A maioria dos genes apresentou uma alta frequéncia e uma
distribuicdo regular, independentemente da origem das cepas. A alta frequéncia dos
genes analisados no atual estudo também foi observada em outros trabalhos com cepas
provenientes de ambos hospedeiros (EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009; TANG
et al., 2009).
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Tabela 10 - Distribuicdo dos 22 genes de viruléncia nas cepas de Pasteurella multocida
detectados por PCR conforme o hospedeiro de origem.

Frequéncias absoluta e Frequéncias absoluta e
Processo ou Gene relativa (%) - relativa (%) -
enzima cepas de aves cepas de suinos
(n=56) (n=40)
ompH 54 (96,4) 39 (97,5)
omas? 56 (100) 40 (100)
Proteinas de ompA 34 (60,7) 38 (95)
membrana externa plpB 55 (98,2) 39 (97,5)
psl 54 (96,4) 39 (97,5)
exbD-tonB 55 (98,2) 39 (97,5)
Metabolismo do fur 54 (96,4) 39 (97,5)
ferro hgbA 55 (98,2) 37 (92,5)
hgbB 52 (92,9) 23 (57,5)
. nanH 53 (94,6 34 (85
Sialidases nanB 55 Egs,zg 40 ((103)
Superdéxido sodA 54 (96,4) 40 (100)
dismutases s0dC 54 (96,4) 40 (100)
Simetase 90 2610 prnrias 49 (87,5) 37 (92,5)
Toxina
dermonecrdtica 10XA 0(0) 1(2.5)
ptfA 54 (96,4) 39 (97,5)
: pfhA 35 (62,5) 21 (52,5)
Adesinas tadD 21 (37,5) 34 (85)
hsf-1 28 (50) 8 (20)
hyaD-hyaC 51 (91,1) 37 (92,5)
Tipo capsular dcbF 3(54) 3(7,5)
bcbD 0(0) 0 (0)

A distribuicdo semelhante de alguns genes neste trabalho, independentemente da
origem ou do sorogrupo de P. multocida, pode sugerir a selecdo de fatores que
apresentem protecdo cruzada como candidatos ao desenvolvimento de vacinas. Como
exemplo, as porinas sdo geralmente proteinas conservadas entre as espécies e sao
altamente imunogénicas (TABATABAI; ZEHR, 2004; LEE; KIM; KWON, 2007).
Entretanto, tais trabalhos com isolados de P. multocida geralmente apresentam
resultados variaveis na protecdo dos animais (WU et al., 2007; AHMAD et al., 2014).

A analise dos grupos de genes conforme a fung@o ou processo associado indica
que os genes codificantes de proteinas de membrana externa (ompH, oma87, psl, plpB)
foram detectados em uma frequéncia superior a 90%, tanto entre as cepas de origem
aviaria quanto entre aquelas de origem suina. Contudo, o gene ompA foi detectado em
61% das cepas aviarias, sendo sua ocorréncia significativamente menor (p<0,05) do que

a observada para 0s outros genes do mesmo grupo.
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A habilidade dos microrganismos patogénicos em obter o ferro consiste em uma
caracteristica primordial durante o processo infeccioso (RATLEDGE; DOVER, 2000).
A aquisicdo de ferro representa um importante papel na sobrevivéncia e na patogénia de
P. multocida no hospedeiro (MAY et al., 2001). Os genes exbD-tonB, hgbA e fur nédo
apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05), e a frequéncia encontrada
também esta de acordo com outros estudos (EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009;
TANG et al., 2009). Estes genes estdo envolvidos, respectivamente, com a energia
necessaria para suprir o metabolismo, assim como com a captacdo de ferro a partir da
hemoglobina e com a regulacdo da transcricdo de genes envolvidos no processo
(PAUSTIAN et al., 2002; COX et al., 2003; KREWULAK; VOGEL, 2008). Contudo,
hgbB apresentou uma frequéncia significativamente menor (57,5%) do que os demais
genes envolvidos com o metabolismo do ferro nos isolados de origem suina (p<0,001).
Esta situacdo ja havia sido observada com a padronizacdo do protocolo de multiplex-
PCR em 2011 no CDPA (FURIAN, 2011). Bethe et al. (2009) detectaram 0 gene em
menor frequéncia em suinos doentes do que em sadios, assim como Shayegh, Atashpaz
e Hejazi (2008) que trabalharam com cepas de ovinos. Em ambas as situagdes, acredita-
se ndo haver relacdo entre a presenca de hghB e as doengas causadas por P. multocida
nestas espécies. Da mesma forma, a frequéncia do gene hgbB, que codifica uma
proteina que se liga a hemoglobina, foi superior aquela observada por Ewers et al.
(2006) para as cepas aviarias. A existéncia de duas proteinas - HgbA e HgbB - que
conferem a mesma habilidade em adquirir o ferro do hospedeiro, assim como observado
em outras espécies da familia Pasteurellaceae, podem resultar no aumento da captacéo
deste elemento e na protecdo do patdgeno contra efeitos negativos da mutacdo em um
dos genes codificantes (EWERS et al., 2006).

A maior variacdo na frequéncia génica foi observada entre as adesinas. O gene
ptfA que codifica uma subunidade da fimbria do tipo 1V foi significativamente mais
frequente nos dois hospedeiros (p<0,05) em relacdo aos genes pfhA e hsf-1,
codificantes, respectivamente, de uma hemaglutinina filamentosa e de uma adesina de
autotransporte (HATFALUDI et al., 2010). Também a frequéncia do gene pfhA
apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao gene tadD nos dois
hospedeiros. Enquanto pfhA foi mais frequente do que tadD em cepas aviarias, 0
inverso foi observado na andlise dos isolados de suinos. Por outro lado, uma diferenca
significativa (p<0,05) na ocorréncia de tadD em relacdo ao gene hsf-1 somente foi

constada nas cepas isoladas de suinos. Geralmente as bactérias patogénicas apresentam
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multiplas adesinas, e a presenca destas na superficie bacteriana possui correlagdo com a
viruléncia (HARPER; BOYCE; ADLER, 2006; KLINE et al., 2009).

A variacdo na ocorréncia dos genes relacionados, independentemente da origem
das cepas, deve-se provavelmente a gama de proteinas com funcdes similares que a
bactéria apresenta (HATFALUDI et al., 2010). Com exce¢do ao gene ptfA que codifica
uma subunidade da fimbria do tipo IV, a qual é encontrada em varios géneros
bacterianos e apresenta alto grau de similiaridade a outras fimbrias (DOUGHTY;
RUFFOLO; ADLER, 2000; HATFALUDI et al., 2010), os demais genes analisados
apresentaram uma frequéncia inferior a 65%. A fimbria do tipo 4 € uma potencial
candidata ao desenvolvimento de vacinas (SHIVACHANDRA et al., 2012), pois a
proteina PtfA esta ancorada em P. multocida independentemente do sorogrupo e é
expressa in vitro em condi¢bes de microaerofilia em um ambiente comparavel com o
trato respiratdrio superior do hospedeiro (EWERS et al., 2006).

A céapsula é o principal fator de viruléncia identificado em P. multocida
(HARPER; BOYCE; ADLER, 2006). Os genes hyaD-hyaC, dcbF e bcbD estdo
relacionados com a biossintese capsular dos sorogrupos A, D e B, respectivamente
(TOWNSEND et al., 2001). Entre as cepas de origem aviaria e suina, mais de 90%
delas foram classificadas no sorogrupo A. Em ambos os hospedeiros, houve diferenca
significativa na presenca de hyaD-hyaC em relagdo ao gene dcbF (p<0,05).

O tipo A, identificado em 91% das cepas aviarias, é predominante em casos de
CA (CHUNG et al., 2001) e resultados semelhantes foram observados em outras
pesquisas (LEOTTA et al.,, 2006a; SHIVACHANDRA et al., 2006; JABBARI;
ESMAELZADEH; MOAZENI JULA, 2006; MOHAMED et al., 2012; ESPINOSA,;
BAEZ; VICHI, 2012; VARGA et al., 2013).

Nenhuma cepa foi classificada no tipo capsular B, o qual também esta presente
em aves, assim como o F. A ocorréncia destes sorogrupos é considerada rara
(GLISSON, 2008). No estudo de Davies, Maccorquodale e Caffrey (2003b) somente
8% das cepas isoladas em aves foram pertencentes ao tipo B, 5% ao sorogrupo D e 4%
ao tipo F. Da mesma forma, o tipo capsular A também foi predominante entre os
isolados de suinos, o qual demonstra prevaléncia varidvel em casos de doencas
respiratorias conforme a regido geogréafica estudada (DAVIES; MACCORQUODALE;
CAFFREY, 2003b; BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009; GARCIA et al., 2011). A

maior parte dos estudos detectou a presenca de cepas do sorogrupo A, apesar de tanto o
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sorogrupo A quanto D estarem associados com 0s casos de pneumonia em suinos
(DAVIES et al., 2003a).

Por dltimo, os genes codificantes de siliadases (nanH, nanB), de dismutases
(sodA, sodC) e da sintetase do acido hialurénico (pmHAS) também apresentaram uma
frequéncia proxima ou superior a 90%. Contudo, as diferencas observadas dentro dos
grupos ndo foram significativas (p>0,05) em ambos os hospedeiros. O gene toxA,
codificante da toxina dermonecrotica, somente foi detectado em uma cepa isolada de

suinos.

5.2.2 Perfis dos genes associados a viruléncia e dendograma

Conforme a presenca ou auséncia dos genes analisados, as cepas foram
agrupadas em 33 diferentes perfis, sendo que seis foram comuns as cepas isoladas de
aves e de suinos (APENDICE F). O perfil 1 (toxA"; pfhA"; dcbF; bcbD'; hsf-17), presente
em ambos os hospedeiros, foi identificado em 16,7% (16/96) das cepas e foi 0 mais
frequente. O perfil de cada cepa de origem avidria e suina analisada conforme as
frequéncias dos genes pesquisados constam no APENDICE G e no APENDICE H,
respectivamente. A classificacdo em perfis permite uma analise qualitativa dos
resultados, considerando apenas a presenca ou a auséncia dos genes e estabelecendo
uma relacdo linear entre as cepas.

A anélise de dendrograma, considerando-se a presenca ou a auséncia dos 22
genes de viruléncia entre os 96 isolados de P. multocida, consta no APENDICE 1. O
procedimento hierarquico da ligagdo média ou método UPGMA (Unweighted pair-
group method using arithmetic averages) e os valores calculados da distancia de Gower
foram realizados para o agrupamento das cepas e para a criacdo do dendograma
(GOWER, 1971; JOHNSON; WICHERN, 2007). A adequabilidade de cada
dendrograma foi avaliada, obtendo-se um valor cofenético de 0,890, e 0 nimero 6timo
de subgrupos foi definido pelo método Dynamic Tree Cut (LANGFELDER; ZHANG;
HORVATH, 2008). Este método indicou que todos os isolados, a exce¢do das cepas de
numero 28 e 57, isoladas, respectivamente, de aves e de suinos, estariam em um mesmo
grupo (APENDICE 1). A observacio de padrdes de distribuicdo independentemente da
origem e com pequenas variagOes, inclusive com praticamente todas as cepas sendo

agrupadas em um mesmo cluster pela analise do dendograma, estd provavelmente
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associada com a aquisi¢do dos genes de viruléncia através da evolugédo e da transmisséo
horizontal dentro da populagéo de P. multocida (TANG et al., 2009).

