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RESUMO

A necessidade de otimizar o uso dos recursos disponiveis, além de manter a competitividade
no setor avicola justificam o emprego do sistema atual de criacdo baseado em altas densidades
populacionais. Contudo, a elevada concentracdo de aves por unidade de area torna os lotes
mais suscetiveis a infeccGes por organismos patogénicos e a propagacdo destes, através de
diferentes unidades de producdo. Estas caracteristicas de criagdo associadas a condicbes
sanitarias precarias sdo fatores primordiais para que doengas como a colera aviaria (CA)
causada pela bactéria Pasteurella multocida se instale. Geralmente, a CA apresenta-se de
forma aguda e com altos indices de morbidade e de mortalidade. Os fatores de viruléncia da
P. multocida envolvidos na patogenia de CA ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. O
tratamento se da através do uso de antimicrobianos com variagdo de sucesso na terapéutica.
O objetivo do trabalho foi determinar o perfil de sensibilidade e de resisténcia antimicrobiana
in vitro frente a 12 antimicrobianos e detectar dois genes candidatos a viruléncia (Pm0762 e
Pm1231) através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em 25 amostras de P.
multocida isoladas de aves. Os resultados do antibiograma revelam que as amostras de P.
multocida foram sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados, embora tenha sido
observado certo grau de resisténcia antimicrobiana. A maior resisténcia encontrada foi com a
tetraciclina (8%), seguida da neomicina (4%). Os antimicrobianos amoxicilina, ampicilina,
ceftiofur, doxiciclina, florfenicol, gentamicina e a combinacdo de sulfametoxazol +
trimetoprim apresentaram 100% de sensibilidade a todas as amostras. Os resultados sugerem
que alguns cuidados devem ser tomados no uso da terapia antimicrobiana. Através da técnica
de PCR foi possivel fazer a amplificagdo especifica dos fragmentos dos genes Pm0762 e
Pm1231 de todas as amostras. A detecgdo dos genes que regulam a transcricdo (Pm0762 e
Pm1231) merece um estudo mais aprofundado envolvendo os mecanismos de regulacéo
molecular associados a viruléncia da P. multocida. A associacdo das duas ferramentas
empregadas neste trabalho (antibiograma e PCR) poder&o contribuir para um controle mais

eficaz da CA e oferecer estratégias de prevencao contra a P. multocida.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, PCR, antibiograma, célera aviaria



ABSTRACT

The need to optimize use of available resources while maintaining the competitiveness of the
poultry sector justify the use of the current system based on creating high population
densities. However, the high concentration of birds per unit area makes lots more susceptible
to infections by pathogens and the spread of these through different production units. These
features associated with creating unsanitary conditions are primary factors for diseases such
as fowl cholera (FC) caused by the bacterium Pasteurella multocida to install. Generally, the
FC presents acutely and with high rates of morbidity and mortality. The virulence factors of
P. multocida involved in the pathogenesis of FC are not yet fully understood. The treatment is
through the use of antimicrobial agents with varying success in therapy. The objective of this
study was to determine the sensitivity and antimicrobial resistance in vitro against 12
antimicrobial agents and detect two candidate genes for virulence (Pm0762 and Pm1231) by
Polymerase Chain Reaction (PCR) in 25 samples of P. multocida isolated from avian. The
results of susceptibility testing revealed that samples of P. multocida isolated from birds were
susceptible to most antimicrobials tested, although it was observed some degree of
antimicrobial resistance. The greatest resistance was found with tetracycline (8%), followed
by neomycin (4%). The antibiotics amoxicillin, ampicillin, ceftiofur, doxycycline, florfenicol,
gentamicin and the combination of sulfamethoxazole and trimethoprim showed 100%
sensitivity for all samples. The results suggest that some care must be taken in the use of
antimicrobial therapy. By PCR it was possible to specific amplification of gene fragments
Pm0762 and Pm1231 of all samples. The detection of genes that regulate transcription
(PmO0762 and Pm1231) deserves further study involving the molecular regulation mechanisms
associated with the virulence of P. multocida. The combination of two tools used in this study
(antibiogram and PCR) may contribute to more effective control of the FC and offer

prevention strategies against P. multocida.

Keywords: Pasteurella multocida, PCR, antibiogram, fowl cholera
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa posicdo de destaque no cenédrio mundial da avicultura por ser o maior
exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango. Na producéo de carne de frango, o
setor atingiu recorde de producdo de frangos em 2010, aproximando o pais do segundo posto
mundial. Em exportacdes, registrou-se novo recorde histérico em volume, com total de 3,8
milhdes de toneladas de frangos, exportadas para mais de 150 paises. A producdo de carne de
frango chegou a 12,2 milhGes de toneladas em 2010, correspondendo a um crescimento de
11,38% em relagdo a 2009. O crescimento em 2010 foi impulsionado, principalmente pelo
aumento de consumo de carne de frango e pela expansdo de 5,1% nas exportacGes. Para
elucidar essa expansdo das exportacoes, a participacdo do frango brasileiro nas importacoes
chinesas aumentou em mais de 1000% de 2009 para 2010. Do volume total de frangos
produzido pelo pais, 69% foi destinado ao consumo interno, e 31% para exportagdes.
(PRODUCAO ANIMAL-AVICULTURA, 2011; UBABEF, 2011).

A regido sul do Brasil é responsavel por mais de 70% da exportacdo de frangos do
pais. O estado de Santa Catarina é o maior exportador (26,71%), seguido do Parana (26,19%)
e do Rio Grande do Sul (20,95%). No ano de 2010, os maiores importadores da carne de
frango brasileira foram o Oriente médio (1,365 milh&o de toneladas), Asia (1,008 milhdo de
toneladas) e Africa (495,3 mil toneladas) (UBABEF, 2011). A avicultura é um setor da
economia brasileira que tem grande importancia sécio-econdémica por gerar cerca de 4,5
milhdes de empregos (diretos e indiretos). Somente no Rio Grande do Sul, gera 45 mil
empregos diretos e 860 mil atividades indiretas, assim fortalecendo a economia dos
municipios e atuando como fator de fixacdo da méo de obra familiar no meio rural (TURRA,
2010).

