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RESUMO

Pasteurella multocida, apesar de ser uma bactéria que compde a microbiota respiratoria,
sob algumas circunstancias pode manifestar-se como um agente patogénico primario ou
secundario, causando doenca em aves e outros animais. Como agente primério, P.
multocida leva a grandes perdas econdmicas, causando cOlera em aves, rinite atréfica em
suinos e septicemia hemorrégica em bovinos e bubalinos. P. multocida é uma espécie
heterogénea, e a patogenicidade dos isolados pode ser amplamente varidvel. A
suscetibilidade do hospedeiro & essas cepas varia consideravelmente entre espécies.
InoculacBes experimentais de P. multocida em camundongos e aves sdo0 comumente
usadas para avaliar a patogenicidade de diferentes cepas, mas os resultados s&o
geralmente subjetivos e pouco mensuraveis. O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma
nova metodologia para classificar a patogenicidade de cepas de P. multocida, através da
formulacdo de um indice padrdo. Para determinar esse indice, foram usadas 97 amostras
de P. multocida, isoladas de célera em aves e rinite em suinos. Cem microlitros (10°> UFC)
de uma cultura bacteriana contendo 108 UFC/mL, de cada isolado de P. multocida foram
inoculados, por via intraperitoneal, em 10 pintos de um dia. Além da mortalidade causada
pela inoculacdo, o tempo de morte e as lesbes macroscopicas foram avaliados. Diferencas
significativas foram observadas entre isolados de aves e suinos em relacdo aos indices de
patogenicidade. O nimero de lesbes e a porcentagem de bactérias recuperadas dos
animais inoculados também variaram de acordo com a origem do isolado. A partir dos
indices observados, os isolados foram distribuidos em trés classes de patogenicidade: alta,
media e baixa. O indice de patogenicidade desenvolvido neste trabalho permite a
mensuracéo e classificagdo da patogenicidade de isolados de P. multocida e pode ser uma

alternativa aos modelos subjetivos de triagem de patogenicidade usados até 0 momento.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, indice de patogenicidade, pintos.



ABSTRACT

Pasteurella multocida, despite being a bacteria that makes up the respiratory microbiota,
under some circumstances can manifest as primary or secondary pathogenic agent,
causing disease in birds and other animals. As primary agent, P. multocida leads to large
economic losses, causing fowl cholera in birds, atrophic rinitis in swine and haemorragic
septicemia in cattle and buffalos. P. multocida is a heterogeneous specie, and the
pathogenicity of the samples can be widely variable. Host susceptibility to these strains
varies considerably between species. Experimental inoculations of P. multocida in mice
and birds are commonly used to evaluate the pathogenicity of the different strains, but the
results are generally subjective and difficult to evaluate them. The aim of this work was
to establish a new methodology to classify the pathogenicity of a specific strain, through
the formulation of a standard score. To determine this score, we used 97 samples of P.
multocida, from fowl cholera in birds and rhinitis in swine. One-hundred microliters (10°
CFU) of bacterial culture containing 10° CFU/mL of each P. multocida isolate were
inoculated, by intraperitoneal route, in 10 one-day-old chicks. Besides mortality caused
by the inoculation, time of death and gross lesions were also evaluated. Significant
differences were observed between avian and swine isolates in relation to pathogenicity
scores. The number of lesions and the percentage of bacteria recovered from the
inoculated animals also varied according to the origin of the isolate. From the observed
scores, the isolates were distributed into three pathogenicity classes: high, medium and
low. The pathogenicity score developed here allows the measurement and classification
of the pathogenicity of P. multocida isolates and can be an alternative to subjective current

models of pathogenicity screening used so far.

Key-words: Pasteurella multocida, pathogenicity indices, chickens.
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1 INTRODUCAO

O atual panorama econdmico brasileiro configura nosso pais como um dos mais
produtivos do mundo no setor alimenticio. As Ultimas trés décadas foram responsaveis
pelos principais investimentos nos setores agroindustriais no Brasil, iniciando-se pela
expansdo das areas agricultdveis e plantadas, conjuntamente com a ampliagdo das
politicas econdmicas e sociais para a elevacéo e a consolidacdo do nimero de produtores

de grdos e de proteinas de origem animal.

No setor de proteina animal, a producéo avicola é a que mais exporta e a que mais
cresce no pais. Contudo, durante o ano de 2012, intempéries prejudicaram a agricultura,
principalmente das culturas do milho e da soja, assim resultando em um incremento nos

custos de producdo do setor, sobretudo no que tange aos custos relacionados a ragéo.

Neste contexto, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA-
United States Department of Agriculture) estimou que a produgédo de carne de frango
brasileira no ano de 2013 aumentaria somente 1%, ficando em torno de 12,770 milhdes
de toneladas. Em 2014, o USDA projeta que a avicultura nacional podera vir a crescer
3%, ultrapassando a faixa dos 13 milhdes de toneladas de carne de frango produzidas
(USDA, 2013).

Do volume total de frangos produzido pelo pais em 2012, 69,01% foi destinado
ao consumo interno e 30,98% para o mercado externo. Com isto, 0 consumo per capita
de carne de frango foi de 45,0 kg/habitante/ano, nimero que representa uma diminuicao
de 2,4 kg em relagdo ao ano anterior. (UBABEF, 2013).

Além de buscar a melhoria dos indices zootécnicos, a avicultura nacional
preocupa-se em oferecer alimentos seguros e saudaveis para o consumo. Desta maneira,
os sistemas de produgdo nacionais sdo exclusivamente confinados e buscam um alto nivel

de biosseguridade.

Para garantir a inocuidade dos alimentos os programas de controle de qualidade
alimentar brasileiros tém melhorado constantemente, e as monitorias e protocolos de
gerenciamento de patdgenos tém sido frequentemente atualizados para um acesso mais

répido e facil ao diagndstico e contengdo de surtos de doengas.
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A bactéria Pasteurella multocida é um habitante comensal do trato respiratorio e
digestivo de animais saudaveis. Fatores de estresse podem diminuir a resisténcia dos
animais e a multiplicacdo destes micro-organismos podem resultar em um processo
infeccioso. Desta maneira, P. multocida geralmente é classificada como agente
secundario a outras enfermidades. Além disto, também é o agente causador de numerosas
doencas de relevancia econdmica, como a pneumonia enzoética em bovinos e ovinos, a
septicemia hemorragica em bovinos e bufalos, a rinite atréfica em suinos, a pasteurelose

em coelhos e a colera aviaria.

Claramente, as patologias causadas por P. multocida impdem um enorme 6nus
econdmico & atividade pecudria, o que tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas
para um maior esclarecimento dos mecanismos pelos quais esta bactéria é capaz de causar
doencas. Paralelalamente, trabalhos que avaliam um acesso répido a diagnosticos para

complementar ou para substituir métodos tradicionais também sdo importantes.

O diagndstico confirmatdrio da doenca e a deteccdo de P. multocida dependem do
isolamento e da identificacdo do organismo suspeito. A utilizagdo de modelos animais,
como camundongos, para a confirmagdo do diagndstico é usual. No entanto, devido aos
custos de manutencdo, a necessidade de treinamento para a manipulagdo dos animais,
além da questdo do bem-estar animal, novas alternativas para estas metodologias sdo
necessarias. Outra dificuldade enfrentada na utilizagéo deste modelo ¢ a falta de padréo

para a avaliagdo macroscopica de diferentes indicadores de patogenicidade.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer um modelo de
classificacdo da patogenicidade de Pasteurella multocida isoladas de aves e de suinos,

através da inoculacdo em pintos de corte de um dia de idade.

Fazendo parte de uma pesquisa ainda maior, que busca ndo mais utilizar modelos
animais no diagnodstico microbioldgico, associando os indices de patogenicidade
delineados neste experimento ao perfil genético das mesmas amostras aqui utilizadas,
através de redes neurais preditivas que apds serem supridas com os dados que estéo sendo
gerados, poderé predizer a capacidade patogénica das amostras com boas probabilidades
de acerto, com a mesma metodologia delineada por Souza (2010) para as amostras

bacterianas de Escherichia coli.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Histérico da Pasteurella multocida

Em meados do século XVII, Antony Van Leeuwenhoek, (1632-1723) e Robert
Hooke (1635-1703) desenvolveram sistemas simples e compostos de lentes de vidro
polido que, apesar de rudimentares, tornaram possivel visualizar pequenos seres vivos de
dimensbes microscopicas (NEVES, 2008). Em 1877 e 1878 Perroncito, na Italia e
Semmer na RuUssia, observaram em tecidos de aves infectadas uma bactéria que
apresentava uma forma arredondada e ocorria sozinha ou em pares. Em 1879, Toussant
isolou a bactéria e provou que P. multocida era a Unica causa da enfermidade das aves
avaliadas em seu estudo (GLISSON, et al., 2008a). Chabert (1782) e Mailet (1836) foram

0s primeiros pesquisadores a utilizarem o termo “célera aviaria”.

No passado, a bactéria P. multocida apresentou varias denominagdes, incluindo-
se Bacillus cholerae gallinarum, P. cholerae-gallinarum, Coccobacillus avicidus, P.
avicida, Bacterium multicidum, P. avium, Bacterium avisepticus, e P. aviseptica
(GLISSON et al., 2008a). A denominacdo Pasteurella multocida foi proposta por
Rosenbusch e Merchant em 1939, e € aceita como o nome oficial no Manual Bergey’s
(WHITMANN, 1957). O género Pasteurella foi assim designado para homenagear Louis
Pasteur, grande estudioso que em meados de 1880 foi o primeiro a reconhecer a bactéria
como agente causador de uma doenca fatal em galinhas. Além disto, Pasteur também
demonstrou em seus estudos que cepas atenuadas de P. multocida poderiam ser utilizadas

como vacinas vivas para estimular a imunidade contra a doenga (BOYCE et al., 2010).