Assim, baseando-se nesta hipdtese e no precedente historico de outras zoonoses,
existe um potencial para qualquer agente patogénico que infecte animais a evoluir para
um microrganismo facilmente transmitido as pessoas ou a converter-se em um patégeno
especifico aos humanos a partir da relacdo proxima dos hospedeiros (WOLFE;
DUNAVAN; DIAMOND, 2007). Atualmente, esta relacdo € mais intima se
considerarmos o nimero de animais de companhia e de atividades que interferem nos
habitats de vida selvagem (PATZ et al., 2004; WILSON; HO, 2013). Considerando-se a
prevaléncia de P. multocida como parte da microbiota de animais domésticos e
selvagens, acredita-se que exista um potencial da bactéria para a conversdo em um
patdgeno especifico aos humanos a partir da aquisicdo de fatores de viruléncia
adicionais, além de um envolvimento crescente em casos de zoonose (WILSON; HO,
2013). Logo, a futura caracterizacdo molecular e fenotipica de cepas de P. multocida
isoladas de lesbes de humanos e, especialmente, de cepas de origem felina também
consiste em uma etapa importante.

Os perfis de viruléncia e a classificagdo como multirresistentes das cepas nos
testes de susceptibilidade antimicrobiana ndo apresentaram associagdo significativa
(p>0,05) dos resultados. Da mesma forma, os indices de patogenicidade das cepas
obtidos em experimentacdo in vivo ndo apresentaram relacdo com as cepas
multirresistentes. A resisténcia antimicrobiana e a viruléncia evoluiram em escalas de
tempo diferentes, apesar de compartilharem caracteristicas semelhantes, por exemplo,
em ambos 0s casos a maioria dos determinantes sdo transmitidos entre as espécies
através de transferéncial horizontal (BECEIRO et al., 2013). As bactérias patogénicas
tém modificado sua viruléncia para se adaptar aos sistemas de defesa do hospedeiro ha
milhGes de anos. Por outro lado, a evolucdo e a disseminacdo de resisténcia
antimicrobiana sdo eventos relativamente recentes, mais concentrados nos ultimos 50
anos, a partir do emprego do primeiro antimicrobiano (BECEIRO et al., 2013).

Resultado semelhante foi constatado por Da Rocha (2012) em trabalho
desenvolvido no CDPA com cepas de E. coli de origem aviaria. As cepas estudadas ndo
apresentaram associacdo significativa das mesmas variaveis que se comportaram de
maneira independente. Contudo, a resisténcia antimicrobiana €é frequentemente
associada a fatores de viruléncia. Um exemplo sdo as infecgdes de hospedeiros

imunodeprimidos por cepas multirresistentes de espécies oportunistas, como
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Pseudomonas aeruginosa, que colonizam novos nichos em que outros microrganismos

ndo poderiam sobreviver devido a pressdo antimicrobiana (BECEIRO et al., 2013).

5.2.3 Associacao entre genes de viruléncia e sorogrupos

A Tabela 11 apresenta a associacdo entre cada um dos genes de viruléncia
estudados com os sorogrupos A e D de P. multocida. Apesar de a maioria dos genes de
viruléncia ter apresentado uma distribuicdo semelhante entre os sorogrupos, alguns
foram significativamente associados com um tipo capsular especifico. Os genes toxA e
hsf-1 estdo associados positivamente ao sorogrupo D e os genes pmHAS e pfhA ao
sorogrupo A. Por outro lado, ocorreu uma associacdo negativa dos genes pmHAS, pfhA

e tadD com o sorogrupo D e do gene hsf-1 com o sorogrupo A.

Tabela 11 - Frequéncias absoluta e relativa (%) dos genes de viruléncia detectados
através de PCR conforme os sorogrupos A e D das cepas de Pasteurella
multocida analisadas.

Gene Sor?r?:réjor;o A Soro(%itég)o D

ompH 87 (96,7) 6 (100)
ompA 67 (74,4) 6 (100)
plpB 88 (97,8) 6 (100)
psl 88 (97,8) 5 (83,3)
exbD-tonB 88 (97,8) 6 (100)
fur 87 (96,7) 6 (100)
hgbA 86 (95,6) 6 (100)
hgbB 69 (76,7) 6 (100)
nanH 80 (88,9) 6 (100)
nanB 89 (98,9) 6 (100)
sodA 87 (96,7) 6 (100)
sodC 88 (97,8) 6 (100)
pmMHAS 88 (97,8)° 0 (0)°

toxA 0 (0) 1(16,7)2
ptfA 87 (96,7) 6 (100)
pfhA 58 (64,4)° 0 (0)
tadD 55 (61,1) 0 (0)
hsf-1 30 (33,3)° 6 (100)°

2jndica associac¢do significativa (p<0,05).

bindica associacdo significativa (p<0,001).

¢ indica associacao significativa (p<0,01).

oma87: gene constante em que calculo de significancia nao foi realizado.
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As supostas propriedades de pfhA durante o processo infeccioso séo baseadas
nas informacGes fenotipicas da proteina FhaB, estrutura homdloga encontrada em
Bordetella pertussis (MAY et al., 2001). Esta proteina é transportada a superficie do
microrganismo e provavelmente aumenta a dispersdo e a colonizagdo bacteriana
(LOCHT; ANTOINE; JACOB-DUBUISSON, 2001). Além disto, FhaB é um dos
fatores principais na formacao e na manutencdo da integridade estrutural de biofilmes
presentes na regido nasal e na traqueia de camundongos (SERRA et al., 2011).

Ao contrario das hemaglutininas, toxA apresentou associacdo positiva ao
sorogrupo D neste estudo. O gene toxA, codificante da toxina dermonecrética (PMT-
Pasteurella multocida toxin), ndo foi detectado em nenhuma cepa de origem aviaria e
somente em 2,5% das cepas de suinos. Taxas de ocorréncia inferiores a 10% também
foram detectadas em suinos com pneumonia em outros estudos (JAMALUDIN et al.,
2005; BETHE et al., 2009; TANG et al., 2009; VOUGIDOU et al., 2015). Geralmente a
PMT estd relacionada as lesGes ocorridas nos casos de rinite atrofica em suinos,
ocasionando a atrofia dos turbinados nasais devido a proliferacdo descontrolada de
osteoclastos e a inibicdo da diferenciacio dos osteoblastos (DAVIES;
MACCORQUODALE; CAFFREY, 2003b; BOYCE et al., 2010). Apesar das cepas
provenientes de suinos que foram analisadas neste estudo ndo serem originarias de
casos de rinite atrdfica, o gene toxA esta presente tanto no genoma de cepas toxigénicas
quanto de isolados ndo toxigénicos de P. multocida (WILSON; HO, 2013) e € derivado
de bacteriéfagos lisogénicos (PULLINGER; BEVIR; LAX, 2004).

Mesmo que a presenca de toxA esteja associada a cepas do sorogrupo D (DZIVA
et al., 2004), outros trabalhos o detectaram em cepas do sorogrupo A néo relacionadas a
casos de rinite atréfica e em diferentes hospedeiros (ZAGLIC et al., 2005; SHAYEGH;
ATASHPAZ; HEJAZI, 2008; VOUGIDOU et al., 2015). Cepas toxigénicas de P.
multocida também foram identificadas em humanos (DONNIO et al., 1991), mas o
papel da PMT no trato respiratorio ndo foi esclarecido (WILSON; HO, 2013). As
moléculas receptoras a esta exotoxina nas células eucaridticas ndo foram totalmente
identificadas, o que futuramente representara importante avanco para a classificagcdo de
células sensiveis e resistentes a PMT em diferentes tecidos ou hospedeiros
(HORIGUCHI, 2012) e que justifique a sintomatologia somente em espécies definidas.

A associagéo positiva do gene hsf-1 e negativa do gene pmHAS com o0 sorogrupo

D observada no estudo também foi destacada por Tang et al. (2009) na analise de cepas
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de P. multocida isoladas de suinos. Por outro lado, pmHAS foi significativamente mais
concentrado no sorogrupo A. A enzima Acido Hialurénico Sintetase (PmHAS -
hyaluronan synthase) ¢ uma glicosiltransferase de dupla acdo que realiza a adicdo de
unidades alternadas dos acidos D-glicurénico e N-acetil-D-glicosamina para a formagéo
do &cido hialurénico que compde majoritariamente a capsula do tipo A (DeANGELIS et
al., 1998; BOYCE; CHUNG; ADLER, 2000b).

Além da alta frequéncia observada para a maioria dos genes estudados, houve
uma associacdo significativa na presenca conjunta dos genes de viruléncia em 45

situacOes, conforme demonstram os resultados na Tabela 12.



Tabela 12 - Ocorréncia (%) dos genes de viruléncia aos pares para as 96 cepas de Pasteurella multocida analisadas.
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exbD-

ompH toxA ptfA nanH tonB sodA pfhA hgbA sodC nanB hgbB oma87 hsf-1 fur pmHAS psl ompA plpB tadD
ompH | 100
toxA 1 100
ptfA 97 1 100
nanH 93* 100 90 100
exbD- . «
tonB 100© 100 98 100" 100
sodA 98 100 98 99 98 100
pfhA 58 0 57 60 59 59 100
hgbA 96 100 96 99" 96 96 100" 100
sodC 99 1 98 99 99" 98 100 98 100
nanB | 100" 100 99 100 100" 99 100 99 100" 100
hgbB 78 100 78 80 78 78 77 82 78 78 100
oma87 | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
hsf-1 36 100 38 33" 36 37 38 35" 36 37 42 38 100
fur 99" 100 97 99 99" 97 96 97 98 98" 96 97 92° 100
pmHAS | 90 0 90 89 89 89 98" 90 89 90 87 90 78° 90 100
psl 99" 100 97 99 99" 97 98 97 98 98" 96 97 92" 99" 98
ompA 777 100 76 76" 44 75 63" 74 77 76 68" 75 39" 71T 73 100
plpB 100° 100 98 100" 100™ 98 98 98 99 99" 97 98 94 100" 98 100 100
tadD 60 0 58 577 59 56 48" 55 59 58 457 57 28" 59" 62" 74 59 100

*indica associacdo significativa (p<0,05).

“indica associacéo significativa (p<0,001).

Associacao de hyaD-hyaC e dcbF com demais genes é apresentada na Tabela 11.
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Todos os genes, com excegdo de tadD, apresentaram associacdo significativa
(p<0,05) com ambos hospedeiros - aves e suinos. Neste caso ndo podem ser utilizados
como marcadores especificos a uma determinada espécie, apesar de alguns genes de
viruléncia serem associados a determinadas espécies animais, como o gene tbpA que foi
exclusivamente detectado em ruminantes por Ewers e colaboradores em 2006. Em
recente levantamento realizado no laboratério também n&o foi detectada a presencga do
gene tbpA nas cepas aviarias, suinas ou de origem desconhecida pertencentes a

bacterioteca do CDPA (dados nao publicados).

5.2.4 Comparacao dos resultados de tipificacdo dos sorogrupos A e D através dos testes

fenotipicos e do multiplex-PCR

A classificacdo dos sorogrupos de P. multocida através dos testes comparados
apresentou diferenca significativa (p<0,05) na capacidade de tipificacdo, conforme

demonstram os resultados apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13 - Tipificacdo capsular de 54 cepas de Pasteurella multocida de origem aviaria
através dos testes fenotipicos ndo sorolégicos e do multiplex-PCR.

- Sorogrupo
Analise - Total (%)
A (%) D (%) NT* (%)
Multiplex PCR 49 (90,7)° 3 (5,6)° 2 (3,7)° 54 (100)™
Testes fenotipicos ) 75 gy 2 (3,7)° 11 (20,4)° 54 (100)™

ndo sorologicos
“NT: néo tipificavel.
“ As cepas ATCC 12945 e 15742 foram selecionadas como controles positivos dos testes.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 14 - Tipificacdo capsular das 40 cepas de Pasteurella multocida de origem suina
através dos testes fenotipicos ndo sorologicos e do multiplex-PCR.