O pais tem sido competente em manter o status sanitario dos plantéis avicolas de
acordo com os padr@es internacionais. As principais barreiras nao-tarifarias que regem as
exportacOes de carne de frango sdo, de modo geral, de ordens técnicas, sanitarias e agricolas
(fitossanitarias) (ALVES, 2008).

Neste cenario, destacam-se as doengas de origem bacteriana, as quais tém
desencadeado grandes perdas econdmicas a inddstria avicola devido aos atuais sistemas de
criagdo, baseados na alta densidade populacional que aumentam os riscos de disseminagéo de

doencas, especialmente se forem negligenciadas as medidas de biosseguridade. Entre as
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doencas que podem trazer prejuizos a avicultura brasileira, encontra-se a colera aviaria (CA)
causada pela bactéria Pasteurella multocida.

O termo pasteurelose resume um grupo de enfermidades infecciosas causadas por
microrganismos pertencentes ao género Pasteurella. Atualmente, dez géneros compdem a
familia Pasteurellaceae e algumas espécies responsaveis por causarem doengas nas aves sao:
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Avibacterium gallinarum, A.
paragallinarum e Gallibacterium anatis.

A P. multocida é uma bactéria Gram negativa e tem sido identificada como agente
causador de diversas doencas de importancia econdmica nos animais. Este microrganismo
parasita 0 epitélio da cavidade oral e do trato respiratorio superior de animais sadios e
ocasionalmente de humanos.

A colera aviaria ou pasteurelose é uma doenca contagiosa que afeta aves domésticas,
aquaticas e silvestres. Usualmente ocorre como uma fulminante doenca septicémica associada
com alta morbidade e mortalidade gerando grandes perdas econdmicas. O tratamento da CA
com antimicrobianos tem contribuido para o controle de surtos. O sucesso do tratamento
depende muito da rapidez e eficiéncia do diagndstico e escolha correta da droga. Em fungéo
dos mecanismos conhecidos de resisténcia bacteriana, torna-se fundamental a realizagdo de
antibiograma para obter sucesso na terapéutica.

A P. multocida possui diversos mecanismos moleculares associados com a adaptacdo
e sobrevivéncia, viruléncia e patogenicidade, resisténcia antimicrobiana, entre outros. Com
relacdo aos fatores associados a viruléncia e patogenicidade, encontram-se 0s genes
reguladores de transcricdo que desempenham um papel importante na adaptacéo,
sobrevivéncia e viruléncia da bactéria.

O objetivo do trabalho foi determinar o perfil de sensibilidade e de resisténcia
antimicrobiana in vitro frente a 12 antimicrobianos e detectar dois genes candidatos a
viruléncia (Pm0762 e Pm1231) atraves da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

em 25 amostras de P. multocida isoladas de aves.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O termo pasteurelose resume um grupo de doengas infecciosas causadas por
microrganismos pertencentes ao género Pasteurella. Atualmente, dez géneros compdem a
familia Pasteurellaceae (NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009). A taxonomia desta
familia passou por recentes reclassificacbes de espécies em funcdo do avanco de técnicas que
revelam o grau de parentesco entre as bactérias (BLACKALL et al., 2005). Os
microrganismos que fazem parte dessa familia estdo envolvidos em uma grande variedade de
doencas com sintomatologia predominantemente respiratéria em diversos hospedeiros
(BISGAARD, 1993).

2.1 Pasteurella multocida

A P. multocida é o agente etioldgico causador da célera aviaria (CA). E uma bactéria
Gram negativa (0,25 a 0,4mm de largura por 0,6 a 2,5mm de comprimento), bacilo bipolar
imovel que cresce em &gar sangue sem provocar hemolise e ndo cresce em agar MacConkey.
N&o forma esporo e pode ocorrer isoladamente, em pares e, ocasionalmente, em cadeias ou
filamentos, sendo que geralmente esta tendéncia ao pleomorfismo surge depois de repetidos
cultivos em &gar. A cépsula pode ser demonstrada em culturas isoladas recentemente através
de métodos indiretos de coloracdo. O crescimento da bactéria se da tanto em aerobiose quanto
em anaerobiose com temperatura de crescimento 6tima a 37°C e com pH entre 7,2 a 7,8. O
emprego de meios contendo extrato de carne, peptona e hidrolisado de caseina estimula o
crescimento da bactéria. O soro ou sangue de alguns animais inibem o crescimento da P.
multocida. Esta inibicdo € maior com sangue de equinos, bovinos, ovinos e caprinos. O
sangue de galinhas, patos, suinos e bufalos possuem pouco ou nenhum efeito inibidor (RYU,
1961). Agar dextrose com 5% de soro de ave é um excelente meio para isolamento e
crescimento da bactéria (GLISSON, HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008).

A morfologia macroscopica da col6nia observada com o emprego de luz obliqua €
uma das caracteristicas mais usadas no estudo da P. multocida. Em isolamentos primarios de
aves com CA aguda, as coldnias podem aparecer iridescentes, de tamanho médio (2 a 3mm),
circulares, opacas, geralmente lisas, convexas, translicidas, brilhantes e patogénicas. Em
casos cronicos de CA, as colbnias sdo azuis, pequenas (1 a 2mm), circulares, lisas, convexas
ou planas, translucentes e de viruléncia relativamente baixa. O terceiro tipo é intermediario

em suas propriedades de viruléncia e iridescéncia. As propriedades fenotipicas fisioldgicas da
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P. multocida sdo utilizadas para identificacdo e diferenciacdo das espécies. A P. multocida
ndo produz gas, mas produz oxidase, catalase, peroxidase e apresenta odor caracteristico
(GLISSON, HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008).