O género Pasteurella apresenta constantes reclassificagdes taxonémicas
(MUTTERS et al., 2005; CHRISTENSEN E BISGARD, 2006; CHRISTENSEN et al.,
2005 apud DZIVA, 2008). Pasteurella multocida é subdividida em trés subespécies:
multocida, gallicida e septica, com base na producéo de &cido a partir da fermentacéo dos
agUcares D-dulcitol e D-sorbitol (MUTTERS et al., 1985 apud CHRISTENSEN, 2006).

2.2 — Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

As técnicas tradicionais de microbiologia fundamentam-se na utilizacdo de testes

morfol6gicos e bioquimicos para tipagem e identificacdo dos géneros, espécies e
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subespécies microbianas (GANDRA, 2008). A Pasteurella sp ¢ uma bactéria Gram
negativa, com caracteristica bipolar que pode ser observada ao microscépio 6ptico apos
as coloracdes de Giemsa ou Wright, especialmente em tecidos. Ndo forma enddsporos,
ndo € movel e ndo apresenta acidificacdo rapida. Sdo geralmente cocobacilos ou células
arredondadas que ocorrem sozinhas, em pares ou menos frequentemente em curtas
cadeias, dependendo do estdgio de crescimento (BACK, 2004; DZIVA, 2008;
CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006; NASCIMENTO, 2009; BOYCE et al., 2010).

O isolamento primério de P. multocida pode ser dificultado pela competicdo com
micro-organismos da microflora do hospedeiro e os meios de cultura seletivos nédo
apresentam amplas aplicagBes para esta bactéria (DZIVA et al., 2008). Por outro lado, a
inoculacéo do material suspeito em camundongos e a subsequente coleta de 6rgdos como
baco, figado, coracéo, pulmdes e sangue cardiaco aumentam a probabilidade de
isolamento de P. multocida (DZIVA et al., 2006; MOHAMED et al., 2012).

Para o isolamento padrdo, agar sangue (AS) suplementado com 5% de sangue
ovino ou bovino ou agar chocolate podem ser utilizados. Em adicdo ao AS, agar amido
dextrose (AD) e é&gar tripcase de soja (TSA - trypticase soy agar) também sdo
recomendados para o isolamento primério (CHRISTENSEN e BISGAARD, 2000 apud
CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006).

As bactérias do género Pasteurella crescem sob condigbes aerdbicas,
microaerdfilas, ou anaerébicas em temperaturas entre 37°C a 41°C, em pH nas faixas de
7,2 a 7,8. A maioria das espécies do género sdo oxidase e catalase positivas e podem
fermentar a glicose e outros agucares com a producdo de &cido, mas sem a presenca de
gas (GLISSON et al., 2008a; BOYCE et al., 2010).

As colbnias de P. multocida, em placas de agar sangue geralmente sdo de cor
acinzentada, ndo-hemoliticas, mucoides ou ndo-mucoides e apresentam um tipico cheiro
adocicado de indol. As colbnias séo circulares, levemente elevadas e regulares com uma
margem inteira. A sua superficie é geralmente lisa, brilhante e ndo-transparente (WOO et
al., 2006; DZIVA et al.,2008; CHRISTENSEN e BISGAARD, 2008; GLISSON et al.,
2008Db). Todavia, maiores variagdes na morfologia das colonias tém sido observadas e
algumas sdo relacionadas com o hospedeiro. Por exemplo, colénias mucoides geralmente
sd0 obtidas de lesBes de pneumonia em bovinos, suinos e coelhos, enquanto as coldnias
ndo-mucoides sdo comumente observadas quando isoladas de aves. As colonias de P.

multocida ndo apresentam B-hemdlise e possuem didmetro de 0,5 a 2 mm, apds 24 horas
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de incubacdo a 37°C (CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006). O crescimento em caldo
usualmente causa turbidez, mas crescimento granular também pode ocorrer. (MUTTERS
et al., 2003).

A maioria das amostras de P. multocida apresenta um polissacarideo capsular. A
antigenicidade da capsula pode ser utilizada para identificar cinco sorogrupos A, B, D, E
e F. A predilecdo da doenca pelo hospedeiro é geralmente relatada ao sorogrupo, como
exemplo as cepas envolvidas em casos de septicemia hemorragica pertencem aos
sorogrupos B ou E, por outro lado, os isolados de célera aviaria pertencem ao grupo A
(MUTTERS et al., 1989; BOYCE et al., 2000; CHUNG et al., 2001; BACK, 2004,
HARPER et al., 2006, EWERS et al., 2006).

Em 1952, Carter desenvolveu o primeiro teste sorolégico de hemoaglutinacao
passiva baseado na identificacdo dos antigenos capsulares e dos cinco sorogrupos (A, B,
D, E e F) (CARTER, 1955; GLISSON et al., 2008b; NASCIMENTO et al., 2009;
BOYCE et al., 2010);

O segundo método soroldgico foi desenvolvido por Heddleston et al. em 1972. E
um teste de imunoprecipitacdo por gel difusdo que classifica as cepas em 16 diferentes
sorotipos baseados na presenca dos antigenos do lipopolissacarideo (LPS)
(HEDDLESTON et al., 1972; NASCIMENTO et al., 2009; BOYCE et al., 2010).

O sistema padrdo de sorotipificacdo para P. multocida engloba ambos os testes
soroldgicos (Carter e Heddleston), sendo que na sua nomenclatura de classificagdo o
sorotipo capsular consta primeiro, seguido pela identificacdo dos antigenos somaticos
(ex: A:1 — sorogrupo capsular A, e sorotipo LPS tipo 1) (BOYCE et al., 2010).

Embora o diagnostico bacteriologico confirme o isolamento de P. multocida, a
sua presenca ndo pode ser associada com a doenca sem a observacao de sinais clinicos e
ou de lesGes macroscopicas, pois a bactéria € comensal do trato respiratorio superior das
aves e dos mamiferos (SONGSERN et al., 2003; NASCIMENTO et al.,2009).

2.3 — Pasteurella multocida em aves

As bactérias pertencentes ao género Pasteurella podem ser agentes primarios ou
patdgenos oportunistas quando associados a outras doengas. A Pasteurella multocida é

uma espécie comumente associada com doencas de importancia econdémica para animais
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de producéo, causando Colera Aviéria (CA) nas aves, Septicemia Hemorrégica (SH) em
bovinos e bufalos, Rinite Atrofica (RA) em suinos e Pasteurelose em coelhos (DZIVA et
al., 2008; BOYCE et al, 2010; HUBERMAN et al., 2011).

Célera aviaria é uma doenca bacteriana septicémica das aves e uma das primeiras
enfermidades avicolas reportadas, caracterizada por alta mortalidade (CHAR et al. 1982
apud SOOD e VERMA, 2006; RAMADEVI et al., 2000 apud SOOD e VERMA, 2006).
Geralmente é considerada uma infeccdo envolvida com a via respiratoria, afetando
severamente pulm@es e sacos aéreos em casos de septicemia terminal da doenca
(RHOADES e RIMLER, 1991). Algumas evidéncias indicam que o trato alimentar pode
ser severamente afetado em aves silvestres e patos domesticos, embora o envolvimento
da via oral como uma porta de entrada para o agente ainda néo tenha sido determinado
(SOOD, 2006). Todavia, a CA apresenta unicamente transmissdo por via horizontal.
Embora a septicemia seja geralmente observada no estdgio final da CA, é comum que o
sangue seja o primeiro local de multiplicacdo, seguido de pulmdes, figado e bago
(BOYCE et al., 2006).

Normalmente a CA € mais prevalente no final do verdo e durante o inverno. As
aves mais frequentemente afetadas sdo galinhas, perus, patos e gansos, mas aves silvestres
e outros passaros domésticos também sdo susceptiveis (GLISSON et al., 2008b). Segundo
Nascimento (2009), h& uma maior susceptibilidade em perus do que em galinhas, e dentre
estas espécies, aves adultas entre 16 e 40 semanas de vida sdo mais afetadas que aves

jovens.

Aves carreadoras provenientes de outros locais, assim como mamiferos, podem
transmitir o agente. As cepas envolvidas nesta transmissdo apresentam variagcdo quanto
ao grau de viruléncia, dependendo da espécie de isolamento. Por exemplo, cepas isoladas

de suinos costumam ser altamente virulentas para as aves (GLISSON, 2008b).

A disseminacéo de P. multocida entre os lotes estd primariamente envolvida com
excregOes orais, nasais e conjuntivais de aves doentes que contaminam o meio ambiente,
principalmente ragdo e agua (GLISSON, 2008b). Carreadores saudaveis ou infeccbes
latentes s&o comuns e desempenham um importante papel na epidemiologia da doenga
(DZIVA, et al., 2008).
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Em casos clinicos agudos, a mortalidade das galinhas gira em torno de 0 a 20%,
sendo que perdas maiores podem ser relatadas. Redugdo na producdo de ovos e a

persisténcia da infeccdo localizada frequentemente ocorrem (GLISSON et al., 2008b).

2.4 - Patogenia

Muitas bactérias vivem em sincronismo com seus hospedeiros e, em algumas
vezes, podem se beneficiar desta relagdo. Por exemplo, bactérias comensais podem
tornar-se patogénicas apds uma alteracdo no status sanitario do hospedeiro ou apds
variacOes nas caracteristicas do proprio micro-organismo, devido a transferéncia de genes
de viruléncia (KUBATZKY, 2012).