- Sorogrupo
Analise " Total (%)
A (%) D (%) NT* (%)
Multiplex PCR 37 (92,5)? 3(7,5)° 0 (0)" 40 (100)
Testes fenotipicos g 7, 5y, 7 (17,5)° 4(10) 40 (100)

nédo sorologicos
“NT: ndo tipificavel.
“ variavel constante.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).
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Entre as cepas isoladas de casos de CA, 90,7% (49/54) foram classificadas no
sorogrupo A através do multiplex-PCR e apenas 3,7% delas (2/54) ndo foram
classificados em um dos dois sorogrupos (Tabela 13). Em contraste, somente 75,9%
(41/54) das cepas aviarias foram identificadas no tipo capsular A através do teste da
hialuronidase e 20,4% (11/54) n&o foram tipificadas. A ocorréncia do sorogrupo D foi
baixa em ambos os testes e ndo houve diferenca significativa nos resultados obtidos
(p>0,05). Apenas 5,6% (3/54) das cepas isoladas de aves foram classificadas no tipo
capsular D através do multiplex-PCR e 3,7% (2/54) com o uso do teste da acriflavina
(Tabela 13). Resultados semelhantes também foram observados entre os isolados de
origem suina (Tabela 14).

A comparacdo dos testes fenotipicos ndo sorolégicos com o multiplex-PCR
revelou uma importante variacdo na capacidade de tipificacdo, também observada em
outras pesquisas (SHIVACHANDRA et al., 2006; ARUMUGAN et al., 2011).
Atualmente, o método molecular é considerado por alguns autores a técnica padrdo ouro
para a tipificacdo capsular, substituindo os métodos convencionais, especialmente o
teste da hemaglutinacdo indireta (DZIVA et al., 2008). A falha na aglutinacdo dos
sorogrupos A, D e F com os antissoros homdlogos consiste em uma das principais
causas para a reducdo da sensibilidade dos testes fenotipicos (JABBARI,
ESMAELZADEH; MOAZENI JULA, 2006).

Além disto, o teste de hemaglutinacdo indireta desenvolvido por Carter em 1955
pode tornar-se ineficaz devido a perda da capsula de P. multocida apds sucessivos
cultivos in vitro (DZIVA et al., 2008). Algumas cepas nédo sao capsuladas, logo ndo séo
tipificaveis. No estudo desenvolvido por Shivachandra et al. (2006) comparando ambos
0s métodos, 16% dos 123 isolados de diferentes espécies aviarias analisados ndo foram
identificados atraves dos testes convencionais. Por outro lado, 100% das cepas foram
tipificadas através do multiplex PCR. Similarmente, Arumugan et al. (2011)
observaram que 48% das cepas provenientes de diversas espécies animais ndo foram
tipificadas através dos testes da hialuronidase e da acriflavina ou com o emprego de
antissoros especificos para os sorogrupos A, D e B.

Neste estudo, 3,7% (2/56) das cepas de CA nao foram identificadas através do
multiplex-PCR adaptado a partir do protocolo proposto por Townsend e colaboradores
em 2001. Os autores relatam que de 2 a 5% das cepas geralmente ndo sao tipificaveis.
Em outros trabalhos, entre 2 a 9% das cepas ndo foram classificadas em nenhum dos
sorogrupos (DZIVA et al., 2004; JAMALUDIN et al., 2005; LEOTTA et al., 2006a).
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De maneira semelhante, também ndo foi tipificada uma cepa de CA entre as 25
utilizadas para a adaptagdo do protocolo no laboratério em 2011 (FURIAN et al., 2011).
Apesar da ocorréncia rara, 0s poucos isolados nao identificados poderiam pertencer ao
sorogrupo F, para o qual ndo houve analise no estudo. O sorogrupo F, originalmente
isolado de perus, também ja foi detectado em cepas de P. multocida originarias de
bovinos e de gatos (EWERS et al. 2006). Conforme Davies, Maccorquodale e Caffrey
(2003b), estas cepas, menos frequentes em aves, estdo associadas com 0s casos de
sinusite e conjuntivite nos animais.

Esta classificacdo é utilizada para investigar a diversidade das cepas, assim
como para estudos sobre a patogenia e epidemiologia do agente (CHRISTENSEN;
BISGAARD, 2006). Sugere-se uma possivel inter-relacdo entre o tipo capsular, a
patogenia e a predisposicdo do hospedeiro a um sorogrupo particular (CHUNG;
ZHANG; ADLER, 1998). Além da relacdo especifica a determinadas doencas e
espécies, também existe uma distribuicdo geografica dominante dos tipos capsulares
(ZAGLIC et al., 2005). Contudo, estas relacGes tém apresentado variacGes nos ultimos
anos (BOROWSKI et al., 2007; DZIVA et al., 2008; KHAN et al., 2011; KATOCH et
al., 2015). Estes levantamentos sdo raros no Brasil, especialmente com cepas de P.
multocida isoladas de aves.

De acordo com o percentual de concordancia simples, 70,4% (38/54) das cepas
aviarias e 80% (32/40) das cepas de origem suina foram classificadas no mesmo

sorogrupo através dos testes fenotipicos e do multiplex-PCR (Tabela 15 e Tabela 16).

Tabela 15 - Comparacdo dos resultados de tipificacdo capsular de 54 cepas de
Pasteurella multocida de origem aviaria através dos testes fenotipicos
ndo soroldgicos e do multiplex-PCR.

Multiplex PCR
Sorogrupo " Total
A D NT
A 37 3 1 41
Testes fenotipicos D 2 0 0 2
ndo soroldgicos NT” 10 0 1 11
Total 49 3 2 54

Percentual de concordancia simples: 70,4%.
Coeficiente kappa (k): 0,017 (0,062 - 0,212).
“NT: ndo tipificavel.
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Tabela 16 - Comparacdo dos resultados de tipificacdo capsular das 40 cepas de
Pasteurella multocida de origem suina através dos testes fenotipicos ndo
soroldgicos e do multiplex-PCR.

Multiplex PCR
Sorogrupo " Total
A D NT
A 29 0 0 29
Testes fenotipicos D 4 3 0 7
ndo soroldgicos NT” 4 0 0 4
Total 37 3 0 40

Percentual de concordancia simples: 80%.
Coeficiente kappa (k): 0,368 (0,178 - 0,673).
“NT: ndo tipificavel.

Entre os isolados tipificados, os dois testes apresentaram classificagdes
divergentes em 9,3% (5/54) das cepas aviarias e em 10% (4/40) das cepas suinas,
também citadas em outras pesquisas (EWERS et al., 2006; ARUMUGAN et al., 2011).
A composicdo quimica semelhante dos polissacarideos que compfem as capsulas,
independentemente do sorogrupo, pode interferir na especificidade dos testes
fenotipicos (EWERS et al., 2006). A dificuldade em se obter antissoros especificos,
assim como a necessidade de isolamento e de tipificacdo dos isolados clinicos nos
estagios iniciais da infeccdo ou anteriormente ao desenvolvimento de vacinas
homdlogas para CA sdo importantes justificativas para o uso do método molecular
(SHIVACHANDRA et al. 2006; DZIVA et al., 2008). Além disto, o teste € menos
laborioso e permite a identificacdo simultdnea dos diferentes sorogrupos de P.
multocida (TOWNSEND et al., 2001; DZIVA et al., 2008).

O coeficiente kappa (k) calculado foi de 0,017 para as cepas aviarias e de 0,368
para os isolados suinos e indicam, respectivamente, uma concordancia pobre e
moderada entre os dois métodos (LANDIS; KOCH, 1977). Este resultado é justificado
pela alta frequéncia do sorogrupo A entre as cepas analisadas em ambos 0s hospedeiros,
0 que interfere no célculo do coeficiente k (LANDIS; KOCH, 1977).

5.2.5 Tipabilidade e poder discriminatorio dos protocolos de PCR-RFLP

O PCR-RFLP a partir da amplificacdo do gene ompH permitiu a classificagéo
dos 56 isolados de origem aviaria em sete grupos moleculares, sendo os grupos Il e V 0s

predominantes, conforme descrito na Tabela 17.
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Tabela 17 - Grupos moleculares das cepas de Pasteurella multocida de origem aviaria
obtidos no PCR-RFLP a partir da anélise de um fragmento do gene
ompH e da digestdo com as endonucleases de restri¢cdo Dral e Hindlll.

Grupo Fragmentos (pb) Frequéncia abigll;te? e relativa (%)

I 131, 216, 314 337 7(2,5)
I 314, 317, 337 24 (42,9)

i 225, 750 2 (3,6)

Iv* 430, 530 2 (3,6)

\% 290, 693 10 (17,9)

VI 337,631 5(8,9)

Wil 305, 314, 317 6 (10,7)

“grupos gerados a partir da clivagem com a enzima de restricdo HindlIl.

Os perfis I, I, V, VI e VII foram obtidos através da digestdo com a enzima Dral
(Figura 1), enquanto os grupos Il e IV ndo foram clivados pela primeira enzima e
somente foram distinguidos através da clivagem pela endonuclease de restricdo HindllI
(Figura 2).

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo
com os grupos gerados (I, 11, V, VI, VII) das cepas de Pasteurella
multocida de origem aviaria a partir da clivagem do produto de
amplificacdo do gene ompH com a enzima Dral.

m vl vi vi v V

77772

Legenda: PM= marcador de peso molecular (100 pb). Seta tracejada= fragmento de 200
pb, seta preenchida= fragmento de 500 pb, seta branca= fragmento de 1000 pb.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo
com os grupos gerados (I, 1V) das cepas de Pasteurella multocida
de origem aviéria a partir da clivagem do produto de amplificacdo do
gene ompH com a enzima HindlII.

Legenda: PM= marcador de peso molecular (100 pb). Seta tracejada= fragmento de 200
pb, seta preenchida= fragmento de 500 pb, seta branca= fragmento de 1000 pb.

A selecdo do gene ompH para o desenvolvimento do protocolo de PCR-RFLP
demonstrou ser eficiente quanto a identificacdo de polimorfismos entre os isolados de P.
multocida de origem aviaria através do agrupamento de 100% das cepas em sete
padrdes distintos. Outras pesquisas baseadas na analise e na discriminacdo do gene
ompH também apresentaram resultados semelhantes. Em 2005, Jabbari e Esmaelizadeh
realizaram a amplificagdo de um fragmento do gene ompH e a posterior digestdo com as
enzimas de restricdo EcoRlI, Hindlll e Cfol, conseguindo classificar 25 isolados de P.
multocida de origem aviaria em cinco diferentes perfis. Sellyei, Ivanics e Magyar
(2013) identificaram oito perfis entre 60 isolados de origem aviéria com a amplificacdo
de uma regido variavel do mesmo gene e a clivagem com as enzimas Dral, Hindlll e
Pvull. No Brasil, Borowski et al. (2002b) identificaram sete padrbes em 22 cepas
isoladas do pulmdo de suinos na analise de ompH através do emprego das
endonucleases de restricdo Alul, Sau3Al, Ddel, Hinfl e Rsal.

Por outro lado, o protocolo de PCR-RFLP a partir da amplificacdo do gene
oma87 e do emprego das mesmas endonucleases de restri¢do originou um Unico grupo
para todas as cepas avidrias com fragmentos de 174, 350 e 424 pb. Apesar da
possibilidade de que todas as cepas testadas sejam pertencentes ao mesmo perfil através

deste protocolo, a técnica ndo apresentou poder discriminatério suficiente. O protocolo
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foi padronizado utilizando-se primers desenhados para a detec¢do de oma87 em estudo
sobre a prevaléncia de fatores de viruléncia em P. multocida (TANG et al. 2009). Uma
hipbtese é que a regido do gene selecionada ndo proporcione alto poder discriminatério
para técnicas de tipificacdo molecular (BRUISTEN; SCHOULS, 2010).

A utilizacdo do PCR-RFLP ¢é simples e executavel conforme as condicGes e 0s
equipamentos existentes no nosso laboratorio. A disponibilidade de uma ferramenta
para a investigacdo epidemiologica de uma enfermidade que acomete diferentes
espeécies de aves e gque apresenta varias fontes de contaminacdo, como por exemplo, as
aves aquaticas (GLISSON, 2008; NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009), é
fundamental. Os resultados satisfatérios do PCR-RFLP proporcionam uma valiosa
ferramenta para a tipificacdo molecular de P. multocida (VOUDIGOU et al., 2015).
Neste sentido, Christensen, Dietz e Bisgaard (1998) observaram que os surtos ocorridos
em aves aquéticas e galinhas de fundo de quintal foram causados pelo mesmo clone de
P. multocida, através do emprego de ribotipagem e de enzimas de restri¢do. Utilizando-
se a PFGE, outro estudo relatou o parentesco genético das cepas isoladas de surtos em
gansos e perus em regides geograficas proximas na Hungria (KARDOS; KISS, 2005).