As cepas de P. multocida sdo convencionalmente classificadas em 5 sorogrupos (A, B,
D, E e F) baseados nos antigenos capsulares e estdo relacionados com a patogenicidade. Os
microrganismos pertencentes as cepas A e D normalmente infectam hospedeiros aviarios,
sendo que a subespécie multocida e o sorogrupo A sdo mais frequentemente isolados de casos
da forma mais severa de CA. As amostras mais patogénicas séo encapsuladas e a perda ou
auséncia da céapsula tem relacdo com bactérias de baixa patogenicidade. As cepas de P.
multocida também sao classificadas em 16 sorotipos de acordo com a presenca dos antigenos
somaticos (1 — 16), sendo que todos ja foram encontrados em aves, dos quais 0 1, 3, 4 e
cruzamento entre 3 e 4 sdo os mais comuns (BACK, 2010; NASCIMENTO; GAMA,;
CANAL, 2009).

Segundo Hunt; Adler; Townsend (2000), o uso de técnicas baseadas na apresentacao
dos antigenos capsulares e somaticos e dos perfis de fermentacdo bioguimica fornece
informacdes insuficientes para estudos epidemiolégicos. Alguns autores estdo estabelecendo e
propondo novas caracterizagdes das cepas de P. multocida através de técnicas moleculares
baseadas em regides especificas do genoma bacteriano (BLACKALL; MIFLIN, 2000;
SHIVACHANDRA et al.,, 2006; SHIVACHANDRA; KUMAR; CHAUDHURI, 2008;
CHRISTENSEN; BISGAARD, 2010).

A patogenicidade ou a viruléncia da P. multocida é complexa e bastante varidvel. A
intensidade dos sinais clinicos e a gravidade da doenca variam de acordo com o hospedeiro,
bem como as variagcbes do sistema imune e as condi¢cbes de contato entre a cepa e 0
hospedeiro (GLISSON, HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008).

A P. multocida também atua como um patégeno oportunista para o0s seres humanos e
em geral estd associada a mordidas ou arranhaduras de cédes e gatos resultando em graves
infecgdes localizadas ou sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(BISGAARD, 1993; FREDERIKSEN, 1993). Apesar da P. multocida ter condigdes de causar
doenca no homem, ndo ha evidéncias de que amostras isoladas de aves sejam patogénicas
para 0S humanos ou que constituam algum risco para a saude publica (BACK, 2010;
GLISSON, HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008; NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009).
A CA ndo tem nenhuma relagdo com a célera humana, pois tratam-se de agentes etiolégicos
diferentes. Além da CA, as principais doencas de importancia econdmica causadas pela P.
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multocida sdo: rinite atréfica em suinos, broncopneumonia enzo6tica em bovinos e ovinos,

septicemia hemorragica em bovinos e bufalos e coriza em coelhos (DZIVA et al., 2008).

2.2 Célera Aviaria

A colera aviaria (CA) é uma doenga infecciosa aguda de origem bacteriana que
acomete aves domésticas, aquéticas e silvestres. De ocorréncia mundial e amplamente
distribuida na natureza, esporadicamente provoca graves perdas econdmicas em funcdo da
alta mortalidade e, em outras ocasifes, ndo é tdo significativa devido a variabilidade da
viruléncia das cepas e do status imunitario das aves. No Brasil, em fun¢do da maximizacao do
uso das instalagcdes com menor intervalo de vazio sanitario entre os lotes e aumento da
densidade de aves, a incidéncia de CA esta sendo descrita principalmente em exploragdes
industriais de perus e em galinhas matrizes pesadas. Também tem sido descrita em criacGes de
aves semi-extensivas e caipiras em alguns paises (NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009).

A doenca é classificada de duas formas: aguda e cronica. Na forma classica aguda, de
carater septicémico, a observagdo da morte pode ser a Unica indicacdo da doenca e as aves sao
encontradas com boa condigdo corporal. No estagio terminal da CA, a morte é causada por
uma bacteremia massiva com hiperemia passiva generalizada, sendo um indicativo de choque
atribuido a acdo de endotoxinas. Em uma forma menos severa da doenca, é possivel observar
depressdo, perda de apetite, descarga mucdide nasal, cianose na crista e barbelas e diarréia
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000). A forma crbnica ¢ menos freqliente e quando ocorre,
sdo em aves sobreviventes da forma aguda ou infectadas com cepa de baixa patogenicidade.
Os sinais variam de acordo com o local de infecgcéo e s&o normalmente limitados a infecgdes
localizadas envolvendo articulagGes, cavidade peritoneal, oviduto e inflamagéo das barbelas.
Em poedeiras, pode haver queda na produgéo de ovos (BACK, 2010; GLISSON, HOFACRE,
CHRISTENSEN, 2008; NASCIMENTO; GAMA; CANAL, 2009). Entretanto, cabe ressaltar
que nenhum destes sinais clinicos sdo patognoménicos da doenca (MORAES, H.L.S.,
comunicagao pessoal).

A presenca e a intensidade das lesfes variam de acordo com a severidade do surto. Em
caso de septicemia aguda as lesbes podem estar ausentes, mas de modo geral observa-se
hiperemia, congestdo generalizada e petéquias ou hemorragias nas mucosas e serosas do
coragdo, gordura abdominal, moela, intestino e pulméo. O figado pode estar com aumento de
volume, congesto e com focos de necrose puntiformes. No caso de infeccdo aguda em perus, é

comum observar pneumonia com acimulo de exsudato fibrino-caseoso no pulmdo. Em
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poedeiras e matrizes de corte pode ocorrer postura abdominal, ooforite, atresia folicular
ovariana e peritonite. Nos casos cronicos, lesbes inflamatdrias podem estar localizadas ou
relacionadas com artrite, peritonite, salpingite, edema facial, acimulo de exsudato caseoso no
ouvido médio, no saco conjuntival e na barbela. Em perus é comum encontrar fibrose
pulmonar (BACK, 2010).