A maioria das cepas comensais de P. multocida é relativamente indcua para
hospedeiros imunocompetentes. Entretanto, alguns isolados tém o potencial para causar

sérias doengas com infecgbes multisistémicas. (CAMERON et al., 1996).

Aparentemente, animais saudaveis podem manter populagdes de P. multocida na
mucosa da orofaringe por longos periodos, mas 0s mecanismos precisos pelos quais a
bactéria consegue invadir e colonizar os pulmdes ou outros tecidos néo € conhecido (DE
ALWIS, et al., 1990 apud BOYCE, et al., 2010; MUHAIRWA, 2000). Normalmente, a
bactéria ndo ultrapassa o epitélio ou a mucosa do trato gastrointestinal de aves, mas
prontamente coloniza o trato respiratério baixo se inoculada na traqueia (WILKIE et al.,
2000 apud BOYCE, et al., 2010). Em mamiferos, a colonizagdo do tecido pulmonar
geralmente requer fatores predisponentes, como uma infecgdo viral ou uma infecgéo por
Mycoplasma spp. O estresse pode causar alteragdes em animais previamente saudaveis,

situacdo que precede a invasdo e a infeccéo sistémica (BOYCE et al., 2010).

A doenca ocorre devido a répida invasdo do hospedeiro, com 0 agente
multiplicando-se em diferentes tecidos, até que ocorra uma septicemia. A viruléncia das
cepas que causam a CA esté relacionada & habilidade da bactéria em resistir & fagocitose
no interior dos tecidos. Quando o micro-organismo atinge um grande nimero, é provavel
que ocorra autolise e endotoxinas sejam liberadas em quantidade suficiente para causarem
lesBes aos tecidos do hospedeiro (NASCIMENTO, 2009).

A doenca usualmente ocorre em duas formas, uma septicémica e aguda, com altas

taxas de morbidade e de mortalidade e outra cronica caracterizada por uma infec¢do
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localizada das articulagbes e dos seios nasais (RHOADES e RIMLER, 1991 apud
AMONSIN, 2002).

2.4.1 - Sinais de infecgdo aguda

Os sinais clinicos nos casos agudos sdo frequentemente observados somente
algumas horas antes da morte. (GLISSON et al., 2008b). Os sinais podem evoluir tdo
rapidamente que as aves morrem sem apresentar sintomas. Taxas de mortalidade entre 80
e 90% podem ocorrer se ndo houver tratamento (NASCIMENTO et al., 2009). Nos casos
agudos em perus € comum observar pneumonia com acumulo de exsudato fibrino-
caseoso no pulméo (BACK, 2004; GLISSON et al., 2008b; NASCIMENTO et al., 2009).

Os sinais clinicos que ocorrem frequentemente sdo febre, anorexia, penas
arrepiadas, descarga oral, diarreia inicialmente esbranquicada e posteriormente aquosa
e/ou verde mucoide, além do aumento da taxa respiratoria e cianose de crista e barbelas
nos periodos préximos a morte (BACK, 2004; GLISSON et al., 2008b; NASCIMENTO
et al., 2009).

Aves que sobrevivem ao estégio inicial da septicemia aguda podem sucumbir aos
efeitos debilitantes da doenga ou se recuperarem e tornarem-se hospedeiras cronicamente
infectadas (GLISSON et al., 2008b).

2.4.2 - Sinais de infecgéo cronica

Aves com infecgdes crbnicas tendem a apresentar sinais clinicos e lesbes
edematosas ou inflamatérias associadas com o local de infeccéo, sendo a barbela, os seios
nasais, as articulagcbes dos membros inferiores e asas as regioes mais comuns (BACK,
2004). Algumas lesbes cronicas podem envolver o ouvido médio e 0ssos craniais,
determinando a ocorréncia de torcicolo (GLISSON et al., 2008b). Abscessos com
acumulo de material caseoso podem estar presentes nos seios infraorbitarios e nos espacos
0sseos da calota craniana (BACK, 2004; GLISSON et al., 2008b).
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2.4.3 — LesBes macroscopicas

A presenca e a intensidade das lesfes variam de acordo com a severidade do surto.
Em caso de septicemia aguda, as lesdes podem estar ausentes, mas de modo geral
observa-se hiperemia, congestdo generalizada e a presenca de petéquias e também de
hemorragias nas mucosas e serosas do coragdo, da gordura abdominal, da moela, do
intestino e do pulmdo. O figado geralmente apresenta edema, congestdo e focos
puntiformes de necrose. Nas poedeiras e nas matrizes, pode ocorrer 0viposi¢éo
intrabdominal, ooforite, atresia dos foliculos ovarianos, hiperemia dos foliculos imaturos
e estroma ovarico (BACK, 2004; GLISSON et al., 2008b; NASCIMENTO et al., 2009).
Nos casos cronicos, lesdes inflamatdrias podem estar localizadas ou relacionadas com
artrite, peritonite, salpingite, edema facial, acimulo de exsudato caseoso no ouvido
medio, no saco conjuntival e na barbela. Lesdes cronicas dos 0ssos da cabega e ouvido
médio tém sido reportadas como causadoras de torcicolo (BACK, 2004; GLISSON et al.,
2008b; NASCIMENTO et al., 2009).

2.5 — Fatores de viruléncia

As bactérias, através da evolucdo, desenvolveram diferentes estratégias para
evadirem dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A palavra patogenicidade descreve a
gama de todas as caracteristicas de um micro-organismo que desenvolvem um papel na
infeccdo (KUBATZKY, 2012).

As primeiras definicbes de viruléncia derivam de antigos estudos de classicos
patdgenos bacterianos a partir do emprego dos Postulados de Koch (BOERLIN, 2010). O
termo viruléncia descreve o grau de patogenicidade de um micro-organismo especifico
(KUBATZKY, 2012).

Bactérias causam doencas através de uma variedade de mecanismos de viruléncia
em um processo altamente complexo que envolve a invasdo do hospedeiro, barreiras de
protecdo, evasdo do sistema imune, multiplicagdo a um numero significante, danos e
escape para continuidade do ciclo infeccioso. Os dois principais fatores de viruléncia
citados em P. multocida e que auxiliam no processo infeccioso em diferentes etapas séo
a capsula e o lipolissacarideo (LPS) (BOERLIN, 2010).
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2.5.1 - Cépsula

A cépsula de P. multocida é composta por polissacarideos extracelulares
localizados na superficie mais externa da célula, sendo considerada como portal de
entrada para as células do hospedeiro (CHENG e COSTERTON, 1975; RIMLER e
RHODES, 1989 apud MUTTERS, et al., 2003).

Cepas de P. multocida que expressam diferentes composi¢des quimicas da
estrutura capsular foram identificadas. Por exemplo, cepas do tipo A expressam o
polissacarideo de cépsula composto por um polimero de alto peso molecular de &cido
hialurénico (ROSNER, 1992 apud BOYCE et al., 2010). Amostras do sorogrupo D
expressam um polissacarideo capsular composto por polimeros de heparina, e isolados
do tipo F apresentam capsulas compostas por polimero de condroitina (DE ANGELIS et
al., 2002 apud BOYCE et al., 2010).

O é&cido hialurdnico, a heparina, a condroitina e demais polimeros capsulares sdo
polissacarideos denominados glicosaminoglicanos (GAG’s). GAG’s sdo componentes
estruturais que apresentam um papel critico na adeséo celular e na regulacéo da atividade
de vaérias proteinas. A presenca de algumas destas moléculas na composi¢ao das células
eucarioticas ¢ um possivel mecanismo de escape bacteriano a resposta imune do
hospedeiro (BOYCE et al., 2010).

Entre as possiveis fun¢bes da capsula, citam-se a protecdo contra dissecagdo no
meio ambiente, a fagocitose e a inibicdo do sistema complemento do soro (CHUNG et
al., 2001). Estudos prévios sobre a viruléncia da capsula de P. multocida tém usado
derivados espontaneos de variantes acapsulares ou a remogdo enzimatica da cépsula
(PRUIMBOOM, 1996 apud CHUNG et al, 2001; SAMBROOK, 1989 apud CHUNG et
al, 2001). Estes estudos sugerem que ha uma correlacdo entre a cdpsula e a viruléncia de
P. multocida (CHUNG et al.,, 2001). Contudo, a analise de parte destes estudos é
prejudicada pela falta da selecdo de amostras isogénicas e um ndo entendimento da sintese
da capsula em nivel molecular (MUTTERS et al., 1989; BOYCE et al., 2000; CHUNG et
al., 2001; BACK 2004, HARPER et al., 2006, EWERS et al., 2006).
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2.5.2 — Lipopolissacarideos (LPS)

LPS sdo componentes tipicos da parede celular de patégenos Gram negativos e
atuam em dois papéis proeminentes: como fator de viruléncia e como imundgeno sorovar-
especifico. Sdo considerados endotoxinas, pois apresentam pirdgenos exdgenos que
podem ocasionar febre (KUBATZKY, 2012).

Endotoxinas sdo produzidas por todas as cepas de P. multocida, tanto virulentas
quanto ndo virulentas. Apesar de contribuirem para a viruléncia, a invaséo e multiplicacéo
das cepas sdo necessérias para a producéo de quantidade suficiente de endotoxinas in vivo
(GLISSON et al., 2008a). A toxicidade depende da interagdo entre a endotoxina e 0
hospedeiro, pois as diferengas estruturais entre os sorotipos de LPS pode afetar a
intensidade da resposta imune inata (BOYCE et al., 2010).