A diversidade de clones responsaveis pela ocorréncia de surtos de CA apresenta
resultados variaveis. Enquanto alguns trabalhos relatam surtos causados por maltiplos
clones da bactéria (RHOADES; RIMLER; BAGLEY, 1992; MUHAIRWA;
CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000; SINGH et al., 2013), outros reforcam a
estabilidade clonal de cepas de origem aviaria ao longo do tempo na ocorréncia de casos
clinicos reincidentes (ZHANG et al., 2004; EIGAARD et al., 2006). Esta questdo, que
relaciona a estabilidade do agente no ambiente e fontes de contaminagdo dos lotes
aviarios, consiste em um objetivo importante a ser analisado em projetos futuros através
da adocao do protocolo de PCR-RFLP desenvolvido.

Também a caracterizacdo molecular dos isolados de suinos consiste em uma
interessante etapa futura a ser realizada, pois a maioria das infeccfes em aves, ovinos,
bovinos e em suinos é causada por diferentes clones de P. multocida associados
especificamente a cada hospedeiro (DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004,
VOUDIGOU et al., 2015). Por outro lado, a presenca de um menor numero de cepas
fortemente relacionadas em mais de um hospedeiro sugere que a transmissdo destas
entre diferentes espécies € um fator a ser considerado na populacdo de P. multocida
(DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004).



84

Além disto, algumas proteinas de membrana externa, como ompH, séo
consideradas imunogénicas e foram selecionadas para o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas (AHMAD et al., 2014). Assim, a correlagdo entre determinados grupos
moleculares com as espécies animais representa um avango para o desenvolvimento de
vacinas especificas a cada hospedeiro (VOUDIGOU et al., 2015).

As técnicas de tipificacdo baseadas no emprego de PCR geralmente sdo vidveis
com uma pequena quantidade de DNA do gene alvo. Entretanto, o cultivo primario
torna-se necessario para a obtencdo da quantidade suficiente de DNA do microrganismo
na maioria das situacbes em que se se utiliza o PCR-RFLP (BRUISTEN; SCHOULS,
2010). Por outro lado, em algumas situacdes em que a cultura é complexa ou em que 0
isolamento a partir de amostras clinicas pode ser dificultado pelo crescimento da
microflora do hospedeiro, como no caso de P. multocida, 0o PCR-RFLP pode ser a Unica
opcdo para a caracterizagdo do microrganismo (DZIVA et al., 2008; BRUISTEN;
SCHOULS, 2010). No estudo, o DNA extraido foi obtido de amostras puras da bactéria.
Assim, a avaliacdo futura da eficiéncia da técnica frente a amostras de campo consiste
em um interessante objetivo para se diminuir o tempo de diagnostico.

Os dois protocolos apresentaram 100% de tipabilidade (T) das amostras. O valor
T de um método consiste no percentual de estirpes bacterianas tipaveis ou positivas a
partir de uma interpretacdo clara dos resultados (BARTH; NUNES; BAETHGEN,
2012). Contudo, o indice de diversidade de Simpson ou poder discriminatério (D) do
PCR-RFLP a partir do gene ompH foi de 0,76 e do gene oma87 igual a 0, pois somente
um grupo ou tipo foi observado. O valor D indica a probabilidade de dois isolados
selecionados ao acaso em uma populacao teste serem alocados em diferentes grupos ou
tipos (BARTH; NUNES; BAETHGEN, 2012).

Apesar da maioria dos estudos de tipificacdo molecular disponiveis na literatura,
incluindo-se aqueles com P. multocida, restringirem-se a descricdo do nimero de perfis
gerados e a frequéncia de cepas inseridas em cada grupo, a determinagdo do poder
discriminatorio torna-se importante para a comparagdo dos protocolos desenvolvidos
(HUNTER; GASTON, 1998). A facilidade do emprego do indice de diversidade de
Simpson (D) consiste em uma vantagem de aplicacdo, especialmente para laboratorios
que néo séo centros de referéncia nacional (BLACKALL; MIFLIN, 2000).

No estudo, o indice D do PCR-RFLP a partir do gene ompH foi semelhante ao
obtido por Borowski (2001). Assim, se duas cepas forem aleatoriamente selecionadas na

populacdo alvo, interpreta-se que em 76% dos casos elas serdo classificadas em
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diferentes grupos ou tipos. Segundo Hunter e Gaston (1998), indices superiores a 0,9
sdo considerados desejaveis. O menor indice observado no estudo é resultante da
distribuicdo majoritaria das cepas no grupo Il, a qual influenciou negativamente no
valor obtido, apesar da diversidade de perfis gerados. A obtencdo de um maior nimero
de cepas, especialmente de regiGes geograficas diferentes, também consiste em uma
etapa futura importante para a comparacao dos valores do indice D.

5.2.5.1 Associacdo dos grupos do PCR-RFLP com biovares, sorogrupos e indices de

patogenicidade

O grupo molecular VII do PCR-RFLP a partir do gene ompH apresentou
associacdo significativa (p<0,05) com o biovar 13, identificado através dos testes
fenotipicos e considerado uma variante do biovar 3 (BLACKALL; PAHOFF;
BOWLES, 1997). Em 2000, Bowles e colaboradores observaram que a maioria dos
isolados de suinos na Australia classificados em determinados biovares, naquele caso
nos tipos 2 e 3, também foram incluidos em diferentes clusters atraves de ribotipagem.
Também Garcia et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes ao trabalho de Bowles
et al. (2000) utilizando a técnica de PFGE. Esta associa¢do indicaria uma separa¢do
genética dos isolados de diferentes clusters conforme os biovares identificados e que
poderia ser o resultado da transferéncia horizontal de genes ou da evolucdo
independente de linhagens de cepas distintas (DAVIES et al., 2003a; BETHE et al.,
2009; GARCIA et al., 2011).

N&o houve associacdo significativa (p>0,05) dos grupos do PCR-RFLP com os
demais biovares relacionados e com os sorogrupos A, D ou de cepas em que 0 tipo
capsular ndo tenha sido identificado. Dziva et al. (2001) também ndo constataram
relacdo entre os padrfes gerados na tipificagdo molecular através da técnica de RAPD e
os sorogrupos de P. multocida em pesquisa desenvolvida na Africa, assim como El
Tayeb, Morishita e Angrick (2004) nos Estados Unidos. Tais associag0es sdo descritas
em estudos que analisam o perfil de migracdo em eletroforese da proteina OmpH
(VASFI MARANDI; HAREL; MITTAL, 1997; DAVIES; MACCORQUODALE;
CAFFREY, 2003b) e consideram os tipos gerados marcadores individuais de diferentes
clones de P. multocida (DAVIES; MACCORQUODALE; CAFFREY, 2003b). Esta
relacdo também é citada para outras proteinas de membrana externa, como OmpA.

Recentemente, Voudigou e colaboradores (2015) ndo observaram correlacdo entre 0s
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tipos capsulares, os grupos moleculares gerados a partir de ompA e a presenca ou
auséncia do gene toxA. Por outro lado, cepas representativas de um dos clusters gerados
foram exclusivamente associadas com o sorogrupo D no mesmo trabalho (VOUDIGOU
etal., 2015).

Os grupos moleculares também foram relacionados aos indices de
patogenicidade dos isolados de origem aviéria resultantes da inoculagéo experimental de
P. multocida em pintos por Pilatti (2014) e descritos no APENDICE D. As cepas do
grupo molecular 11 apresentaram o maior indice de patogenicidade com diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo aos indices dos grupos I, V, VI, conforme
demonstrado no Gréfico 3. Contudo, ndo houve diferenga significativa (p>0,05) do IP

do grupo Il em relacdo aos tipos moleculares 111, IV e VII.

Gréfico 3 - Distribuicdo das cepas de Pasteurella multocida de origem aviaria conforme
0os grupos moleculares obtidos através do PCR-RFLP e os indices de
patogenicidade (IP) calculados a partir da inoculacdo experimental de

pintos.
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Grupo molecular significativa (p<0,05).

Apesar de as cepas que constam no grupo Il apresentarem o maior indice de
patogenicidade, o valor somente diferiu significativamente do IP de trés dos demais
grupos. Em 2005, Jabbari e Esmaelizadeh constataram uma consideravel diversidade

geneética entre as cepas analisadas e associaram os perfis conforme a apresentacao de
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CA na forma crbnica ou aguda, embora a relagédo exata entre os grupos do PCR-RFLP e
as caracteristicas fenotipicas, como a patogenicidade, ndo terem sido determinadas. Da
mesma forma, Davies, Maccorquodale e Reilly (2004) ndo observaram correlagdo entre
os perfis de migracdo da proteina OmpH de cepas isoladas de suinos e a presenca de
doenga, por exemplo, de pneumonia, nos animais analisados. Assim, os resultados
obtidos em testes de tipificagdo molecular séo um primeiro passo para uma investigacdo
mais detalhada sobre as propriedades patogénicas de subgrupos de microrganismos
(BRUISTEN; SCHOULS, 2010). Embora alguns grupos neste estudo indiquem a
existéncia de cepas mais virulentas, futuramente os resultados de tipificacdo necessitam
ser interpretados em conjunto com o contexto clinico e epidemioldgico (BELKUM et
al., 2007).

Além da discriminacdo das cepas isoladas em padrées, alguns estudos também
relacionam os grupos provenientes do PCR-RFLP com os 16 sorotipos somaticos
identificados através do teste de agar gel precipitacdo desenvolvido por Heddleston,
Gallagher e Rebers (1972), o qual é laborioso e efetuado somente em alguns centros de
referéncia (ANTONY et al., 2007; DZIVA et al., 2008; HARPER et al., 2015). O
esquema de Heddleston também pode falhar na tipificacdo das cepas e ndo apresentar
acurécia e reprodutibilidade adequadas (SINGH et al., 2013; HARPER et al., 2015).

Assim, as técnicas moleculares poderiam prover uma alternativa a metodologia
convencional (ANTONY et al., 2007; GHANIZADEH et al., 2015). Neste sentido,
Sellyei, lvanics e Magyar (2013) constataram que o protocolo de PCR-RFLP
padronizado distinguiu o sorotipo A:1, predominante em aves, dos demais, havendo,
contudo, uma pequena correlacdo entre todos os sorotipos e os setes perfis gerados na
técnica. Em 2011, TSAI e colaboradores observaram que cepas dos sorotipos 1 e 13
pertenceram a dois grupos restritos em um protocolo a partir da analise da regido
externa do core do LPS, a qual é variavel entre os sorotipos (HARPER; BOYCE;
ADLER, 2012).

A inclusdo de grupos laterais de carboidratos em diferentes sorotipos de P.
multocida afeta a sensibilidade do soro e a adesdo microbiana e, especialmente,
resultam na maior variabilidade antigénica da bactéria (KUBATZKY et al., 2012).
Assim, a vacinagdo com bacterinas induz imunidade especifica ao LPS de P. multocida
e, geralmente, em protecdo contra o desafio de cepas pertencentes ab mesmo sorovar

(BOYCE et al., 2010). Entretanto, ainda nenhuma técnica molecular discrimina todos 0s
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sorotipos de P. multocida, assim como ocorre no esquema de classificacdo dos
sorogrupos ou tipos capsulares através de multiplex-PCR (TOWNSEND et al., 2001).
No atual estudo, a associacdo dos grupos gerados no PCR-RFLP com os
sorotipos somaticos ndo foi realizada, pois é dependente da disponibilidade de antigenos
padrdo de cada um dos 16 sorotipos identificados através da classificacdo fenotipica.
Entretanto, cepas de cada um dos sete perfis gerados foram selecionadas para
sequenciamento e comparacdo com a sequéncia nucleotidica de exemplares dos 16

sorotipos de P. multocida disponiveis no GenBank.