A porta de infeccdo preferencial da P. multocida é o trato respiratorio superior das
aves, no entanto, a inoculagdo experimental via ocular, nasal e oral também gera leses tipicas
e uma bacteremia progressiva, indicando que outras membranas mucosas também podem
servir como portas de entrada (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000). Provavelmente, a P.
multocida tenha maior importancia atuando como agente secundario em enfermidades
causadoras de imunossupressdo e também associada aos agentes causadores primarios de
enfermidades respiratdrias. A infeccdo € mais comum que a manifestacdo clinica da doenga, e
normalmente ocorre em consequéncia do manejo imprdprio e doengas intercorrentes
(NASCIMENTO; GAMA,; CANAL, 2009).

E possivel que todas as espécies aviarias sejam suscetiveis a infeccdo pela P.
multocida, sendo que as aves domeésticas e 0s perus as mais afetadas, provavelmente devido a
exploracdo comercial. Os perus sdo mais suscetiveis a infeccdo do que as galinhas podendo a
mortalidade chegar atingir 90 a 100% do lote em 48 horas se a cepa for altamente virulenta.
Nas galinhas, é mais comum observar a morte em poedeiras no inicio da fase de producdo,
pois estdo mais suscetiveis do que aves com menos de 16 semanas de idade. Em galinhas
naturalmente infectadas, a mortalidade pode chegar até 20% do plantel, com ocorréncia de
grandes perdas econdmicas. E praticamente impossivel afirmar com certeza como a bactéria é
introduzida na granja, porém aves cronicamente infectadas e as sobreviventes de surtos de CA
sdo consideradas a principal fonte de infecgdo para hospedeiros suscetiveis, seguidas de gatos
e de ratos que sdo carreadores do agente sem manifestacdo clinica da doenca (GLISSON,
HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008; NASCIMENTO; GAMA,; CANAL, 2009).

A transmissdo ocorre somente pela via horizontal de ave para ave através de excre¢oes
orais, nasais e conjuntivais de aves portadoras que disseminam a bactéria pelo ambiente.
Outras fontes de infecgdo séo carcagas de aves que morreram por CA, equipamentos, insetos e
pessoas que tiveram contato com aves infectadas. Na avicultura comercial, a doenca é
disseminada rapidamente no momento em que é introduzida no lote, devido ao estreito
contato entre as aves, contaminagdo da agua e instalagdes. A transmissdo vertical ndo
representa um risco (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000; NASCIMENTO; GAMA;
CANAL, 2009).
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O histdrico da doenca, sinais clinicos e as lesdes macroscopicas fornecem informagées
Uteis para o diagndstico presuntivo, mas séo insuficientes para o diagndstico definitivo, que s6
sera possivel com o isolamento e identificacdo do agente. Para a deteccdo de infecgBes
subclinicas e portadores, a inoculacdo de amostras suspeitas em ratos é recomendada, porém o
uso de técnicas moleculares e tentativas de isolamento em meios seletivos sdo boas
alternativas. A aplicacdo de boas praticas de manejo e rigorosas medidas de biosseguridade
sdo fundamentais para a prevencdo de surtos de CA. A vacinagdo podera ser utilizada em
areas onde a CA ¢ prevalente, sendo que no Brasil, existe uma vacina inativada que protege
somente contra 0s sorotipos 1 e 3. A vacinacdo ndo deve substituir as boas praticas sanitarias
(BACK, 2010; GLISSON, HOFACRE, CHRISTENSEN, 2008; NASCIMENTO; GAMA;
CANAL, 2009).

2.3 Resisténcia antimicrobiana

A avicultura industrial ndo pode prescindir do uso de antimicrobianos seja para fins
terapéuticos e/ou profilaticos. Os antimicrobianos também sdo bastante utilizados como
melhoradores de desempenho produtivo (agentes promotores de crescimento) através da dieta
(4gua ou racdo) em dosagens subterapéuticas. E fundamental conhecer as propriedades de
cada antimicrobiano, suas indicagOes e a dosagem correta para se obter sucesso no tratamento
do processo infeccioso. Os principios gerais para o uso dos antimicrobianos envolvem o
conhecimento da triade: agente etioldgico, antibiotico e o hospedeiro (ave). Como sabe-se que
ha variacdo na suscetibilidade de cada hospedeiro e que as cepas de locais diferentes podem
apresentar variagdes na infectividade, é imprescindivel a realizacdo de testes in vitro para
determinar a escolha do melhor farmaco para cada situacéo e regido (SPINOSA et al., 2005;
ROSTAGNO, 2011).

A terapia antimicrobiana é uma ferramenta eficaz contra a CA. Diversos
antimicrobianos tem sido utilizados com bons resultados para o tratamento da CA. O sucesso
dependera da rapidez e da eficiéncia do diagndstico e escolha correta do farmaco. Em fungéo
dos mecanismos conhecidos de resisténcia bacteriana, intrinseca ou adquirida, torna-se
fundamental a realizacdo de antibiograma para sucesso na terapéutica (WALSH, 2000). A
literatura cita diversos farmacos para o controle da CA, e geralmente, as drogas de escolha sao
a base de sulfas, tetraciclina, eritromicina, estreptomicina e penicilina com bons resultados na
maioria das vezes. Estas drogas podem ser administradas via agua de bebida ou misturadas a
racdo (BACK, 2010; SPINOSA et al., 2005; NASCIMENTO; GAMA,; CANAL, 2009).
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Para que a terapéutica apresente maior eficacia, é necessario isolar o agente causador
da doenca e definir a sua sensibilidade in vitro frente aos antibidticos. No entanto, devido ao
tempo necessario para a emissdo de um resultado laboratorial e a necessidade de rapidez no
tratamento, € comum iniciar a terapia antimicrobiana contra o suposto patdgeno
imediatamente apds os primeiros sinais clinicos. A eficiéncia deste tratamento pré-
diagnostico, baseado somente na apresentacdo clinica da doenca, é duvidosa; ainda que a
escolha dos antibidticos seja baseada na experiéncia ou opinido de especialistas. O uso
excessivo e indiscriminado desses agentes antimicrobianos exerce uma pressao seletiva sobre
0s genes que codificam a resisténcia aos antibiéticos (WALSH, 2000; KEHRENBERG et al.,
2001a; SELLYEI et al., 2009). Desta forma, torna-se fundamental a realizacdo de testes
periodicos de sensibilidade frente aos antibioticos empregados, pois permitem implementar
medidas de controle eficazes e proporcionar a selecdo adequada do antimicrobiano para o
tratamento das aves (SELLYEI et al., 2009).