Rimler (1990, apud MUTTERS et al., 2003) cita que a presenca de capsula ndo
afeta o perfil do LPS. Mas os acUcares terminais descritos por Heddleston (1972)
constituidos por tetrassacarideos de sacarose e acetil-glucosamina sdo semelhantes aos
residuos presentes nos glicolipideos das células eucaridticas, sendo possivel que este
mimetismo proporcione alguma vantagem de sobrevivéncia in vivo para P. multocida
(BOYCE et al., 2010).

2.5.3 — Fimbrias, adesinas e proteinas de membrana externa (OMPs)

O mecanismo molecular fundamental da aderéncia de P. multocida nas células do
hospedeiro ainda ndo é conhecido (DABO et al., 2003). Alguns micro-organismos
necessitam da motilidade e de quimiotaxia, assim como de resisténcia ao acido gastrico e
a bile para alcancar as células alvo no hospedeiro. O contato inicial é geralmente mediado
pela bactéria patogénica através de adesinas fimbriais ou ndo fimbriais na sua superficie
(KLINE et al., 2009 apud GYLES e PRESCOTT, 2010). A ligacdo pode resultar em
colonizacdo extracelular ou na internalizacdo do patdgeno. As adesinas se ligam a
receptores C de superficie das células do hospedeiro. O tipo de 6rgdo e hospedeiro
envolvidos podem determinar diferencas na capacidade de adesdo entre as células animais
e 0s receptores para as adesinas bacterianas (GYLES e PRESCOTT, 2010).

As fimbrias desenvolvem um papel na adesdo as superficies, e algumas cepas de
P. multocida do sorogrupo A sdo habeis na ades&o ao epitélio das mucosas (HARPER et

al., 2006). Fimbrias tipo 1V, ou Pili, isoladas dos sorotipos A, B e D de Pasteurella
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multocida, e associadas com a viruléncia em outras bactérias, sdo geralmente as mais
estudadas (RUFFOLO et al., 1997; HARPER, 2006).

As outras proteinas de membrana de P. multocida sdo vinculadas a diferentes
tecidos do trato respiratdrio de bovinos, aves, suinos e coelhos. Em estudos sobre adeséo,
a proteina de membrana OmpA demonstra capacidade de ligar-se a células dos rins de
bovinos e de interagir com componentes da matriz extracelular, como fibromectina e
heparina (DABO et al. 2003).

A proteina de membrana OmpH € uma das maiores proteinas de membrana
descritas em P. multocida, Trabalhos vinculados a imunidade demonstram que esta
proteina possui antigenos bacterianos que auxiliam a iludir a resposta imune do
hospedeiro (LUO et al., 1999 apud BOYCE, 2006). A expressdo de OMP’s pela P.
multocida é influenciada pelos niveis de ferro, e reaces cruzadas entre anticorpos de
suinos e de aves (ZHAO et al., 1995 apud CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006).

2.6 — Métodos de diagnostico e de estudos de patogenicidade

O diagnéstico presuntivo de CA pode ser baseado na ocorréncia de sinais clinicos
e de leses tipicas e/ou na demonstracdo microscopica da coloracéo bipolar caracteristica
da bactéria em amostras de tecidos como figado, baco ou em esfregacos de sangue
(SHIVACHANDRA et al., 2003; FERRI et al., 2006).

Swabs estéreis de algoddo geralmente sdo recomendados para a coleta de amostras
de material suspeito. Se a carcaga estiver em estado de decomposigdo avangado, a medula
6ssea pode ser examinada. Em suinos e outros animais com rinite atrofica, € comum a
coleta de swabs das turbinas nasais e seu estriamento em placas de AS ou incubadas em
caldo BHI (Brain-Heart Infusion ou Infusdo Cérebro-Coracéo). Aves suspeitas de
carrearem a P. multocida sdo amostradas pela cloaca ou pelas mucosas do trato
respiratdrio superior (LEE et al., 2000; CHRISTENSEN e BISGAARD et al., 2006).

A deteccdo de P. multocida, por PCR (Polimerase Chain Reaction) também
consiste em uma importante ferramenta para o rapido diagndstico e para direcionar as
acOes a serem tomadas em casos confirmados (DZIVA et al., 2008; BRINGHENT], 2011;
FURIAN et al., 2013).
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O diagndstico soroldgico através de soroaglutinacdo réapida (SARP),
imunodifusdo ou teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) podem
apresentar resultados confusos em algumas situagfes. Por exemplo, nos casos de CA
cronica, quando os niveis de anticorpos apresentam-se em quantidades ndo suficientes
para um diagnostico positivo, e também pode apresentar pequeno valor nos casos agudos,
quando ndo houve tempo para a formagdo de uma resposta imune mensurével
(NASCIMENTO et al., 2009).

Os 6rgdos coletados para o isolamento de P. multocida podem ser inoculados em
coelhos, hamsters ou camundongos pelas vias subcutanea ou intraperitoneal, com um
volume de 0,2 mL de solugdo bacteriana overnight. Em casos positivos, a morte ocorre
em 24 a 48 horas, e o reisolamento pode ser realizado a partir do figado, do sangue ou do
coracgdo dos animais (NASCIMENTO et al., 2009).

Ensaios experimentais com a utilizacdo de galinhas, camundongos ou ovos férteis
de galinhas tém sido amplamente utilizados em estudos de patogenicidade de P.
multocida (IBRAHIM et al., 1998; SHIVACHANDRA et al., 2006). Tais estudos também
avaliam diferentes rotas de inoculagdo, como as vias intramuscular, intratraqueal,
intravenosa e conjuntival para se tentar esclarecer a porta de entrada da bactéria durante
os casos de CA (WILKIE et al., 2000).

Camundongos séo altamente susceptiveis a bactéria P. multocida (PATEL, 2004).
Kumar et al. (1996) testaram 43 isolados de Pasteurella multocida de diferentes espécies
animais. O teste de patogenicidade foi realizado em trés camundongos para cada amostra,
pela inoculagéo de 0.2 mL de um caldo de cultura de 18 horas pela via intraperitoneal e
observados durante 48 horas. Todos o0s 43 isolados mataram os camundongos dentro do
periodo de 24 a 48 horas, e a bactéria foi reisolada do sangue cardiaco dos animais, e
confirmado o diagnostico através do cultivo bacteriano, de testes bioquimicos e de testes

soroldgicos.

Rajini et al. (1995) realizaram um teste de patogenicidade de 30 amostras
coletadas de aves suspeitas de CA. Os materiais coletados de cada ave foram
homogeneizados e 0,1 mL de cada amostra foram inoculados por via intraperitoneal em
camundongos. As amostras de todas as aves foram letais para os camundongos, embora
tenha havido variagdo nas suas viruléncias, de acordo com a analise da Média do Tempo

de Morte (MTM). As cepas com uma MTM de 10 horas foram consideradas as mais
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virulentas. A maioria dos isolados (19) mostrou uma MTM entre 10 e 18 horas e apenas

um isolado apresentou uma baixa viruléncia com um MTM de 25 a 30 horas.

Balakrishnan e Mini (2001 apud PATEL, 2004) realizaram um teste de
patogenicidade com 4 isolados provenientes de patos e de galinhas a partir da inoculagéo
de camundongos, coelhos, galinhas e patos. O teste de patogenicidade dos isolados
resultou na morte de todos os camundongos em 24-48 horas, ndo havendo classificagéo

de patogeniciade das 4 cepas.

Hunter e Wobeser (1980 apud PATEL, 2004) induziram experimentalmente CA
em patos para estudar a ocorréncia de lesdes decorrentes da infecgdo. Patos que morreram
em funcdo de condigBes agudas de CA tiveram lesdes de septicemia hemorrégica com
amplo dano vascular e necrose focal no figado, bago e intestinos. Os animais que
sobreviveram ao desafio desenvolveram lesfes cronicas em varios 6rgdos, incluindo o

cérebro, intestinos, sacos aéreos, articulacdes e olhos.

Verma (1991) isolou P. multocida de um caso de pasteurelose suina e realizou o
teste de patogenicidade em bezerros, porcos, ovelhas, cabras, coelhos, galinhas, patos e
pombos por via subcutdnea. Somente as galinhas e os patos foram resistentes ao desafio.
Os animais mortos foram submetidos a avaliacdo das lesbes macroscopicas. Foram
observadas hemorragias em todos os 6rgéos vitais como figado, bago, rins, linfonodos e

musculo cardiaco.

Nakamine et al. (1992) obteve dois isolados de patos selvagens de P. multocida
no Japao e realizou um teste de patogenicidade em coelhos por via subcutanea. Os animais
morreram em um periodo de 24 horas. Foram observadas multiplas necroses e agregados

bacterianos proeminentes, particularmente no figado.

Sood et al.(2006) inocularam 0,2 mL de uma solugdo contendo 10”2 UFC/mL de
P. multocida por via intravenosa em aves com 12 a 15 semanas de vida da linhagem
Leghorn. As aves desafiadas apresentaram congestao intestinal, hepética, esplénica, renal

e cardiaca, além de petéquias equimdticas na superficies cardiaca e no esofago. .

Em seu estudo, Huberman et al. (2011) utilizaram 5 amostras de P. multocida
provenientes de aves e inocularam 0,1 mL de solugdo de BHI overnight em 5 pintos de
dois dias de idade por via subcuténea. Apo6s 24 horas de observacdo, apenas uma ave
morreu. Os 6rgdos da ave morta foram coletados, macerados e, em seguida, inoculados

em caldo BHI overnight. Esta solugéo foi novamente inoculada em 5 pintinhos de 3 dias
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de idade, dos quais 4 morreram. Os Orgdos destes animais sofreram 0 mesmo
procedimento de coleta, maceragdo e inoculagdo em BHI overnight e uma terceira
passagem foi realizada em 10 pintos de 4 dias de idade, sendo que nenhum animal
sobreviveu. Assim 0s autores perceberam que a cada passagem da bactéria em um

hospedeiro, a cepa apresentou maior patogenicidade.