5.2.5.2 Anélise do sequenciamento

Trés cepas de cada um dos grupos moleculares obtidos através do PCR-RFLP a
partir do gene ompH, o qual apresentou o maior indice de diversidade de Simpson ou
poder discriminatério (D), foram selecionadas aleatoriamente para o sequenciamento.
No caso dos tipos Il e IV, as duas Unicas cepas presentes em cada grupo foram
selecionadas. A comparacao quanto a similaridade das sequéncias nucleotidicas do gene
ompH de cepas de P. multocida  disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) apresentou uma alta homologia entre 0s grupos
resultantes no PCR-RFLP com diferentes sorotipos da bactéria. A identidade geral entre
as sequéncias analisadas foi de 89,8%. Esta alta identidade geral entre as sequéncias
comprova a natureza conservada de ompH, tambeém destacada por Singh et al. (2011)
em trabalho semelhante realizado.

No atual estudo, também se observou uma maior homologia de cada um dos
grupos do PCR-RFLP com as cepas de diferentes sorotipos. A arvore filogenética
construida demonstra que os grupos | e I, os quais foram predominantes na
classificacdo das cepas, apresentaram maxima identidade com os sorotipos 3 (100%) e
3-4 (99,1%), respectivamente. Sabidamente, 0s sorotipos 3 e 3-4 sdo majoritarios nos
casos de CA nos Estados Unidos e na Inglaterra (CHRISTENSEN; BOJESEN;
BISGAARD, 2008). Da mesma forma, o grupo Il apresentou maior identidade com 0s
sorotipos 9 (97,4%) e 4 (96,8%), o grupo IV com o sorotipo 14 (99,3%), o grupo V com
0s sorotipos 10 (99,8%) e 12 (99,7%), o grupo VI com os sorotipos 8 (98,5%) e 13
(98,4%) e o grupo VII com o sorotipo 11 (100%) (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética demonstrando a relagdo entre a sequéncia nucleotidica do
gene ompH dos grupos moleculares do PCR-RFLP e de cepas de diferentes
sorotipos de Pasteurella multocida.
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5.3 Identificacdo de genes marcadores de patogenicidade

O objetivo desta etapa foi pesquisar entre os 22 genes de viruléncia analisados
aqueles que poderiam ser responsaveis por indicar niveis de patogenicidade para cada
um dos hospedeiros. Na analise de marcadores em aves, 0s genes pfhA, seguido de
ompA, foram considerados importantes indicadores dos niveis de patogenicidade
(Figura 4).

A auséncia do gene pfhA indica a presenca de cepas de patogenicidade
intermediaria e, em segundo lugar, de cepas de baixa patogenicidade. Por outro lado, a
presenca do mesmo gene indica maiores ocorréncias de cepas de patogenicidade alta e,
em segundo lugar, de cepas intermediarias. Nos casos em que pfhA estd presente e
ompA ausente, resulta-se na observacao absoluta de patogenicidade alta dos isolados.

Nenhum dos 22 genes de viruléncia pesquisados foi considerado um marcador

para niveis de patogenicidade em suinos.
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Figura 4 - Diagrama esquematico da arvore de inferéncia condicional para
determinacédo de genes indicadores de patogenicidade das 56 cepas de
Pasteurella multocida isoladas de aves.

presente ausente
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Node 3 (n = 16) Node 4 (n=19) Node 5 (n=21)

17 1 14
08 08 08
06 086 06
04 04 0.4 -
02 02 02 .

0 - T T 0 - T T 0 — T T

alta baixa intermediaria alta baixa intermediaria alta baixa Intermediaria

Legenda: Os grupos de patogenicidade sdo demonstrados por graficos de barra. Os valores
do eixo vertical indicam proporgdes. A arvore é determinada ao nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

A patogenicidade consiste na aptiddo de um agente em causar doenca e resume
todas as caracteristicas de um microrganismo durante a infeccdo (KUBATZKY, 2012;
BECEIRO et al., 2013). Atualmente, nenhuma caracteristica sorolégica ou bioquimica e
nem a presenca de um marcador genético que permita a diferenciacdo de cepas de P.
multocida altamente virulentas daquelas de menor viruléncia isoladas de aves sdo
conhecidas (VARGA et al., 2013).

Apesar dos diversos exemplos de cepas que devido a auséncia de fatores
apresentam um diferente grau de viruléncia (KUBATZKY, 2012), a resposta do
microrganismo durante o processo infeccioso somente pode ser analisada em estudos
com animais (BOYCE et al.,, 2012). Exemplos sdo os trabalhos que comparam a
resposta transcricional in vitro e in vivo de uma mesma cepa de P. multocida apos o
isolamento da bactéria do figado e do sangue de galinhas experimentalmente infectadas
(BOYCE et al., 2002; BOYCE et al., 2004). A maioria dos genes que apresentam

aumento de transcricdo em P. multocida esta associada com processos metabdlicos do
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microrganismo (BOYCE et al., 2012). Da mesma forma, as mutacdes em proteinas
relacionadas aos compartimentos externos, como adesinas, e as vias de biossintese séo
mais frequentes, logo interferindo na patogenicidade da bactéria (OKAY;
KIZILDOGAN, 2015).

No atual trabalho, o gene pfhA, seguido de ompA, foram importantes indicadores
dos niveis de patogenicidade em aves. A maioria dos patdgenos faz uso da toxicidade
ou da invasibilidade para ocasionarem as doencas (BECEIRO et al., 2013). O gene pfhA
codifica hemaglutininas filamentosas que sdo importantes na invasao e na colonizagéo
do trato respiratério superior do hospedeiro (TATUM; YERSIN; BRIGGS, 2005).

Este tipo de anélise somente foi possivel de ser elaborada ap6s a formulagédo e o
calculo de um indice de patogenicidade in vivo para as cepas (PILATTI, 2014). Assim,
as condicdes do ambiente e do hospedeiro que podem contribuir para a incidéncia e a
severidade de CA (WILSON; HO, 2013) foram iguais para todos os isolados. Ewers et
al (2006) também observaram associacdo significativa entre a presenca de pfhA e a
ocorréncia de pasteurelose em bovinos, apesar desta analise ter sido realizada a partir
das informacGes sobre o hospedeiro obtidas ap6s o isolamento da bactéria de casos
clinicos e de animais saudaveis.

Além disto, Tatum, Yersin e Briggs (2005) e Guo et al. (2014) demonstraram
que a inativacdo do gene pfhA resulta em atenuagdo da viruléncia de cepas de P.
multocida administradas por via intranasal em perus e em galinhas. O grupo também
reportou a protecdo de animais desafiados com uma vacina recombinante formulada
através da combinacdo de trés fragmentos da por¢do N-terminal da hemaglutinina
(TATUM; TABATABAI; BRIGGS, 2009).

Recentemente, Johnson et al. (2013) constaram, através de andlise genémica,
que a proteina PfhB2, codificada por pfhA, apresenta uma similaridade inferior a 90%
na comparagdo das cepas P1059 e X73, virulentas em aves, com a cepa avirulenta
Pm70. Os mesmos autores também identificaram uma nova hemaglutinina denominada
PfhB4 na cepa P1059 (JOHNSON et al., 2013). Assim, a comparacdo da sequéncia
nucleotidica de pfhA e da similaridade proteica das cepas do atual estudo com os
genomas disponiveis na literatura consiste em um futuro objetivo. Da mesma forma, a
expressao unicamente do gene pfhA deve ser comparada com os distintos indices de
patogenicidade obtidos no estudo in vivo (PILATTI, 2014).

A presenca de pfhA e a auséncia do gene ompA resultou na observagdo de 100%

de cepas com altos indices de patogenicidade no estudo. Apesar de ompA influenciar a
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relagdo de P. multocida com o hospedeiro, dois alelos do gene que resultam em
diferentes niveis de adesdo e de invasdo de P. multocida sdo observados (KATOCH et
al., 2014). Futuramente, a identificacdo através de sequenciamento dos alelos presentes
nas cepas positivas para ompA é necessario.

A infecgdo experimental de animais ainda € considerada o método padréo ouro
para avaliacdo do potencial de viruléncia dos isolados de P. multocida (VARGA et al.,
2013). Entretanto, desde a criagdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) em 2008 e das Comissdes de Etica no Uso de
Animais (CEUA) nas instituicdes de ensino e pesquisa, h& maior rigor na aprovagdo dos
projetos que utilizam modelos in vivo de experimentacdo. Além disto, as comissdes
estimulam e avaliam a introdugédo de técnicas alternativas que substituam a utilizacéo de
animais em ensino e em pesquisa (BRASIL, 2008). O screening para a detec¢do dos 22
genes de viruléncia e para a inferéncia através dos modelos de &rvores de deciséo,
comparando-se os indices de patogenicidade formulados, permite a identificacdo das
cepas mais patogénicas de P. multocida sem a necessidade da inoculacdo em animais.

Por outro lado, a deteccdo do gene pfhA marca a presenca de isolados de P.
multocida de maior patogenicidade, mas ndo é possivel a classificacdo das cepas em
grupos de baixa e de intermediaria patogenicidade através do atual modelo nédo-linear
empregado. Assim, projeta-se a comparacao dos resultados obtidos através do emprego
de arvores de decisdo no atual trabalho com o uso de redes neurais artificiais,
selecionando-se 0s mesmos dados: a presenca dos genes de viruléncia e a expressdo
fenotipica in vivo. As redes neurais artificiais calculam fungBes matematicas
normalmente nédo lineares e estdo dispostas em uma ou mais camadas interligadas por
um grande numero de conexdes associadas a determinados pesos ponderados conforme
as informac0es de entrada recebidas (HUANG, 2009). Esta metodologia ja foi utilizada
em outros projetos com a bactéria E. coli no CDPA para a predicdo dos indices
patogenicidade dos isolados (ROCHA, 2006; SALLE et al., 2011).
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6 CONCLUSOES

1. A maioria das cepas de P. multocida foi classificada na subespécie multocida e no
tipo bioquimico ou biovar 3 através da caracterizacao fenotipica. Mesmo que represente
uma informac&o epidemioldgica relacionada ao hospedeiro de origem, a discriminagéo
em subespécies ou em biovares através da fermentagdo de carboidratos pode apresentar
resultados ambiguos, logo a concordancia dos dados deve ser comparada futuramente
com os resultados de técnicas moleculares.

2. Nao foi observada associacdo entre os indices de patogenicidade obtidos in vivo e as
subespécies de P. multocida, independentemente da origem do hospedeiro. Da mesma
forma, os biovares identificados no estudo ndo foram associados aos genes de viruléncia
pesquisados.

3. A antimicrobianoterapia consiste em uma ferramenta efetiva no tratamento das
infeccbes causadas por P. multocida, pois todas as cepas foram sensiveis para no
minimo dois dos antimicrobianos testados. Contudo, a multirresisténcia observada
ratifica a necessidade do uso restritivo e consciente dos antimicrobianos em animais
destinados ao consumo humano, além da importancia da realizacdo constante dos testes
de susceptibilidade antimicrobiana in vitro.

4. A maioria dos genes de viruléncia apresentou uma alta frequéncia de deteccdo nas
cepas analisadas. A distribuicdo génica semelhante consiste em uma primeira evidéncia
ao desenvolvimento de vacinas para 0S genes que apresentem protecdo cruzada aos
diferentes sorotipos da bactéria.

5. No experimento foram obtidos 33 diferentes perfis genéticos e praticamente todas as
cepas foram agrupadas em um mesmo cluster. A pequena variacao entre os perfis esta
provavelmente associada com a aquisicdo dos genes de viruléncia através da evolucdo e
da transmisséo horizontal dentro da populacéo de P. multocida.