2.4 Fatores associados a viruléncia

A viruléncia da P. multocida com relacdo a CA é complexa e variavel, depende da
cepa, da espécie do hospedeiro, das variagdes entre 0s dois e das condi¢Ges de contato entre
eles. Em geral, a P. multocida é um habitante normal das vias aéreas superiores dos animais e
pode subitamente demonstrar patogenicidade quando o equilibrio entre hospedeiro e agente é
quebrado. Para iniciar uma infeccdo, a P. multocida deve primeiro colonizar a parte superior
do trato respiratorio, aderir e invadir as células epiteliais. A capacidade da P. multocida
invadir e se reproduzir no hospedeiro € aumentada pela presenca da capsula que envolve a
bactéria. Nenhum fator de viruléncia tem sido associado, isoladamente, com a patogenicidade
da amostra. Entretanto, a capsula e os lipopolissacarideos sdo considerados como 0s mais
importantes fatores de viruléncia da P. multocida, embora outros fatores possam influenciar o
resultado de infecgdes (SNIPES; GHAZIKHANIAN; HIRSH, 1987; TSUJI; MATSUMOTO,
1989, citados por CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000). Os demais fatores que estdo mais
associados a viruléncia sdo: endotoxinas, proteinas externas de membrana, sistemas de
aquisicdo de ferro, proteinas de choque térmico, producdo de neuraminidase e enzimas de
clivagem de anticorpos (HUNT; ADLER; TOWNSEND, 2000; HUNT et al., 2001; EWERS
et al., 2006; HARPER; BOYCE; ADLER, 2006; STEEN et al., 2010).

Recentemente, Liu; Lawrence; Austin (2004), analisaram o0 genoma da P. multocida e

compararam com outras sequencias de DNA de outros microrganismos e identificaram dois
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supostos genes de viruléncia (Pm0762 e Pm1231) que modulam a regulagdo da transcricéo e
que estdo presentes exclusivamente neste agente. Os genes reguladores da transcri¢éo
desempenham um papel importante na adaptacéo e na sobrevivéncia de bactérias. Os autores
acreditam que os supostos genes reguladores da transcricdo sdo espécie-especificos, e que
métodos moleculares (PCR) visando a amplificacdo de fragmentos desses genes fornecem, de
forma répida e precisa, a diferenciacdo da P. multocida de outras bactérias. Além disso,
PmO0762 e Pm1231 podem proporcionar sequencias adicionais para fins de diagnostico. A
identificacdo e analise desses genes reguladores de transcricdo em P. multocida podem ajudar
a melhorar o entendimento sobre os mecanismos moleculares de adaptagédo, sobrevivéncia e
viruléncia da P. multocida. Atualmente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas com diferentes
microrganismos envolvendo os genes que regulam a transcrigdo para fornecer novos detalhes
sobre 0s mecanismos moleculares de sobrevivéncia e de patogenicidade, e em Gltima anélise,
contribuir para um controle mais eficaz e oferecer estratégias de prevencdo contra estes
microrganismos (TAMURA et al., 2004; LIU et al., 2006).



19

3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

localizado em Porto Alegre/RS.

3.1 Amostras de Pasteurella multocida

Foram utilizadas 25 amostras de Pasteurella multocida isoladas de duas empresas
agropecuadrias da regido Sul do Brasil originarias de casos clinicos de CA.

Bringhenti (2011) caracterizou fenotipicamente as amostras através de isolamento
microbioldgico convencional e testes bioquimicos. As amostras foram confirmadas como P.
multocida por PCR, através da amplificagdo de um fragmento do gene kmtl (especifico de P.
multocida) proposto por Townsend et al., (1998). Todas as amostras foram armazenadas em

tubos eppendorf com sangue total ovino e estocadas a -78°C + 2°C.

3.2 Extracdo do DNA bacteriano

Foram selecionadas col6nias puras do agar sangue para a extracdo do DNA, que foi
feita a partir do método de termo-extracéo, conforme técnica descrita por Ewers et al., (2006).
O processo consiste em centrifugacGes das aliquotas da cultura bacteriana, lavagem da
amostra e obtencdo do DNA por lise das células bacterianas em banho-maria a 98°C + 2°C
por dez minutos. O sobrenadante do processo de aquecimento (DNA extraido) foi transferido

para outro tubo, identificado e conservado a -20°C para posterior utilizagdo no PCR.

3.3 Resisténcia antimicrobiana

Cada amostra foi testada frente a 12 agentes antimicrobianos (amoxicilina, ampicilina,
canamicina, ceftiofur, doxiciclina, enrofloxacina, estreptomicina, florfenicol, gentamicina,
neomicina, sulfametoxazol + trimetoprim e tetraciclina) através do método de disco-difusao
(BAUER et al., 1966). Para monitorar a precisdo do método, duas cepas de referéncia,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram selecionadas
como controles. As amostras encontravam-se estocadas em sangue total ovino a -78°C + 2°C.

Ap0s descongelamento, as amostras foram semeadas em placas contendo agar BHA (Brain-



20

Heart Agar) e incubadas a 37°C + 2°C por 20 a 24 horas. Ap0s este periodo, foram colhidas
algumas coldnias e preparadas em solucéo salina 0,85% até ajustar a turbidez de acordo com a
escala padrdo de McFarland 0,5. A partir da solugéo preparada, 150uL foram semeados sobre
a superficie do agar Mueller Hinton (MH), estriadas com auxilio da al¢a de Drigalski e apés
cinco a sete minutos, os discos impregnados com antimicrobianos foram aplicados de maneira
equidistantes sobre o meio de cultura. Para cada amostra, foram utilizadas duas placas de MH
e seis antimicrobianos diferentes. A leitura dos halos (Figura 1) e interpretacdo dos resultados
foi feita ap6s 18 a 20 horas de incubagéo a 35°C + 2°C.