A inoculacdo experimental por via oral de 1,0 mL de solugdes contendo 6,25 x
108 UFC/mL de P. multocida em aves de 52 semanas de idade foi realizada por Rahman
et al. (2004). Durante aa necropsia destes animais, 0s autores observaram a ocorréncia de

lesGes nodulares na superficie do figado e hemorragias intestinais.

Souza (2010) utilizou 290 amostras de Escherichia coli isoladas de diversas fontes
avicolas para a realizacdo de um teste de patogenicidade em pintos de corte de um dia.
Apbs um prévio cultivo das amostras em caldo BHI overnight, 0,1 mL das solucdes
bacterianas foram inoculadas por via subcutanea, cada qual em 10 pintos, e estes foram
observados por 7 dias. Foram avaliados os seguintes critérios: lesdes macroscopicas e 0
tempo de morte das aves, atribuindo-se valores numéricos de acordo com a ocorréncia.
Posteriormente, a analise destes valores permitiu a elaboracdo de uma equagdo
matematica para a determinagdo de escores de patogenicidade em E. coli. , que foram
classificados em grupos de patogenicidade: alta, intermediéria e baixa patogenicidade e

também em apatogénicas.



3 MATERIAIS E METODO

3.1 - Comité de Etica no Uso de Animais

Para a realizagdo deste estudo, procedeu-se o0 envio e aprovagdo do projeto ao
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Pesquisas Veterinarias

Desidério Finamor (IPVDF), sob o Protocolo de nimero 22/2012, conforme Apéndice A.

3.2 — Local de estudo

O preparo das cepas a serem inoculadas, assim como a infec¢éo experimental e
avaliacdo das lesBes macroscopicas encontradas durante a necropsia das aves foram
realizados no Laboratério de Saude das Aves e no setor de biotério experimental do
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVVDF), localizado no municipio
de Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul. O reisolamento das amostras foi realizado no
Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.3 — Aquisicdo e manutencdo das aves

As aves utilizadas no trabalho foram adquiridas de uma empresa avicola
fornecedora de pintos de corte localizada na regido serrana do estado do Rio Grande do
Sul. Estas aves eram provenientes de matrizes ndo vacinadas contra CA, e apresentavam

mais de 60 semanas de idade média.

Os pintos de um dia foram alojados em salas de isolamento, dentro de caixas
plasticas de contencdo, em grupos constituidos por 10 aves, conforme é exemplificado na

Figura 1.

Durante todo o periodo de alojamento as aves receberam racéo e &gua ad libitum.
A temperatura e umidade do ambiente foram monitoradas e controladas de acordo com a
zona de conforto térmico preconizada. Foram coletadas amostras de racdo de todos os
maddulos experimentais para verificacdo da presenca e da concentracdo de micotoxinas
nas mesmas. Nestes testes constatou-se uma concentragdo média de pouco mais 8 ppb

(partes por biln&o) de aflatoxina nas amostras analisadas (APENDICE B).



28

Figura 1. Alojamento das aves em caixas de contengéo e dispersdo das
caixas na sala de isolamento.

A) Disperséo das aves nas caixas de contencéo. B) Disposicéo das caixas na sala de isolamento.

3.4 - Amostras

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionadas 97 amostras de Pasteurella
multocida, inoculadas em quatro mddulos ou baterias experimentais. Dentre estas
amostras 56 cepas foram obtidas de casos clinicos de CA e 39 foram isoladas de suinos e
de javalis, 01 cepa foi isolada de camundongos e 01 foi originaria de bufalos. As amostras
de camundongos e de bufalos foram enquadradas durante o estudo em conjunto com

amostras de suinos.

Todas as amostras encontravam-se estocadas em sangue puro ovino a temperatura
de -70°C no CDPA.

Para a reativacao destas amostras, utilizou-se o caldo de cultura ndo seletivo BHI.
Uma aliquota de 20puL da solugdo estoque de P. multocida foi transferida para 5 mL de
caldo BHI e os tubos mantidos em estufa bacterioldgica a 37°C durante 24 horas.

Ap06s o periodo de incubacgdo, as amostras foram estriadas em dois meios distintos:
agar sangue adicionado de 5% de sangue ovino e agar MacConkey. O primeiro representa
uma excelente fonte de nutrientes para as bactérias do género Pasteurella sp., enquanto o

crescimento da maioria das Pasteurella sp. é inibido pelo segundo.

As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica nas mesmas condicdes citadas
anteriormente. Apds este periodo procedeu-se a identificacdo das caracteristicas

morfoldgicas das col6nias e a realizagdo de provas bioquimicas de catalase e de oxidase.
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Também realizou-se a coloracdo por Giemsa a fim de se observar a bipolaridade tipica da
célula bacteriana. Coldnias representativas de cada amostra foram selecionadas neste
momento para a realizacdo de um protocolo de PCR espécie especifico para a

identificagcdo do gene kmt, conforme descrito por Bringhenti (2011).

3.5 - Dose Letal 50%

Para a definicdo do volume de indculo e do nimero de UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias) a ser utilizado em cada infecgdo experimental, foi realizado um
projeto piloto para estabelecer a Dose Letal para 50% das aves (DLso). A partir de um
indculo de P. multocida incubado em BHI overnight, contendo 108 UFC/mL foi realizada
a diluicdo seriada até 10°°. Grupos de 10 aves foram inoculados com cada amostra e com
diferentes volumes: 0,1 mL, 0,3mL e 0,5mL através da via intraperitoneal. Cerca de 500
aves foram utilizadas para a determinacdo da DLso. Seguindo a equagdo numerica e

calculos de Reed e Muench (1938), chegamos a uma DLso aproximada de 1x10° UFC.

3.6 - Preparo do in6culo

O preparo do indculo foi padronizado para todas as amostras, conforme a técnica
adaptada de Borsoi (2009).

Foi realizada a suspensdo em 5 mL de BHI de uma col6nia de P. multocida,
proveniente de um cultivo overnight em agar sangue. Apos a suspensao as solucdes foram
homogeneizadas e em seguida sofreu diluicbes seriadas em solucdo salina 0,85% estéril.
Uma aliquota de 20 pL de cada diluigdo foi pipetada em quintuplicata em placas de AS.
Utilizou-se contagem em placa atraves da técnica da gota (SANT’ANNA e
CERQUEIRA, 2007), conforme a Figura 2.
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Figura 2. Técnica de contagem de UFCs através da técnica da gota.

De acordo com a técnica o nimero de colbnias obtidos na quintuplicata foi
ajustado multiplicando-se o numero de col6nias obtido nas 5 gotas por 50 (fator de
correcdo de 20 pL para 1 mL) e dividindo por 5 (nimero de gotas). Apds este célculo foi
estabelecida a relacdo da diluicdo que estava sendo contada e assim foi obtida a média
em UFC/mL de cada amostra. O nimero de células presentes na suspensao inicial foi de
107 UFC/mL, a partir da qual conseguimos realizar uma técnica padrdo de suspensdo e

de diluicdo das amostras para a inoculacéo.

O preparo dos indculos foi realizado a partir dos seguintes passos: uma col6nia de
cada amostra obtida de um cultivo overnight em agar sangue ovino (5%) foi transferida
para um tubo de ensaio contendo 5 mL de BHI estéril. Ap6s homogeneizagdo 1 mL desta
solucéo foi transferido para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina a 0,85%
estéril. Assim o nimero de UFC/mL inicial passou de 107 para 10°. A solucéo obtida com

10¢ UFC/mL foi utilizada para a inoculagdo das amostras de P. multocida.

Para chegar ao namero de células estabelecida na DLso uma aliquota de 100 pL
foi retirada das solug@es contendo 10 UFC/mL, chegando-se ao niimero aproximado de

10° UFC desejado para a realizagdo do experimento.

3.7 - Inoculagéo

Foram realizadas 4 baterias experimentais, em cada uma delas foram inoculadas

de 20 a 23 amostras, e todas estas baterias foram acompanhadas de um grupo controle.
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Cada cepa foi inoculada em um grupo formado por 10 pintos com 1 dia de idade,
totalizando 970 aves testadas, e somadas a mais 40 aves utilizadas como controle
negativo. As amostras foram inoculadas com 0,1 mL da solu¢do preparada através da via
intraperitoneal, conforme demonstrado na Figura 3. Da mesma maneira que 0S grupos
testados, 0s grupos controle continham 10 pintos com 01 dia de idade que foram
inoculados com 0,1 mL de solucdo salina 0,85% estéril pela mesma via de inoculagdo dos
grupos desafiados.

Apoés a inoculagdo das aves, eram realizadas 06 visitas por dia as salas de

isolamento e os animais mortos eram recolhidos.

Figura 3. Processo de inoculagdo por via intraperitoneal dos pintos de um dia.

3.8 — Mortalidade, avaliagdo de lesbes macroscdpicas e reisolamento bacteriano

O protocolo utilizado para a avaliacdo das lesbes macroscopicas visualizadas
durante a necropsia seguiram o modelo descrito por Souza (2010). As lesdes avaliadas,
foram: onfalite, celulite, aerossaculite, pericardite, perihepatite e peritonite.

As lesdes analisadas na necropsia das aves do atual experimento encontram-se
exemplificadas na Figura 4.
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Figura 4. LesBes macroscopicas presentes nas observacgdes das aves necropsiadas.