6. Os genes de viruléncia pesquisados demonstraram ndo serem especificos a um
hospedeiro. Por outro lado, os genes pfhA e pmHAS foram significativamente
associados ao sorogrupo A e 0s genes toxA e hsf-1 ao sorogrupo D.

7. A maioria das cepas de P. multocida, independentemente da origem, foi classificada
no sorogrupo A atraves dos testes fenotipicos ndo soroldgicos e do multiplex-PCR, o
qual apresentou uma maior capacidade de tipificagdo das amostras.

8. A selecdo do gene ompH para o desenvolvimento do protocolo de PCR-RFLP

demonstrou ser eficiente quanto a identificagdo de polimorfismos entre os isolados de P.
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multocida de origem avidria através do agrupamento de 100% das cepas em sete
padrdes distintos. A técnica de PCR-RFLP € executavel conforme as condigdes e 0s
equipamentos existentes no nosso laboratdrio e se torna uma ferramenta disponivel para
a investigacao epidemioldgica de surtos de CA.

9. As cepas do grupo molecular 1l do PCR-RFLP apresentaram indices de
patogenicidade superiores em relacdo aos grupos I, V, VI. N&o foi observada uma
associacdo dos grupos gerados no PCR-RFLP com os sorogrupos ou tipos capsulares.
Embora alguns grupos do PCR-RFLP indiquem a existéncia de cepas mais virulentas,
os resultados de tipificacdo necessitam ser interpretados em conjunto com o contexto
clinico e epidemioldgico em andlises futuras.

10. O gene pfhA, seguido de ompA, foram importantes indicadores dos niveis de
patogenicidade em aves. O screening de deteccdo dos 22 genes de viruléncia e de
inferéncia através dos modelos de arvores de decisdo, comparando-se os indices de
patogenicidade anteriormente formulados, permite a identificacdo das cepas mais

patogénicas de P. multocida sem a necessidade da inoculagdo em animais.
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APENDICE A — Origem, condicBes do hospedeiro e ano de isolamento das 96 cepas de
Pasteurella multocida selecionados para o estudo.

(continua)
NUmero Origem Condicéao do hospedeiro Ano de isolamento

1 Galinha Caso clinico de CA 2009
2 Galinha Caso clinico de CA ND
3 Galinha Caso clinico de CA ND
4 Galinha Caso clinico de CA ND
5 Galinha Caso clinico de CA ND
6 Galinha Caso clinico de CA 2009
7 Galinha Caso clinico de CA ND

Galinha Caso clinico de CA ND
9 Galinha Caso clinico de CA ND
10 Galinha Caso clinico de CA 2008
11 Galinha Caso clinico de CA 2008
12 Galinha Caso clinico de CA 2008
13 Galinha Caso clinico de CA 2008
14 Galinha Caso clinico de CA 2008
15 Galinha Caso clinico de CA 2008
16 Galinha Caso clinico de CA 2008
17 Galinha Caso clinico de CA 2008
18 Galinha Caso clinico de CA 2008
19 Galinha Caso clinico de CA 2009
20 Galinha Caso clinico de CA 2008
21 Galinha Caso clinico de CA 2008
22 Galinha Caso clinico de CA 2008
23 Galinha Caso clinico de CA 2008
24 Galinha Caso clinico de CA 2007
25 Galinha Cepa padréo ND
26 Galinha Caso clinico de CA ND
27 Galinha Caso clinico de CA 2002
28 Galinha Caso clinico de CA 1996
29 Galinha Caso clinico de CA 2002
30 Galinha Caso clinico de CA 2000
31 Galinha Caso clinico de CA 1993
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APENDICE A — Origem, condicdes do hospedeiro e ano de isolamento das 96 cepas de

Pasteurella multocida selecionados para o estudo.
(continuacéo)

Ndmero Origem Condicéo do hospedeiro Ano de isolamento
32 Galinha Caso clinico de CA 1994
33 Galinha Caso clinico de CA 1994
34 Galinha Caso clinico de CA 1994
35 Galinha Caso clinico de CA 1994
36 Galinha Caso clinico de CA 1994
37 Galinha Caso clinico de CA 1994
38 Galinha Caso clinico de CA 2001
39 Galinha Caso clinico de CA 2011
40 Galinha Caso clinico de CA 2011
41 Galinha Caso clinico de CA 2011
42 Galinha Caso clinico de CA 2011
43 Galinha Caso clinico de CA 2011
44 Galinha Caso clinico de CA ND
45 Galinha Caso clinico de CA ND
46 Galinha Caso clinico de CA ND
47 Galinha Caso clinico de CA ND
48 Galinha Caso clinico de CA ND
49 Galinha Caso clinico de CA ND
50 Peru Caso clinico de CA 1998
51 Peru Caso clinico de CA 1962
52 Ave Caso clinico de CA 1994
53 Ave Caso clinico de CA 2002
54 Ave Caso clinico de CA 1999
55 Ave Caso clinico de CA 1999
56 Ave Caso clinico de CA 1999
57 Suino Frigorifico 1997
58 Suino Frigorifico ND
59 Suino Frigorifico ND
60 Suino Frigorifico 1998

61 Suino Frigorifico 1996
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APENDICE A — Origem, condicdes do hospedeiro e ano de isolamento das 96 cepas de

Pasteurella multocida selecionados para o estudo.
(continuacéo)

Ndmero Origem Condigéo do hospedeiro Ano de isolamento
62 Suino Frigorifico 1998
63 Suino Frigorifico/Pneumonia 1995
64 Suino Frigorifico/Pneumonia 1997
65 Javali Frigorifico 1997
66 Suino Frigorifico 1997
67 Suino Frigorifico 1998
68 Suino Frigorifico/Pneumonia 1997
69 Suino Frigorifico 1997
70 Suino Frigorifico/Pneumonia ND
71 Suino Frigorifico 1996
72 Suino Frigorifico 1997
73 Suino Frigorifico 1995
74 Suino Frigorifico/Pneumonia 1997
75 Suino Frigorifico 2004
76 Suino Frigorifico 2004
77 Suino Frigorifico 2003
78 Suino Frigorifico 2009
79 Suino Frigorifico 2003
80 Suino Frigorifico 2008
81 Suino Frigorifico 1997
82 Suino Frigorifico 1995
83 Suino Frigorifico/Pneumonia ND
84 Suino Frigorifico ND
85 Suino Frigorifico ND
86 Suino Frigorifico ND
87 Suino Frigorifico ND
88 Suino Frigorifico ND
89 Suino Frigorifico ND
90 Suino Frigorifico ND

91 Suino Frigorifico ND
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APENDICE A — Origem, condicdes do hospedeiro e ano de isolamento das 96 cepas de

Pasteurella multocida selecionados para o estudo.
(concluséo)

Ndmero Origem Condicéo do hospedeiro Ano de isolamento
92 Suino Frigorifico ND
93 Suino Frigorifico ND
94 Suino Frigorifico ND
95 Suino Frigorifico 1995

96 Suino Frigorifico 1995
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APENDICE B - Padrdes dos testes bioquimicos dos controles positivos e padrées de
classificacdo das subespécies e dos biovares de Pasteurella multocida.

Tabela 1 - Cepas padrdo selecionadas como controles positivos dos testes bioquimicos
executados para classificacdo da subespécie e do biovar de Pasteurella

multocida.
Cepa Teste bioguimico

Escherichia coli ATCC 25922 Lactose
Escherichia coli ATCC 25922 Sorbitol
Escherichia coli ATCC 25922 Xilose

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Maltose
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Ornitina
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Dulcitol
Avibacterium gallinarum ATCC 13360 Trealose

Tabela 2 - Classificacdo das subespécies de Pasteurella multocida a partir da
fermentagdo dos carboidratos sorbitol, dulcitol e trealose (Mutters et al.,

1985).

Subespécies Sorbitol Dulcitol Trealose
P. multocida subsp. multocida + - +
P. multocida subsp. septica - - +
P. multocida subsp. gallicida + + -

+ mais de 90% das amostras positivas.
- mais de 90% das amostras negativas.

Tabela 3 - Caracteristicas bioguimicas dos biovares de Pasteurella multocida (FEGAN;
BLACKALL; PAHOFF, 1995; BLACKALL; PAHOFF; BOWLES, 1997).

Biovar

Fermentagie T3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14
Xilose -+ 4+ -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Maltose - - - - - - - - - + - - -
Ornitina + + + + + + + + - + + - -
Trealose - + - + - - + - + o+ ; } )
Dulcitol - - - - - - - + - - - . .
Lactose - - - - - - - - - - + -+

+ mais de 90% das amostras positivas.
- mais de 90% das amostras negativas.
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APENDICE C - Genes de viruléncia selecionados, processo ou funcdo enzimatica
relacionada, sequéncia e referéncia dos primers, tamanho dos

amplicons.
. o . Referénciados  Amplicon
Gene Processo ou enzima Sequéncia dos primers (5°- 3°) primers (Eb)
proteina de CGCGTATGAAGGTTTAGGT
ompH membrana externa TTTAGATTGTGCGTAGTCAAC Ewers et al. (2006) 438
proteina de ATGAAAAAACTTTTAATTGCGAGC
omag? membrana externa TGACTTGCGCAGTTGCATAAC Bwers et al. (2006) 948
OmpA proteina de CGCATAGCACTCAAGTTTCTCC Tang etal. (2009) 201
p membrana externa CATAAACAGATTGACCGAAACG 9 ’
roteina de
sl p TCTGGATCCATGAAAAAACTAACTAAAGTA Kasten et al. (1997) 480
membrana externa AAGGATCCTTAGTATGCTAACACAGGACGACG
. . TTTGGTGGTGCGTATGTCTTCT
plpB lipoproteina AGTOACTTTAGATTGTGOGTAG Tang et al. (2009) 282
Lo . TACCAGAATTAGGCTACGC
sodA  superdxido dismutase GAAACGGGTTGCTOCCGCT Ewers et al. (2006) 361
o . AGTTAGTAGCGGGGTTGGCA .
sodC  superoxido dismutase TGGTGCTGGGTGATCATCATG Lainson et al. (1996) 235
. TGGCGGATAGTCATCAAG
hgbA captacéo de ferro COAAAGAACCACTAGCCA Ewers et al. (2006) 419
x ACCGCGTTGGAATTATGATTG
hgbB captacéo de ferro CATTGAGTACGGCTTGACAT Ewers et al. (2006) 788
fur regulagdo captagdo GTTTACCGTGTATTAGACCA Tang et al. (2009) 244
do ferro CATTACTACATTTGCCATAC getal
eXBD- etabolismo do ferro CGTGGTGATATTGATGCGGE Ewers et al. (2006) 1144
tonB GCATCATGCGTGCACGGTT :
- GTCCTATAAAGTGACGCCGA
nanB sialidase ACAGCAAAGGAAGACTGTCC Ewers et al. (2006) 554
. GAATATTTGGGCGGCAACA
nanH sialidase TTCTCGCCCTOTOATCACT Ewers et al. (2006) 360
Lo . TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC Doughty; Ruffolo;
PEfA fimbria do tipo IV TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCTGCTGG  Adler, (2000) 488
- AGCTGATCAAGTGGTGAAC
pfhA hemaglutinia TGGTACATTGGTGAATGCTG Ewers et al. (2006) 275
. TTGAGTCGGCTGTAGAGTTCG
hsf-1 adesina ACTCTTTAGCAGTGGGGACAACCTC Tang etal. (2009) 654
. TCTACCCATTCTCAGCAAGGC
tadD adesina ATCATITCOGGOATICACG Tang et al. (2009) 416
toxina CTTAGATGAGCGACAAGGTT
toxA dermonecrética GGAATGCCACACCTCTATA Ewers et al. (2006) 865
Sintetase do &cido TCAATGTTTGCGATAGTCCGTTAG
pmHAS hialurénico TGGCGAATGATCGGTGATAGA Tang etal. (2009) 430
hyaD- i ssintese capsula A TGCCAAAATCGCAGTCAG Townsend et al. (2001) 1044
hyaC p TTGCCATCATTGTCAGTG :
L , CATTTATCCAAGCTCCACC
bcbD  biossintese capsula B GCCCGAGAGTTTCAATCE Townsend et al. (2001) 760
L , TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
dcbF  biossintese capsula D CATCTACCCACTCAACCATATCAG Townsend et al. (2001) 657
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APENDICE D - indices de patogenicidade (IP) das 96 cepas de Pasteurella multocida
obtidos através de estudo in vivo por Pilatti (2014), conforme o
hospedeiro de origem.