Figura 1 - Placa de Mueller Hinton com formacéo dos halos de inibicdo
apos 20 horas de incubacdo a 35° C £ 2°C frente a amostra
de P. multocida.

Fonte: Arquivo pessoal.

Cada amostra foi classificada como sensivel, intermediaria ou resistente de acordo
com os padrfes estabelecidos pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003). Os criterios de classificacdo cada amostra estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Padrdes interpretativos dos didmetros dos halos de inibicdo dos agentes
antimicrobianos testados.

Diémetro do halo de inibi¢cdo (mm)

Agente Resistente Intermediario Sensivel
antimicrobiano (=) (=)
Amoxicilina 13,00 14 - 16 17,00
Ampicilina 13,00 14 - 16 17,00
Ceftiofur 17,00 18 - 20 21,00
Doxiciclina 12,00 13-15 16,00
Enrofloxacina 16,00 17 - 22 23,00
Florfenicol 14,00 15-18 19,00
Gentamicina 12,00 13-14 15,00
Canamicina 13,00 14 - 17 18,00
Neomicina 12,00 13-14 15,00
Estreptomicina 11,00 12-14 15,00
Tetraciclina 14,00 15-18 19,00
SXT? 10,00 11-15 16,00

Sulfametoxazol + Trimetoprim (19:1)

3.4 PCR e Eletroforese

O protocolo de PCR utilizado no experimento foi adaptado a partir do trabalho de Liu;
Lawrence; Austin (2004), conforme consta na Tabela 2.

Tabela 2 — Protocolo de PCR: Composicao e concentracdo dos reagentes do mix.

Reagentes Volume (pL)

Agua ultra pura g.s.p. 25

Tampé&o® 2,5

MgCl; (1,5 mM) 0,75

dNTP (2 mM) 2

Primer Pm0762 F/R (25 pmol)° 2

Primer Pm1231 F/R (25 pmol)” 2

Taq Polimerase® 0,2 (Pm0762) / 0,1 (Pm1231)
DNA molde 2

\olume total 25

@ Tampao 1x para o0 gene Pm0762 e Tampdo 10x para o gene Pm1231.
® Considerando que cada par de primers (Pm0762F/R ou Pm1231F/R) seja usado separadamente nas reacoes.
¢ Concentragdo de 1U para o gene Pm0762 e de 0,5U para o gene Pm1231.

Trés cepas referéncia de P. multocida subsp. multocida (ATCC 15742, ATCC 12945,
ATCC 12946) serviram de controle positivo da reacdo. Os genes pesquisados, 0S primers e 0
tamanho dos amplicons da PCR aguardados estédo descritos na Tabela 3. As reacdes de PCR
foram realizadas em termociclador nas seguintes condi¢cdes de temperatura: desnaturagao
inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 55°C por 20

segundos e 72°C por 45 segundos, com uma fase de extenséo final de 72°C por 2 minutos. As
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analises dos produtos da PCR foram feitas por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado

com brometo de etidio seguidas de leitura em transiluminador ultravioleta.

Tabela 3 - Genes de viruléncia pesquisados, sequéncia dos primers e tamanho dos fragmentos
da PCR das amostras de P. multocida.

Gene Primer forward (5’ — 37) Primer reverse (5’ - 37) Tamanho
(pb)
Pm0762 ttg tgc agt tcc gca aat aa ttc acc tgc aac agc aag ac 567

Pm1231 aga aag cac atg acc aaa gg gca gct act cgc aga agg tt 601
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4 RESULTADOS

4.1 Resisténcia e suscetibilidade antimicrobiana

O perfil de resisténcia e suscetibilidade das amostras de P. multocida frente aos 12
antimicrobianos testados est4 representado na Tabela 4. A maior resisténcia encontrada foi
com a tetraciclina (8%), seguida da neomicina (4%). Na zona intermediéria, 0s agentes mais
prevalentes foram a estreptomicina (20%), tetraciclina (12%), canamicina (12%),
enrofloxacina (8%) e neomicina (4%). Os antimicrobianos amoxicilina, ampicilina, ceftiofur,
doxiciclina, florfenicol, gentamicina e a combinacdo de sulfametoxazol + trimetoprim

apresentaram 100% de sensibilidade a todas as amostras.

Tabela 4 - Padrdo de sensibilidade e resisténcia antimicrobiana das 25 amostras de P.
multocida isoladas de aves frente a 12 antimicrobianos.

Agente Concentragéo Resistente Intermedirio Sensivel
antimicrobiano (ug/disco) (%) (%) (%)
Amoxicilina 25 0,00 0,00 100,00
Ampicilina 10 0,00 0,00 100,00
Canamicina 30 0,00 12,00 88,00
Ceftiofur 30 0,00 0,00 100,00
Doxiciclina 30 0,00 0,00 100,00
Enrofloxacina 5 0,00 8,00 92,00
Estreptomicina 10 0,00 20,00 80,00
Florfenicol 30 0,00 0,00 100,00
Gentamicina 10 0,00 0,00 100,00
Neomicina 30 Ul/disco 4,00 4,00 92,00
SXT 23,75+ 1,25 0,00 0,00 100,00
Tetraciclina 30 8,00 12,00 80,00

? Sulfametoxazol + Trimetoprim (19:1)

4.2 Genes de viruléncia

Através da técnica de PCR foi possivel fazer a amplificagdo dos fragmentos dos genes
Pm0762 e Pm1231, conforme demonstram as figuras 2 e 3, respectivamente. Foram
amplificados 567pb do gene Pm0762 e 601pb do gene Pm1231 das amostras de P. multocida.
O PCR foi especifico a regido alvo selecionada, ndo ocorrendo a amplificacdo das amostras
eleitas como controle negativo das reacdes (Figura 4 e 5). Todas as amostras, independente da

origem, foram amplificadas para os dois genes analisados.
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio com os

produtos de amplificacdo do gene Pm0762 (567pb). Legenda: PM: marcador de
peso molecular (100pb); 01 a 06: amostras de P. multocida; 07: P. multocida
ATCC 15742; 08: P. multocida ATCC 12945; 09: P. multocida ATCC 12946;
10: controle negativo. A seta indica fragmento de 600pb.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio com os
produtos de amplificacdo compativeis com o gene Pm1231 (601pb). Legenda:
PM: marcador de peso molecular (100pb); 01 a 31: amostras de P. multocida;
32: P. multocida ATCC 15742; 33: P. multocida ATCC 12945; 34: P.

multocida ATCC 12946; 35: P. multocida ATCC 12946 (duplicata); 36:
controle negativo. A seta indica fragmento de 600pb.

PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 PM 31 32 33 34 35 36

g-------—-----h--.----.-----,-.l---—.

Fonte: Arquivo pessoal.
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5 DISCUSSAO

De modo geral, a Pasteurella multocida é suscetivel a maioria dos agentes
antimicrobianos amplamente utilizados na avicultura comercial contra as bactérias Gram
negativas. Porém, é de se esperar que se encontre diferentes padrdes de resisténcia em uma
populacdo animal. O nivel de resisténcia das cepas varia conforme o hospedeiro, origem
geografica e tratamentos prévios com antimicrobianos.

A resisténcia de dado microrganismo a determinada droga pode ser classificada
inicialmente como intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca ou natural € aquela que faz
parte das caracteristicas naturais do microrganismo, sendo transmitida verticalmente de
geracao a geragdo. A resisténcia adquirida ocorre quando ha o aparecimento de resisténcia em
uma espécie bacteriana anteriormente sensivel & droga em questfo. E uma nova caracteristica
manifestada no microrganismo, caracteristica essa ausente nas células genitoras. Esta
propriedade é resultado de diversos mecanismos genéticos de aquisicao e de transferéncia de
resisténcia determinada por alteragbes cromossomicas (transformagdo, transducdo,
transposicdo ou conjugacdo) ou extra-cromossémicas (plasmideos). Uma Unica alteragdo
genética pode levar ao aparecimento de um microrganismo resistente, que normalmente ndo
perde viabilidade e patogenicidade (GOLD; MOELLERING, 1996; ALMEIDA; PALERMO-
NETO, 2005).

No presente trabalho, as amostras de P. multocida foram suscetiveis a maioria dos
antimicrobianos testados, sendo resistentes em 8% a tetraciclina e 4% a neomicina. Embora
esta resisténcia apresentada seja aparentemente baixa, deve-se ter bastante critério ao
interpretar esses resultados. Em funcdo dos mecanismos genéticos de aquisicdo e
transferéncia de resisténcia das bactérias e da velocidade com que ocorrem as trocas de
material genético entre os microrganismos, o uso destes dois farmacos podem rapidamente
selecionar as bactérias resistentes e, consequentemente, perder a eficicia ao longo do tempo.
Portanto, ndo deverdo ser escolhidos para o tratamento da cdlera aviaria (CA).

De acordo com o manual NCCLS (2003), a categoria intermediaria é definida como a
zona onde uma infeccdo causada por um determinado isolado pode ser tratada
apropriadamente em locais do corpo, onde as drogas se concentram fisiologicamente ou
quando for possivel a prescri¢cdo de uma dosagem mais alta da droga que a habitual; também
indica uma “zona tampdo” que deveria impedir que pequenos fatores técnicos e fora de
controle causem grandes discrepancias na interpretacdo dos testes. Devido as aves serem

tratadas preferencialmente via agua, é possivel que algumas ndo sejam tratadas
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adequadamente, portanto os farmacos que foram classificados nesta categoria (canamicina,
enrofloxacina, estreptomicina, neomicina e tetraciclina) também devem ser evitados para o
tratamento da CA.

Os sete agentes antimicrobianos que foram 100% sensiveis a todas as amostras
(amoxicilina, ampicilina, ceftiofur, doxiciclina, florfenicol, gentamicina e a combinacéo de
sulfametoxazol + trimetoprim) é que deveriam ser eleitos para o tratamento da CA, neste
caso. Como o tratamento com antimicrobianos tem custos elevados, a realizacdo do
antibiograma proporciona a escolha da droga mais econdémica, além da eleicdo do farmaco
ideal para o tratamento. Dos antimicrobianos sugeridos pela literatura, somente a combinagéo
de sulfametoxazol + trimetoprim é que apresentou 100% de sensibilidade a todas as amostras.

Sellyei et al. (2009), caracterizaram a suscetibilidade antimicrobiana de 20 amostras
de P. multocida isoladas de diferentes espécies de aves na Hungria e observaram que a
maioria das amostras foram suscetiveis aos antibidticos, porém houve resisténcia a
sulfonamida e SXT (20%), tetraciclina (15%), quinolonas de primeira geracdo (40%) e
aminoglicosideos (15%). Os autores acreditam que o crescente aumento da resisténcia a
tetraciclina ao longo do tempo, deve-se ao uso excessivo deste antimicrobiano como agente
terapéutico e promotor de crescimento.

Da mesma forma, um trabalho realizado nos Estados Unidos feito por Huang; Lin; Wu
(2009), analisou 80 amostras de P. multocida frente a 14 antibidticos e evidenciou que
somente dois antimicrobianos foram sensiveis a todas as amostras e que 0s demais
apresentavam alguma resisténcia entre 1,25% e 6,25%.

Shivachandra et al. (2004), analisaram 123 amostras de P. multocida de diferentes
espécies aviarias de diversos locais da india e determinaram a suscetibilidade antimicrobiana
usando 20 antibi6ticos. Curiosamente, todas as amostras apresentaram resisténcia absoluta
(100%) frente a sulfadiazina, sendo esta, uma das drogas de escolha para o tratamento da CA.
A maioria das amostras apresentou sensibilidade intermediaria. Nenhuma amostra foi 100%
sensivel a pelo menos um antimicrobiano. A tetraciclina apresentou resisténcia de 24,39%. O
farmaco que foi selecionado e sugerido para o tratamento foi o cloranfenicol que apresentou
73,98% de sensibilidade.