A —aerossaculite; B- celulite; C- onfalite; D- pericardite; E- perihepatite; F- peritonite. Todas as imagens foram geradas
durante a necropsia dos animais utilizados neste estudo.

Os animais mortos de cada grupo foram necropsiados, e avaliados quanto a
presenca das lesdes acima descritas e demonstradas.

Para a tentativa de reisolamento bacteriano, o figado e o coracdo foram coletados
assepticamente e inoculados em 5 mL de BHI. O diagnéstico bacteriol6gico seguiu 0s
mesmos passos descritos para a reativacdo das amostras de P. multocida estocadas em

sangue total.

Apo6s 24 horas de incubacdo a 37°C, as solucbes foram homogeneizadas e
estriadas em Agar Sangue Ovino (5%) e Agar MacConkey, e novamente incubadas a
37°C por 24 horas (AMIGOT et al, 1998 apud CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006).
As coldnias obtidas no AS foram observadas quanto as caracteristicas morfoldgicas e
foram realizadas provas bioquimicas de catalase e de oxidase. Colénias representativas
de cada amostra foram selecionadas neste momento para a realizagdo de um protocolo de
PCR espécie especifico para a identificacdo do gene kmt, conforme descrito por
Bringhenti (2011).

As aves remanescentes ao final de sete dias, foram submetidas a coleta de 2 mL
de sangue, através de puncdo cardiaca para a realizacdo do teste de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay — IDEXX PM, lote LH628, conforme apéndice C) e

eutanasiadas por deslocamento cervical. Também foram submetidas a necropsia e as
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mesmas avalia¢des quanto a presenca de lesdes e as coletas de 6rgdo para o reisolamento

bacteriano.

3.9 - Calculo do indice de Patogenicidade

O célculo do indice de Patogenicidade foi baseado no trabalho descrito por Souza
(2010). Para a sua determinacdo, o critério de Tempo de Morte (TM) foi utilizado
conjuntamente com a avaliacéo das lesdes macroscopicas. Cada um destes dois critérios

receberam pontuagdes iguais, equivalendo ao escores de 5 pontos cada.

Aves que morreram no primeiro dia pos-inoculacdo receberam escore méxima (1)
para o TM avaliado. Do segundo ao sétimo dia, foi feita a diminuicdo proporcional do
valor atribuido, calculando-se um Fator de Bonificacdo de Sobrevivéncia (FBS) da
seguinte maneira: o fator maximo de TM 1, foi dividido pelos 7 dias em que as aves
foram avaliadas, obtendo-se o valor de 0,1428. Para cada dia em que as aves sobreviveram
diminuiu-se 0,1428 do fator méximo estabelecido (1). Os valores obtidos para os TM

foram multiplicados pelo valor 5 correspondente ao escore de pontos.

As aves sobreviventes, que foram eutanasiadas no sétimo dia pos-inoculagéo,

receberam o valor zero (0) para o critério tempo de morte.

Os cinco pontos atribuidos as lesbes foram divididos pelo nimero de lesdes
avaliadas. A divisdo do escore mé&ximo de lesdes (5) pelo nimero de lesdes avaliadas (6),

resultou no valor atribuido para cada lesdo, 0,833.

Aves que morreram no primeiro dia pi, receberam os escores maximos para 0s
dois critérios avaliados, resultado no indice de Patogenicidade Individual (IP1) maximo
(10).

Os FBS e os possiveis escores de lesdes estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Relacdo entre o tempo de morte e valor atribuido ao FBS e relagdo entre o
namero de lesdes e o respectivo valor atribuido.

Fator de Bonificacdo de Sobrevivéncia Somatorio do Escore de Lesbes
Dia de Morte ™ FBS N° de Lesdes Valor
1 1 5 6 5,000
2 0,8572 4,285714 5 4,167
3 0,7144 3,571429 4 3,333
4 0,571 2,857143 3 2,500
5 0,4284 2,142857 2 1,667
6 0,2857 1,428571 1 0,833
7 0,1428 0,714286 0 0,000

7> 0 0

7* = aves que sobreviveram até o sétimo dia e foram eutanasiadas.

Assim, o indice de Patogenicidade Individual calculado foi gerado de acordo com

a seguinte equacao:

IPI=TM x5+ (PC+ PH + PT + ASS + CL + ONF) 0,833
Onde:
IPI = indice de Patogenicidade individual

TM = Tempo de Morte — para as aves que permaneceram vivas e precisaram ser
eutanasiadas (7*), o valor de TM foi determinado como 0 para que o célculo de FBS

resultasse em 0.

PC = Pericardite

PH = Perihepatite
PT = Peritonite

ASS = Aerossaculite
CL = Celulite

ONF = Onfalite

0,833 = fator de multiplicacéo das lesdes (5 pontos para lesdes divididos pelas 6 lesdes

avaliadas)
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Para calcular o Indice de Patogenicidade (IP) de cada amostra inoculada no grupo

formado por 10 pintinhos, os valores obtidos através do célculo do IPI, foram somados e

a média aritmética foi gerada, de acordo com a equacao abaixo:

Onde:

IP = indice de Patogenicidade da Amostra

3" IPI = Somatério dos Indices de Patogenicidade Individual

N = Numero de pintos inoculados

Tabela 2. Representacio da execucdo do célculo do indice de Patogenicidade por amostra

bacteriana.

Amostra Animal DM TM FBS CL PC PH PT ASSONF Lesdes IPI
33 1 2 0874286 0 1 1 1 1 1 4,167 8,45
33 2 2 0874286 1 O 0 0 1 1 2500 6,79
33 3 2 0874286 0 O 0 1 1 1 2500 6,79
33 4 2 0874286 0 O 0 1 1 1 2500 6,79
33 5 3 071435712 0 O O 1 1 1 2500 6,07
33 6 7* 0 - o 0 1 1 1 1 3,333 3,33
33 7 7* 0 - O 0 0 1 1 1 2500 2,50
33 8 7* 0 - 0O 0o 1 1 1 1 3,333 3,33
33 9 7* 0 - O 0 0 1 1 1 2500 2,50
33 10 7* 0 - 1 0 1 1 1 1 4,167 4,17

IP Amostra 5,07

- =Nao ha FBS

1 = Ocorréncia de lesao

0 = Auséncia de lesao

7* = Eutanasiadas no sétimo dia pds inoculagdo

IP = soma do FBS e dos valores das lesoes

IP Amostra = média dos valores de IP
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3.10. — Anadlise estatistica

Os dados obtidos no presente estudo foram analisados pelo programa

computacional GraphPad Prism® 6.

Para a verificacdo da normalidade dos dados, foram utilizados os testes de
D"Agostinho & Pearson e Shapiro-Wilk.

Em funcdo da caracteristica dos dados ndo seguirem uma distribuicdo normal,
foram utilizados testes estatisticos ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann Whitney

para a avaliagdo dos mesmos.



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Relacdo da mortalidade com o tempo de morte avaliado

Os resultados obtidos no estudo demonstram uma mortalidade de
aproximadamente 52% das aves nos 2 primeiros dias poés-inoculacdo (pi). Os dias
intermediarios (3,4,5,6 dias pi) apresentaram uma reduzida taxa de mortalidade. Ao final
do periodo de 07 dias de avaliacdo, um total de 59,28% das aves morreram e 40,72% das

aves foram eutanasiadas, conforme demonstra o Grafico 1.

Gréfico 1. Relacdo percentual entre a mortalidade e o tempo de morte das aves inoculadas
no periodo de 07 dias de avaliaco.
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Tempo de Morte = dias de avaliago p6s-inoculacéo
7* = aves que ndo morreram e foram eutanasiadas no sétimo dia pos-inoculagéo.

A distribuicdo da mortalidade de acordo com o tempo de morte teve maior
expressividade nos dois primeiros dias pds inoculagdo, sendo estes responsaveis por

aproximadamente 52% da mortalidade total (Gréfico 1).

A Tabela 3 que encontra-se a seguir demonstra a distribuicdo dos percentuais de
mortalidades dos animais testados para as diferentes origens das amostras. Onde é
possivel observar que houve diferenca estatistica entre as mortalidades diarias para as
diferentes espécies, nos dias 1, 2 e 4. Houveram diferengas estatisticas também no
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percentual de aves sobreviventes para as diferentes espécies de origem das cepas de P.

multocida.

Tabela 3. Distribuicéo percentual das mortalidades diarias para as diferentes origens das
amostras.

Mortalidade diaria

Origem

g 1 2 3 4 5 & 71 71* Total
Aves 561° 136° 30° 16° 05° 022 07% 243* 560
Suinos 103° 83° 63% 07° 078 12° 02% 632° 410

Teste de maltiplas comparagbes de Dunn’s. P>0,0001 e alfa de 0,05. Onde letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica entre os grupos analisados.
7* = aves que ndo morreram e foram eutanasiadas no sétimo dia pos-inoculagéo.

Os resultados do Gréafico 1 e da Tabela 3 estdo de acordo com os dados de
mortalidade observados no estabelecimento da DLso para o atual estudo, conforme o0s

dados descritos na metodologia.

Hazarika (2011) determinou a DLso para amostras de P. multocida isoladas de
casos clinicos de suinos, através da inoculagdo experimental de camundongos e
confirmou em seu estudo que 10° UFC/mL é a concentragdo 6tima para causar 50% de
mortalidade em camundongos. Manoharan et al. (1997 apud HAZARIKA, 2011) também

determinou a mesma concentragdo em seu trabalho com camundongos.