Cepas de origem aviaria Cepas de origem suina
(n=56) (n=40)

Numero IP NUmero IP NUmero IP NUmero IP
1 2,99 29 8,92 57 1,17 85 1,58
2 7,9 30 8,87 58 4,89 86 1,67
3 4,43 31 6,43 59 1,75 87 3,89
4 2,29 32 5,46 60 5,24 88 7,2
5 7,8 33 4,88 61 6,65 89 5,26
6 3,31 34 3,27 62 6,42 90 7,25
7 7,44 35 5,63 63 1,25 91 2,42
8 7,57 36 4,69 64 8,27 92 3,6
9 8,26 37 5,17 65 3,5 93 2,25
10 9,13 38 9,33 66 8,75 94 6,11
11 6,58 39 8,6 67 5,44 95 1,33
12 8 40 8,44 68 6,31 96 1,33
13 9,67 41 7,36 69 4,73
14 7,82 42 9,18 70 7,5
15 7,92 43 8,93 71 2,6
16 8,08 44 7,75 72 1,33
17 7,42 45 7,69 73 3,79
18 5,83 46 7,75 74 7,75
19 8,51 47 8,13 75 3,12
20 7,93 48 6,56 76 4,44
21 7,92 49 8,5 77 5,81
22 8,58 50 8,25 78 4,93
23 6,93 51 8,69 79 6,77
24 3,95 52 4,8 80 2,1
25 5,07 53 2,17 81 2
26 8,06 54 4,39 82 1,08
27 8,25 55 1,33 83 1,42

28 0,17 56 4,56 84 2,5
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APENDICE E - Perfil de resisténcia antimicrobiana e classificacio de multirresisténcia

das 96 cepas de Pasteurella multocida avaliadas.

(continua)
Cepa Origem Resisténcia antimicrobiana Multirresisténcia
1 Ave ENR", TET, SOX Sim
2 Ave SOX -
3 Ave TET -
4 Ave TET, SOX -
5 Ave - -
6 Ave TET, SOX -
7 Ave SOX -
8 Ave SOX -
9 Ave SOX -
10 Ave SOX -
11 Ave SOX -
12 Ave - -
13 Ave ENR", SOX -
14 Ave - -
15 Ave ENR", SOX, SXT Sim
16 Ave SOX, SXT -
17 Ave - -
18 Ave SOX, SXT -
19 Ave SOX -
20 Ave SOX, SXT -
21 Ave SOX, SXT -
22 Ave - -
23 Ave SOX, SXT -
24 Ave TET, SOX, SXT Sim
25 Ave SOX, SXT -
26 Ave SOX -
27 Ave CIP", ENR" -
28 Ave ENR", ERY, TET, SOX Sim
29 Ave CIP", ENR", SOX -
30 Ave CIP", ENR", SOX -
31 Ave SOX -
32 Ave - -
33 Ave SOX, SXT -
34 Ave SOX -
35 Ave SOX -
36 Ave AMX, ERY", SOX, SXT Sim
37 Ave - -
38 Ave CIP” -
39 Ave CIP, ENR, SOX -
40 Ave CIP, ENR, SOX -
41 Ave CIP, ENR, SOX -
42 Ave TIO, CIP, GEN, ENR, TET, SOX, SXT Sim
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APENDICE E - Perfil de resisténcia antimicrobiana e classificacdo de multirresisténcia
das 96 cepas de Pasteurella multocida avaliadas.

(continuacao)

Cepa Origem Resisténcia antimicrobiana Multirresisténcia
43 Ave CIP, ENR", SOX -
44 Ave SOX -
45 Ave SOX -
46 Ave ERY", SOX -
47 Ave SOX -
48 Ave SOX -
49 Ave SOX -
50 Ave - -
51 Ave SOX -
52 Ave SOX -
53 Ave SOX -
54 Ave ENR, SOX -
55 Ave - -
56 Ave SOX -
57 Suino TET -
58 Suino SOX -
59 Suino - -
60 Suino SOX -
61 Suino SOX, SXT -
62 Suino GEN, ERY", SOX Sim
63 Suino ENR", ERY, TET, SOX Sim
64 Suino ERY" -
65 Suino ERY, SOX -
66 Suino ENR", ERY, TET, SOX, SXT Sim
67 Suino SOX, SXT -
68 Suino SOX -
69 Suino TIO", TET, SOX, SXT Sim
70 Suino SOX -
71 Suino SOX, SXT -
72 Suino SOX -
73 Suino TIO", CIP", ENR", ERY, TET, SOX, SXT Sim
74 Suino SOX, SXT -
75 Suino - -
76 Suino TIO", ERY, TET, SOX Sim
77 Suino SOX, SXT -
78 Suino SOX, SXT -
79 Suino TET, SOX, SXT Sim
80 Suino SOX -
81 Suino SOX -
82 Suino SOX -
83 Suino TIO, CIP", ENR", ERY, TET, SOX Sim
84 Suino TIO", CIP", ENR", ERY, TET, SOX Sim
85 Suino ERY, TET, SOX Sim
86 Suino TIO, CIP", ENR", ERY, TET, SOX, SXT Sim
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APENDICE E - Perfil de resisténcia antimicrobiana e classificacio de multirresisténcia
das 96 cepas de Pasteurella multocida avaliadas.

(conclusao)

Cepa Origem Resisténcia antimicrobiana Multirresisténcia
87 Suino TIO", ERY, TET, SOX Sim
88 Suino TIO", CIP", ENR", ERY, TET, SOX, SXT Sim
89 Suino - -
90 Suino SOX -
91 Suino ERY", SF -
92 Suino SOX -
93 Suino TET, SOX -
94 Suino - -
95 Suino TIO", ENR", ERY, TET, SOX, SXT Sim
96 Suino ENR", ERY, TET", SOX Sim

Legenda: AMX= amoxicilina, TIO= ceftiofur, CIP= ciprofloxacina, ENR= enrofloxacina,
ERY= eritromicina, GEN= gentamicina, SOX= sulfafurazol, SXT= sulfametoxazol +
trimetoprim, TET= tetraciclina.

“cepas intermedidrias ou parcialmente sensiveis através do teste de disco-difusdo em agar.
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APENDICE F- Distribuicio dos perfis genéticos das 96 cepas de Pasteurella multocida
de origem aviéria e suina conforme a presenca ou auséncia dos genes

analisados.
Frequéncia
Perfil  absoluta e Genes ausentes Hospedeiro
genético  relativa (%)
(n=96)
1 16 (16,67%) toxA; pfhA; dcbF; bebD; hsf-1 Ave/Suino
2 13 (13,55%) toxA; dcbF; bebD; hgbB; hsf-1 Ave/Suino
3 13 (13,55%) toxA; dcbF; behD; ompA; tadD Ave
4 9 (9,38%) toxA; dcbF; bcbD; hsf-1 Ave/Suino
5 7 (7,29%) toxA; dcbF; bebD; hsf-1; tadD Ave/Suino
6 4 (4,17%) toxA; pfhA; hyaD-hyaC; bcbD; pmHAS, tadD  Ave/Suino
7 3 (3,13%) toxA; pfhA; dcbF; bcbD; hsf-1; hgbB Ave
8 3 (3,13%) toxA; pfhA; dcbF; bebD; hsf-1; tadD Ave
9 3 (3,13%) toxA; pfhA; hgbA, nanH; dcbF; bcbD; hghB Ave/Suino
10 2 (2,08%) toxA; dcbF; bebD; hsf-1; ompA; tadD Ave
11 1 (1,04%) toxA; pfhA; dcbF, bcbD Suino
12 1 (1,04%) toxA; dcbF; bebD, hsf-1, pmHAS; tadD Ave
13 1 (1,04%) toxA;nanH; dcbF; bebD Ave
14 1 (1,04%) toxA; ptfA; dcbF; bebD, hsf-1, tadD Ave
15 1 (1,04%) toxA; pfhA; hyaD-hyaC; bcbD, psl; pmHAS; tadD Ave
16 1 (1,04%) toxA; pfhA; hgbA; dcbF; bcbD; hgbB Ave
17 1 (1,04%) toxA; nanH; dcbF; bchD; ompA; tadD Ave
toxA; pfhA; hyaD-hyaC; dcbF; bchD; ompA; Ave
18 1 (1,04%) pInA; hy p¥nH e P
19 1 (1,04%) toxA; pfhA; dcbF; bebD; hsf-1; tadD Ave
20 1 (1,04%) toxA; sodA; pfhA; dcbF; bebD; hsf-1 Ave
21 1 (1,04%) toxA,; fur; dcbF; bchD; ompA; tadD Ave
22 1 (1,04%) toxA; sodC; pfhA; dcbF; bcbD; ompA; tadD Ave
23 1 (1,04%) toxA; ptfA; dcbF; bcbD; hsf-1 Ave
toxA; nanH; nanB; sodC; fur; exbD-tonB; pfhA; Ave
24 1(1,04%) dcbF; bcbD; ompH; ompA;psl;plpB; tadpD
25 1 (1,04%) toxA; dcbF; bchD; ompA Ave
26 1 (1,04%) toxA; nanH: sodA; dcbF; bchD Ave
27 1 (1,04%) toxA; dcbF; bebD; ompH; ompA Ave
toxA; nanH; fur; exbD-tonB; dcbF; bchD; ompH; Ave
28 1(1,04%) ompA; psl; plpB; tadD P
29 1 (1,04%) toxA; ptfA; dcbF; bchD; ompA; tadD Suino
30 1 (1,04%) toxA; pfhA; nanH; dcbF; bebD; hsf-1; hgbB Suino
31 1 (1,04%) toxA; dchF; bchD Suino
32 1 (1,04%) pfhA; hyaD-hyaC; bebD; pmHAS; tadD Suino
33 1 (1,04%) toxA; pfhA; hyaD-hyaC; dcbF; bchD; pmHAS Suino

Em destaque os perfis genéticos comuns aos dois hospedeiros.
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APENDICE G - Perfil genético das 56 cepas de Pasteurella multocida isoladas de aves.
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APENDICE H - Perfil genético das 40 cepas de Pasteurella multocida isoladas de suinos.
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APENDICE | - Dendrograma UPGMA das 96 cepas de Pasteurella multocida analisadas
conforme a presenca e auséncia dos 22 genes de viruléncia.

Distancia meédia entre os agrupamentos

0.0 0.1 0.z 0.3 04

Legenda: circulo preto corresponde a isolados aviarios; circulo branco corresponde a isolados
suinos.
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ABSTRACT.- Furian T.Q, Borges KA, Rocha S.L.S., Rodrigues E.E, Nascimento VP, Salle
C.T.P. & Moraes HL.S. 2013, Detection of virulence-associated genes of Pasteurella mul-
tocida isolated from cases of fowl cholera by multiplex-PCR. Pesquisa Veteringria Bra-
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The current systems of breeding poultry, based on high population density, increase the
risk of spreading pathogens, especially those causing respiratory diseases and those that
have more than one host. Fowl Cholera (FC) is one such pathogen, and even though it repre-
sents one of several avian diseases that should be considered in the differential diagnosis of
notifiable diseases that present with sudden death, the pathogenesis and virulence factors
mmvolved in FC are still poorly understood. The objective of this study was to investigate
twelve genes related to virulence in 25 samples of Pasteurella muitocida isolated from FC
cases in the southern region of Brazil through the development of multiplex PCR protocols.
The protocols developed were capable of detecting all of the proposed genes. The ompH,
oma87, sodC, hgbA, hgbB, exBD-tonB and nanB genes were present in 1009 of the samples
(25/25), the sodA4 and nanH genes were present in 96% (24/25), ptf4 was present in 92%
(23/25), and pfhA was present in 60% (15/25). Gene tox4 was not identified in any of the
samples studied (0/25). Five different genetic profiles were obtained, of which P1 (negati-
ve to toxd) was the most common. We concluded that the multiplex-PCR protocols could be
useful tools for rapid and simultaneous detection of virulence genes, Despite the high fre-
quency of the analyzed genes and the fact that all samples belonged to the same subspecies
of P multocida, five genetic profiles were observed, which should be confirmed in a study
with a larger number of samples.