Em 1997, uma pesquisa realizada nos paises membros da Unido Européia e na Suica,
constatou que entre 0s agentes antimicrobianos utilizados na Medicina Veterinaria, a
tetraciclina era responsavel por quase dois tergos de todas as substancias empregadas. O uso
excessivo e indiscriminado de tetraciclinas cria uma forte pressao seletiva, sob a influéncia de

genes de resisténcia, que sdo trocados entre os membros de diferentes popula¢fes bacterianas.
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A associacao dos diversos genes de resisténcia a tetraciclina (tet) facilita a propagacdo destes
genes de resisténcia entre as espécies, inclusive entre espécies de diferentes géneros
(KEHRENBERG et al., 2001b).

Estes estudos recentes demonstraram que conforme altera a regido geogréfica, os
resultados divergem quanto a sensibilidade e a resisténcia das amostras aos antibidticos.
Também reforcam a idéia de que nem sempre as drogas recomendadas pela literatura séo as
indicadas para todas as situagdes. A partir desses resultados, surge a necessidade de se realizar
testes periodicos in vitro nas amostras de uma localidade especifica para se ter conhecimento
das caracteristicas das cepas, possibilitando a sele¢cdo do melhor farmaco para cada situacao.

A pesquisa de diferentes genes de viruléncia em P. multocida apresentou ampla
evolugdo apds a divulgacdo de toda a sequéncia gendmica da bactéria (MAY et al., 2001). O
interesse em identificar possiveis genes associados a viruléncia é em funcdo de se conhecer 0s
mecanismos moleculares envolvidos na sobrevivéncia e patogenicidade da bactéria (HUNT;
ADLER; TOWNSEND, 2000).

A cépsula é o principal fator de viruléncia da P. multocida, porém diversos outros
fatores contribuem para a infeccao, tais como: lipopolissacarideos, producéo de endotoxinas,
proteinas externas de membrana, sistemas de aquisicao de ferro, proteinas de choque térmico,
producdo de neuraminidase e enzimas de clivagem de anticorpos (HUNT; ADLER;
TOWNSEND, 2000; CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000; EWERS et al., 2006; HARPER;
BOYCE; ADLER, 2006). Os sistemas de aquisicdo de ferro sdo fundamentais para a
sobrevivéncia dos microrganismos e May et al. (2001), identificaram mais de 50 genes
possivelmente envolvidos com esses sistemas e com 0 metabolismo.

Ewers et al. (2006) investigaram a distribuicdo de 14 genes associados a viruléncia em
289 amostras de P. multocida isoladas de animais sadios e infectados e observaram que 0s
genes de viruléncia estdo amplamente distribuidos entre as cepas de diferentes hospedeiros
independente do estado de salde. De acordo com os resultados do trabalho, os genes toxA,
tbpA e pfhA assim como os genes que participam na biossintese da cdpsula, sdo candidatos a
importantes marcadores genéticos envolvidos na patogenicidade das cepas de P. multocida.

No presente trabalho, a detec¢do dos genes Pm0762 e Pm1231 através da técnica de
PCR em 100% das amostras estd em conformidade com o trabalho proposto por Liu;
Lawrence; Austin (2004), tendo em vista que se trata de regides espécie-especifica.

Sabe-se que os genes Pm0762 e Pm1231 estdo inseridos em uma regido do genoma da
P. multocida que possuem a funcéo de fazer a regulacdo da transcri¢do, isto €, estes genes

supostamente desempenham um papel importante na adaptacdo e na sobrevivéncia da
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bactéria, pois regulam a expressdo de outros genes. Devido a caracteristica de serem
encontrados exclusivamente em P. multocida, a deteccdo de fragmentos desses genes por
PCR fornecem, de forma rapida e precisa, a diferenciacdo da P. multocida de outras bactérias.
Dziva et al. (2008), comentam que a descoberta dessas novas regides especificas de P.
multocida poderdo ser uma alternativa para tornar o diagnostico da pasteurelose mais rapido e
facil.

Apesar de estar bem elucidado o papel dos genes reguladores da transcricdo nos
microrganismos, mais estudos devem ser realizados para fornecer maiores informagdes sobre
0 papel que os genes Pm0762 e Pm1231 exercem sobre o mecanismo molecular de viruléncia
e patogenicidade da P. multocida.

Furian (2011) elaborou quatro ensaios de multiplex-PCR para detectar 15 genes
(ompH, oma87, sodA, sodC, hgbA, hgbB, exBD-tonB, nanB, nanH, ptfA, pfhA, toxA, hyaD-
hyaC, bcbD, dcbF) associados a viruléncia utilizando as mesmas amostras de P. multocida
selecionadas para o atual trabalho. Os resultados do trabalho permitiram determinar a

freqliéncia dos genes e a distribuicdo de seis perfis genéticos nas amostras isoladas de aves.
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6 CONCLUSOES

1. As amostras foram sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados, porém foi
observado certo grau de resisténcia antimicrobiana entre as amostras analisadas,
principalmente com relagdo a tetraciclina e @ neomicina. Os resultados sugerem que alguns
cuidados devem ser tomados no uso da terapia antimicrobiana, a fim de reduzir a resisténcia
bacteriana.

2. O antibiograma mostrou-se ser uma ferramenta simples e rapida de ser executada na
rotina laboratorial, além disso, é extremamente Util para auxiliar na escolha do melhor
farmaco para o tratamento da pasteurelose.

3. A deteccdo dos genes que regulam a transcricdo (Pm0762 e Pm1231) merece um
estudo mais aprofundado para se aumentar o conhecimento sobre o0s mecanismos de
adaptagéo e sobrevivéncia da P. multocida levando a uma melhor compreensdo sobre a
regulacdo molecular associado a viruléncia e patogenicidade.

4. A associacao das duas ferramentas empregadas neste trabalho (antibiograma e PCR)
poderdo contribuir para um controle mais eficaz e oferecer estratégias de prevencdo contra a

P. multocida.
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