O Tempo de Morte observado também apresenta resultado similar ao trabalho
realizado por Wilkie, et al., (2000), em que aves com 12 semanas de idade foram
inoculadas pela via intramuscular com duas cepas de P. multocida com diferentes graus
de patogenicidade. As aves inoculadas com a cepa sabidamente de alta patogenicidade
morreram em um periodo médio de 22 a 23 horas apds a inoculacdo, enquanto as aves
inoculadas com uma cepa sabidamente de baixa patogenicidade morreram em até 72

horas apds a inoculagéo.
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4.2 - Presenca de lesdes e reisolamento bacteriano

A mediana das lesdes observadas e 0s respectivos desvios padréo (DP) resultantes
das observagOes realizadas nas aves sdo apresentados na Tabela 4. Percebe-se que em
todas as situagdes as cepas de origem suina apresentaram menor niumero de lesdes do que
as amostras de origem aviéria, contudo esta diferenga ndo foi estatisticamente

significante.

Tabela 4. Medianas das lesfes nos grupos de 10 aves inoculadas de acordo com a origem
das amostras.

Medianas das Lesdes + DP
Origem N° CL PC PH PT ASS ONF
Aves 56 65+254 30x2620 45+233 90+287* 70+2,300 9,0+2,18

Suinos 41  6,0%£3,14 10+153 20+214 80+232 60+235 7,0+2,61

Teste de multiplas comparag@es de Dunn’s. P>0,0001 e alfa de 0,05.

O Gréfico 2 que é demonstrado a seguir, apresenta as frequéncias obtidas para
cada leséo e para o percentual de reisolamento, de acordo com a origem das cepas. As
lesdes demonstradas no Grafico 2 abaixo e na Tabela 4 apresentada anteriormente séo
descritas como lesBes septicémicas comuns as encontradas em infecgdes bacterianas,

assim como a P. multocida.

Gréfico 2. Frequéncia de lesGes observadas por cepas de aves e suinos e o percentual de
reisolamento bacteriano obtido para cada uma das origens.
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Nunes et al. (2008) observaram a presenca de pneumonia e de aerossaculite em
aves de criacdo colonial e diagnosticaram a presenca do agente P. multocida através de
reisolamento bacteriano convencional. De acordo com Christensen e Bisgaard (2000), as
lesBes pleuro-pneumdnicas fibrinosas sdo claramente visiveis nas areas afetadas, podendo
serem uni ou bilaterais e com grandes extensdes de exsudag&o de fibrina. Derakhshanfar
e Ghanbarpour (2002) descrevem que além da E. coli, outras bactérias como P. multocida
também sdo frequentemente isoladas de lesdes de celulite em aves. Rahman et al. (2004)
encontraram lesdes indicativas de septicemia em diferentes 6rgdos, além de oviposicdo
intrabdominal em alguns casos ao necropsiar aves com 52 semanas de idade inoculadas

experimentalmente com a bactéria.

Ao descrever dois casos de CA na Austrélia, Zhang et al. (2003) observaram ao
exame post mortem que as aves apresentavam necrose do figado, peritonite fibrinosa,
pericardite, perihepatite, pneumonia e formacdo de abcessos. Shivaprasad et al. (2012)
também descreve as lesbes comumente encontradas em casos de CA: petéquias nas
visceras, figado edemaciado com focos necréticos, pericardite, aerossaculite, celulite,
endocardite, peritonite, ooforite (reprodutoras), além de sinusite, osteomielite, sinovites

e conjuntivites em casos cronicos.

As lesBes macroscopicas causadas por E. coli e outras bactérias sdo muito
similares, independente do micro-organismo envolvido. Somente através do diagndstico
bacterioldgico é possivel correlacionar os achados macroscopicos ao agente etioldgico.
(FISHER et al.,1998 apud BORGES, 2006; BISGAARD e DAM, 2001 apud BORGES,
2006).

Em alguns casos cronicos, lesbes supurativas podem estar amplamente
distribuidas, envolvendo o trato respiratério, a conjuntiva e tecidos adjacentes a regido da
cabeca. Artrite caseosa e inflamacdo produtiva da cavidade peritoneal também séo
achados comuns. Lesdes de dermatite fibrino-necrdtica na regido dorsal ou ventral do

corpo da ave também tém sido observadas em perus e em frangos (CRISTENSEN, 2013).

Os percentuais de reisolamento, de acordo com suas medianas e com o desvio
padrdo, estdo descritos na Tabela 5. Obteve-se um maior sucesso no reisolamento das

cepas de origem avidria.
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Tabela 5. Medianas dos percentuais de reisolamento bacteriano decorrentes das diferentes
origens das amostras.

Origem N° de Amostras Mediana = DP
Aves 56 60 £ 25,22 2
Suinos 41 30+19,90°

Kruskal-Wallis de medianas, com P>0,0001. Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticas
significativas.

A Tabela 6 demonstra que existe diferenca entre o reisolamento realizado nas aves
que morreram nos dois primeiros dias quando comparado com as aves eutanasiadas. Ja o
reisolamento bacteriano obtido entre os dias 3 e 7 pi s&0 menos expressivos e ndo houve
diferenca estatistica entre o percentual de reisolamento obtido nestes dias, quando
comparados aos reisolamentos obtidos para as aves que morreram nos dias 1 e 2 pi, e

também as aves eutanasiadas.

Tabela 6. Percentual de reisolamento bacteriano versus o dia de reisolamento.

Dias Mortalidade Reisolamento % Reisolamento
Dia 1l 393 253 64,38 2
Dia 2 110 74 67,272
Dia 3 43 17 39,5320
Dia 4 12 3 25,0020
Dia 5 6 3 50,002°
Dia 6 6 2 33,332b
Dia 7 5 2 40,002
Dia 7* 395 94 23,80°

Teste Pearson de comparagao de percentuais. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica entre

0s grupos analisados.

Durante a realizacdo de um teste de patogenicidade em camundongos, Mohamed
(2012), conseguiu recuperar P. multocida do figado, do baco e do sangue cardiaco.
Balakrishnan e Roy (2012) também obtiveram sucesso em recuperar 8 cepas de
Pasteurella multocida de origem avicola, apds o cultivo bacteriano do sangue cardiaco

coletado de camundongos previamente inoculados.

Porém, é sabido que a maioria dos testes de patogenicidade ndo envolve o
posterior reisolamento bacteriano. Grande parte das tentativas de se mensurar a

patogenicidade de Pasteurella multocida envolve apenas a confirmagdo do diagnostico
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por visualizagdo microscopica da célula bacteriana, cujas caracteristicas morfologicas sao

bastante utilizadas para este fim.

As diferencas de mortalidade e da frequéncia de lesGes quando correlacionadas as
espécies de origem poderiam explicar o menor percentual de reisolamento bacteriano
obtido para amostras de suinos, em comparagéo com as amostras oriundas de aves. Outro
fator que pode estar correlacionado refere-se a especificidade das amostras com relagéo
a sua origem, ou seja, as amostras oriundas de aves sdo capazes de causar mais lesdes em

aves do que as demais amostras.

4.3 —Indices de Patogenicidade

As 97 cepas de P. multocida foram classificadas conforme os indices de
Patogenicidade (IP) obtidos em trés diferentes grupos. A analise das medianas dos indices
de acordo com a origem dos isolados apresenta diferenca estatistica, conforme
demonstram os dados da Tabela 7. No Gréfico 3, as cepas de diferentes origens estéo
distribuidas nos trés grupos de classificagdo do IP: Alta (IP de 8 a 10), Meédia (IP de 4 a
7) e Baixa (IP de 0 a 3). A distribuicdo da classificagdo das cepas nos grupos de

patogenicidade encontra-se descrita no Gréfico 3.

Tabela 7. Mediana dos valores dos indices de Patogenicidade (IP) de acordo com a origem
das amostras.

Origem N° de Amostras Mediana = DP
Aves 56 7,86 + 2,67 @
Suinos 41 3,79+ 2570

Kruskal-Wallis de comparaco de medianas. P<0,001. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca

estatistica entre 0s grupos analisados.
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Gréafico 3. Distribuicdo das amostras de acordo com a origem nos grupos de
patogenicidade.
= Aves Suinos
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A Tabela 8 apresenta a distribuicdo em conjunto das 97 amostras de P. multocida
nos trés diferentes grupos conforme o IP obtido. Os resultados demonstram que houve

diferenca significativa nos valores da mediana do IP entre os grupos de patogenicidade.

Tabela 8. Mediana dos valores dos indices de Patogenicidade (IP) de acordo com a
distribuicdo das amostras de origem aviria e suina nos grupos de patogenicidade.

Classificagdo de Patogenicidade N° de Amostras Mediana = DP
Alta 37 9,13 +0,953 ¢
Média 35 524 +1,159°"
Baixa 25 1,75+0,837 ¢

Kruskal-Wallis de medianas, com P>0,0001. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica
significativa.

A Tabela 9 representa as 56 amostras de Pasteurella multocida de origem avicola
distribuidas por classificagdo de patogenicidade, conforme o IP obtido. Do total destas
amostras, 34 foram classificadas como alta patogenicidade, 15 como média e 7 como

amostras de baixa patogenicidade.
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Ndo houve diferenca estatistica entre as amostras de baixa e média
patogenicidade. Porém estes dois grupos diferiram estatisticamente do grupo de alta

patogenicidade.

Tabela 9. Mediana dos valores dos indices de Patogenicidade (IP) de acordo com a
distribuicdo das amostras de origem aviaria nos grupos de patogenicidade.

Classificagdo de Patogenicidade N° de Amostras Mediana = DP
Alta 34 9,03+0,957°®
Média 15 5,07 +£1,035
Baixa 7 229+1,146 2

Kruskal-Wallis de medianas, com P>0,0001. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica
significativa.