INDEX TERMS: Fowl cholera, avian pasteurellosis, virulence factors, multiplex-PCR, genetic profile.

RESUMO.- [Pesquisa de genes associados a viruléncia
em cepas de Pasteurella multocida isoladas em casos
de colera aviaria atraves da técnica de multiplex-PCR.]
0s atuais sistemas de criagdo na avicultura, baseados na
alta densidade populacional, aumentam os riscos de disse-
minagio de patogenos, especialmente das doengas respira-
torias e daquelas cujos agentes etiologicos possuam mais
de um hospedeiro. A Cdlera Avidria (CA) apresenta estas
caracteristicas e apesar de representar uma das patolo-
gias avidrias que deve ser considerada para o diagndstico
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ndria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gon-
galves 8824, Parto Alegre, RS 91540-000, Brazil. *Corresponding author:
thales furian@ufrgsbr
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diferencial de enfermidades com notificagdo obrigatoria
que cursam com morte sibita, a patogenia e os fatores de
viruléncia envolvidos na CA ainda estao pouco elucidados.
0 objetivo deste trabalho foi pesquisar doze genes associa-
dos 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. Os pro-
tocolos de multiplex-PCR desenvolvidos foram capazes de
detectar todos o5 genes propostos. 0s genes ompH, oma87,
sodC, hgbA, hgbB, exBD-tonB, nanB estiveram presentes
em 100% das amostras (25/25). Os genes sod4 e nanH em
96% (24/25), o gene ptfA em 92% (23/25) e o gene pfhd
em 60% {15/25). O gene toxA nio foi identificado em ne-
nhuma das amostras pesquisadas (0/25). Foram obtidos
cinco diferentes perfis genéticos, sendo P1 (negativo para
o gene tox4) o mais comum. Com este trabalho, concluiu-se
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Identification of The Capsule Type of Pasteurella
Multocida Isolates from Cases of Fowl Cholera by
Multiplex PCR and Comparison with Phenotypic
Methods

ABSTRACT

The ability of Pasteurella multocida to invade and multiply in its host
is enhanced by the presence of the capsule, one of the most important
virulence factors for this bacterium. Capsular typing methods are often
used in epidemiological and pathogenesis studies of this agent. Five
different serogroups have been identified based on serological typing.
However, such tests are laborious, and agglutination of homologous
antiserum may fail. The aim of this study was to develop a multiplex
PCR protocol for the identification of the hyaD-hyaC and dcbF genes
specific to serogroups A and D, respectively, and to compare these
results with those of phenotypic tests for 54 strains isolated from
fowl cholera cases in southern Brazil. The kappa coefficient and chi-
square statistics were calculated to assess the agreement between the
diagnostic methods and to determine the significance of the results,
respectively. The multiplex PCR was able to detect the evaluated genes.
Forty-nine strains (90.74%) were dassified into serogroup A, and
only two isolates (3.7%) were not identified as belonging to any of
the serogroups analyzed. In contrast, with the phenotypic tests, only
41 strains (75.93%) were classified into serogroup A and 11 samples
(20.37%) were unidentifiable. Of the strains analyzed, 70.37% were
classified into the same serogroup (A) by both methods, and the kappa
coefficient (k = 0.017) indicated poor agreement between the tests.
Thus, multiplex PCR is an alternative for P multodda capsular typing,
as it allows the simultaneous and rapid detection of genes and also
provides a greater strain-typing capacity.

INTRODUCTION

Members of the family Pasteureliaceae are implicated in a number
of diseases, many of which with respiratory signs (Nascimento et al.,
2009). One member of this family, Pasteuralla multodda, is the causative
agent of multiple different diseases that have great economic impact on
animal production, incdluding hemorrhagic septicemia in cattle, atrophic
rhinitis in swine and fowl cholera (FC) in domesticated and wild birds
(Harper et al., 2006; Glisson, 2008; Rigobelo et al., 2013).

The ability of 2 multoada to invade and multiply within the host is
enhanced by the presence of its capsule, a polysaccharide structure that
is one of the most important virulence factors for this spedes (Wilkie
et al, 2012). Functions assigned to the capsule include desiccation
resistance, antiphagocytic activity and interaction with the complement
system (Boyce et al., 2000). Additionally, there are conflicting reports
in the literature regarding the possible role of capsule in the adhesion
to host cells and tissues (Harper et al., 2012). The importance of the
capsule in P multodda adherence possibly depends on its strain and
host cell type (Pruimboom et al., 1996).
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ABSTRACT

Pasteurella multocida causes atrophic rhinitis in swine and fowl cholera in birds. and is a secondary
agent in respiratory syndromes. Pathogenesis and virulence factors involved are still poorly understood.
The aim of this study was to detect 22 virulence-associated genes by PCR. including capsular
serogroups A, B and D genes and to evaluate the antimicrobial susceptibility of P. multocida strains
from poultry and swine. ompH, oma87. plpB. psl. exbD-tonB, fur. hgbA, nanB, sodA. sodC. ptfd were
detected in more than 90% of the strains of both hosts. 91% and 92% of avian and swine strains.
respectively. were classified in serogroup A. foxd and Asf~] showed a significant association to
serogroup D: pmHAS and pfhA to serogroup A. Gentamicin and amoxicillin were the most effective
drugs with susceptibility higher than 97%; however. 76.79% of poultry strains and 85% of swine strains
were resistant fo sulphonamides. Furthermore. 19.64% and 36.58% of avian and swine strains.
respectively. were multi-resistant. Virulence genes studied were not specific to a host and may be the
result of horizontal transmission throughout evolution. High multidrug resistance demonstrates the need
for responsible use of antimicrobials in animals intended for human consumption. in addition to
antimicrobial susceptibility testing to P. multocida.

Key-words: pasteurellosis, virulence factors. multiplex-PCR, antimicrobial susceptibility

INTRODUCTION

Pasteurella multocida is a normal inhabitant of the
respiratory tract of healthy animals (Samuel ef al.. 2007);
however. it is an enigmatic pathogen known for being
associated with a diversity of respiratory syndromes that can
affect a range of host species (Wilkie ef al.. 2012).
Moreover. it is either the primary causative agent or presents
a major role in the evolution of certain diseases of economic
impact. such as atrophic rhinitis in pigs and fowl cholera
(FC) in avian species (Wilkie et al., 2012).

The variability of the clinical signs in cases of
pasteurellosis is possibly explained by the alteration of the
commensal relationship between host and bacteria, as well
as by the presence of virulence factors that differ several
variants of one species of this pathogenic microorganism
(Samuel er al., 2007; Vieira, 2009). Some molecular studies
have been developed to identify genes related to virulence in
P. multocida. but little is known regarding the virulence

gene content between P. multocida strains in different

animal hosts (Ewers ef al.. 2006; Bethe ef al.. 2009: Tang et
al.. 2009). The capsule is one of the major virulence factors
identified in P. multocida (Harper et al.. 2006). and the
genes required for the synthesis and transport of these
capsular types are encoded within a single region of the
genome (Townsend ef al. 2001). All strains can be
classified into five different capsular types or serogroups (A.
B. D. E and F) according to the presence of capsular
antigens (Harper er al.. 2006).

Although the strains are generally susceptible to the
majority of antimicrobials (Huang ef al.. 2009). the
increased incidence of multidrug-resistant pathogenic
bacteria has been widely reported in the last several decades
(Tang et al. 2009). Compared with human specific
pathogens. even less data are available on resistance patterns
in pathogens exclusively found in food animals (Wassenaar
and Silley. 2008). However. the knowledge and the control

of antibiotic treatment in P. multocida are important.
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RESUMO: Além de ser o agente causador da colera aviaria nas aves, a bactéria Pasteurella
muitocida também se constitui em um dos microrganismos comensais ou patégenos oportunistas
mais prevalentes, especialmente envolvido em enfermidades respiratorias em distintos
hospedeiros. Contudo, o conhecimento sobre a patogenia desta bactéria ainda ¢ restrito, assim
como a identificagdo de fatores de viruléncia relacionados com a variabilidade da manifestagio
clinica nas aves. O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo fenotipica de 56 cepas de P.
multocida através da classificagdo da subespécie e do biovar dos isolados e a caracterizagdo
molecular das cepas por PCR-RFLP a partir da andlise dos genes ompH e oma87. Por iltimo, 22
genes de viruléncia anteriormente pesquisados foram relacionados com os indices de
patogenicidade in vivo das cepas também obtidos em estudos anteriores. Dentre os 56 isolados de
origem avidria, 87,5% (49/56) das cepas foram classificados na subespécie multocida, ocorrendo
diferenca significativa (p<0,001) em relagdo a frequéncia das subespécies septica e gallicida. O
biovar 3, seguido dos biovares 13 e 9, foram os mais comuns, sendo identificados em 35,7%
(20/56), 23.2% (13/56) e em 12,5% (7/56) dos casos, respectivamente. O PCR-RFLP a partir do
gene ompH permitiu a classificagio dos isolados em sete grupos, sendo predominante o grupo II
(42,11%), enquanto a mesma técnica a partir do gene ompA gerou um unico perfil para todos as
cepas. A auséncia do gene pfhii4 indicou a presenca de cepas de patogenicidade intermediaria e, em
segundo lugar, de cepas de baixa patogenicidade. Por outro lado, a presenga do mesmo gene
indicou a ocorréncia de cepas de patogenicidade alta e, em segundo lugar, de cepas intermedidarias.
O protocolo de PCR-RFLP foi capaz de caracterizar os isolados e consiste em uma alternativa na
analise da diversidade das cepas em estudos de epidemiologia molecular. O screening de detecgio
dos 22 genes de viruléncia e de inferéncia através dos modelos de arvores de decisio,
comparando-se os indices de patogenicidade anteriormente formulados, permite a identificagdo das
cepas mais patogénicas de P. multocida.

Palavras-chave: pasteurelose, gene ompH, aves, marcador patogénico

INTRODUCAO: A bactéria Pasteurella
multocida ¢ um patégeno enigmatico
conhecido pela diversidade de sindromes
em que estd associada e pela grande
extensdo de hospedeiros que pode
acometer (WILKIE; HARPER: ADLER,
2012). Entre as centenas de bactérias que
habitam a cavidade oral e nasal dos
animais, os constituintes da familia
Pasteurellaceae estio  entre 0s
MICrorganismos comensais ou patogenos
oportunistas mais prevalentes,
especialmente envolvidos em
enfermidades respiratérias (HARPER;
BOYCE; ADLER, 2006; WILSON; HO,
2013). Além disto, sdo agentes primarios

ou que apresentam o principal papel na
evolugdo de determinadas doengas. Entre
estas, P. multocida ¢ o agente causador da
septicemia hemorrdgica em bovinos, da
rinite atrofica em suinos, além da CA em
aves, todas doencas de grande impacto
econdmico nos animais (HARPER;
BOYCE; ADLER, 2006; GLISSON,
2008; WILKIE; HARPER: ADLER,
2012).

A biotipificagdo pode apresentar
um menor valor em  estudos
epidemioldgicos quando comparada com
outras técnicas moleculares, contudo
consiste no método mais tradicional para
identificacdo de uma espécie bacteriana