A Tabela 10 representa a classificagdo de patogenicidades das 41 amostras de
origem suina, onde 3 amostras foram classificadas sendo de alta patogenicidade, 20 de
media e 18 de baixa patogenicidade. Os estudos estatisticos revelaram que existe
diferenca estatistica entre as amostras de baixa e média patogenicidade, bem como entre
as amostras de baixa e alta patogenicidade, porém ndo houve diferenga significativa entre
as amostras de média e alta patogenicidade, essa diferenca pode ser justificada pelo

pequeno nimero de amostras classificadas como de alta patogenicidade.

Tabela 10. Mediana dos valores dos indices de Patogenicidade (IP) de acordo com a
distribuicio das amostras de origem suina nos grupos de patogenicidade.

Classificagdo de Patogenicidade N° de Amostras Mediana = DP
Alta 3 10 £0,999 ®
Média 20 535+ 1,267°
Baixa 18 1,623 +£0,6752

Kruskal-Wallis de medianas, com P>0,0001. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica
significativa.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 8, 9 e 10, observa-se que
existe uma maior frequéncia de amostras provenientes de aves com indices de
patogenicidade altos, enquanto a maior frequéncia de patogenicidade para as amostras de

suinos ficou dividida entre os IPs de média e de baixa patogenicidade.
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Hazarika (2011), descreve em seus estudos de patogenicidade com camundongos,
que as amostras provenientes de suinos com as quais ele trabalhou, ndo foram igualmente
patogénicas. Gy et al. (2008), avaliaram a patogenicidade de 12 amostras de P. multocida
isoladas de casos clinicos em coelhos através da inoculagdo por via intraperitoneal em
camundongos. Os isolados foram classificados em cepas patogénicas, apatogénicas e
levemente patogénicas, de acordo com a mortalidade e os sinais clinicos que os animais

apresentaram durante 7 dias.

A inexisténcia de estudos disponiveis na literatura sobre patogenicidades em P.
multocida em que as cepas sdo classificadas de maneira objetiva e clara dificultam a

comparagéo dos dados obtidos no atual estudo.

O indice obtido neste estudo poderd servir como fonte de dados para suprir
projetos que se aprofundam ainda mais na caracterizagéo da patogenicidade das amostras
de P. multocida e estes proximos passos poderdo gerar modelos ainda mais ajustados de

avaliagdo de patogenicidade.

A listagem com a distribuicdo de todas as amostras analisadas e seus respectivos
IP encontra-se no APENDICE D.

4.4 — Resultados sorolégicos

Nenhuma das cepas avaliadas foi reativa ao teste ELISA, ou seja, 7 dias pds
inoculacdo as aves ndo apresentaram resposta imune mensurdvel através do teste

realizado.

Chaudhuri et al. (2012) avaliou a resposta imune humoral de camundongos e
coelhos inoculados experimentalmente com uma cepa de P. multocida. Ambos os animais
apresentaram titulo de anticorpos, contudo o teste foi realizado 10 dias ap6s a primeira

inoculagéo.

Wilkie et al. (2000) inocularam aves com 5 diferentes cepas de P. multocida em
dois desafios em intervalos de 28 dias por 4 diferentes rotas (intratraqueal, conjuntival,
intravenosa e intravenosa). Os soros das aves foram coletados 2 dias apds cada

inoculacdo. Os testes de ELISA das amostras coletadas ap6s a primeira inoculacdo



46

realizada nas aves com 07 dias de idade apresentaram baixos titulos. Por outro lado, as
amostras coletadas 30 dias ap6s a primeira infeccéo e 2 dias ap6s a segunda inoculagéo
resultaram em altos titulos, principalmente para as aves que na primeira inoculagéo foram

desafiadas através das vias intravenosa e intramuscular.

Os resultados soroldgicos negativos obtidos no experimento demonstram que
provavelmente as aves ndo tiveram tempo suficiente durante o periodo de observacéo

para que os anticorpos fossem produzidos.



5 CONCLUSOES

E possivel identificar diferencas estatisticas entre os resultados dos indices de

patogenicidade podendo separa-los em diferentes classificagces ou grupos.

Cepas provenientes de aves sdo estatisticamente mais patogénicas para pintos de

um dia do que as cepas isoladas de suinos.

Os dados utilizados para a execugdo do estudo, fator de bonificacdo de
sobrevivéncia, e as lesdes macroscopicas, refletiram bem a patogenicidade das amostras,

apos a inoculagdo dos pintinhos.

O presente estudo nos proporcionou uma metodologia diferenciada de anélise da
patogenicidade das cepas de Pasteurella multocida, podendo mensurar de forma mais
consistente a patogenicidade destas amostras, diferentemente dos modelos animais

propostos anteriormente.
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APENDICE A - Protocolo de aprovagdo do CEUA/IPVDF.

Oficio n.° 25/12 — CEUA/IPVDF Eldorado do Sul, 20 de julho de 2012

Senhor Pesquisador:

Com relagdo ao Projeto de Pesquisa — Estabelecimento de um indice de
patogenicidade para amostras de Pasteurella multocida isoladas em aves e suinos
sob orientagdo do Prof. Dr. Hamilton Luis de Souza Moraes e colaborador Dr. Benito
Guimardes de Brito, protocolado para anilise e parecer sob n° 22/2012 pela mestranda
Roberta Marmitt Pilatti, em 27 de junho de 2012, cabe referir o seguinte:

A Comissio de Etica no Uso de Animais — IPVDF reuniu-se ordinariamente em
05 de julho de 2012, no Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor e
subsequentemente emitiu PARECER FAVORAVEL 4 pesquisa a ser desenvolvida.

E o parecer.

Atenciosamente,

FERNANDO SERGI0) CASTILHOS KARAM
residente CEUA - IPVDF.



APENDICE B - Resultados de anélise de micotoxinas (aflatoxinas) na ragdo fornecida as
aves do estudo.

N° amostra Lote Data coleta Resultado
1 1 18/02 <5,0 ppb
2 2 11/03 5,2 ppb
3 3 08/04 <5,0 ppb
4 4 05/08 15,1 ppb
Média Geral 8,32 ppb

ppb = partes por bilh&o



APENDICE C - Laudo dos resultados sorologicos.

LA vaV 4
[ Y LN Livestock and Poultry Diagnostics

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Cartificado de Analisis | Certificat ds contrdie / Chargsn-Pratprotokoll
Pasteurella Multocida Antibody Test Kit [IDEXX PM]

Product and lot number: 93-09251-LH628 Expiration dats: 19 January 2014
Tests perkit 430 Manufacturing date:  Oct2012

Insert version: 08-01150-08

KIT COMPONENT Lot numbser KIT COMPONENT Lot number
Positive control: LH821 Sample diluent: EHTO
Negativs control: KHSSS Wash Solution: NA

HRPO conjugats: LHs2s stop solution: KH593
Microtiter plates: HHZE1 Substrate solutfon: 013123

KITCONTROLS  Mean negatve control optical denstty = 0.042
M2an positive control optical denstty = 0.274

SENSmIVITY Pansl Msmbers sP Ex Results
SN1R 261 >10
SN2R 211 >10
SN1P 104 0.60<- <1.40
SN3 0.08 <10
SNT 0.00 <10

PLATECvs Microtiter piate coefficient of variation = 9.3%

This product was performance tested and has met all quality control spacifications raquirsd for releass.
This Information Is raleased by:

Name: Paula Guemette, Quality Assurance Auditor |
Signature: |5, 4. A ™.

Weanecday, November 07, 2012
IDEXO( Latorateries, Ine - One IDEXX Drive, Wesrook, Maine 04082, USA - Tel +12078560000
FCATL P OO RBMID Bcts Due (1122012



APENDICE D - Distribuicio das amostras de Pasteurella multocida e seus respetivos
indices de patogenicidade.

Amostras com origem de Aves

Amostras com origem de Suinos

Amostra IP Amostra IP Amostra IP Amostra IP
720 8,06 PM 650 10 2554 1,75 PROT 192412 5,24
794 10 PM 651 8,13 903 CAM 10 PROT 19244 5,44
32 8,69 1 2,99 CAMBR 2,6 PROT 1989 6,42
33 5,07 2 7,90 Cli4 3,60 25 3,12
800 0,17 3 4,43 FRANGOSUL 7,25 26 4,44
801 10 4 2,29 FI19 PM 6,65 28 5,81
802 8,87 5 7,80 IPV 717 4,89 29 4,93
804 4.8 6 3,31 JAVALI 1354 35 30 6,77
806 6,43 7 7,44 PIV1 2,42 31 2,1
809 5,46 8 7,57 P2PM 3,79 34 0,33
812 2,17 9 8,26 P313 1,33 797 2
817 4,88 10 9,13 PI05 2,5 798 1,17
818 3,27 11 10 PI33 2,25

819 5,63 12 10 PlI8 6,11

821 4,69 13 10 PIIl 20 PM 1,33

822 5,17 14 7,82 PIII 9 PM 1,08

823 10 15 10 P4 7,20

824 4,39 16 10 PM 1/95 8,27

825 1,33 17 10 PM 1621 1,42

826 4,56 18 10 PM 1628 75

828 8,6 19 8,51 PM 710 6,31

850 8,44 20 7,93 PM 759 5,26

851 7,69 21 10 PM 76 1,25

852 9,18 22 10 PM ClI2 4,73

853 8,93 23 10 PM Fll 14 1,33

PM 1218 7,69 24 6,93 PM PI21 10

PM 1308 6,56 27 3,95 PM43 3,89

PM 1543 7,75 PMPI17 1,58

PM 649 10 PMPI23 1,67



