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RESUMO 

 

Apesar de ser uma bactéria que compõe a microbiota respiratória, sob algumas circunstâncias 

pode manifestar-se como um agente patogênico primário ou secundário, causando doença em 

aves e outros animais. Como agente primário, P. multocida leva a grandes perdas econômicas, 

causando cólera em aves, rinite atrófica em suínos e septicemia hemorrágica em bovinos e 

bubalinos. P. multocida é uma espécie heterogênea e a patogenicidade dos isolados pode ser 

amplamente variável. A suscetibilidade do hospedeiro a essas cepas varia consideravelmente 

entre espécies. Inoculações experimentais em camundongos e aves são comumente usadas para 

avaliar a patogenicidade de diferentes cepas, mas os resultados são geralmente subjetivos e 

pouco mensuráveis. O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma nova metodologia para 

classificar a patogenicidade de cepas de P. multocida, através da formulação de um índice 

padrão. Para determinar esse índice, foram selecionadas 97 amostras de P. multocida, isoladas 

de cólera em aves e rinite em suínos. Cem microlitros de uma cultura bacteriana contendo 103 

UFC/mL de cada isolado de P. multocida, foram inoculados pela cavidade córioalantoide, em 

3 ovos embrionados. Além da mortalidade causada pela infecção, o tempo de morte e as lesões 

macroscópicas foram avaliados. Diferenças significativas foram observadas entre isolados de 

aves e suínos em relação aos índices de patogenicidade. O número de lesões e o percentual de 

bactérias recuperadas dos embriões inoculados também variaram de acordo com a origem do 

isolado. A partir dos índices observados, os isolados foram distribuídos em três classes de 

patogenicidade: alta, média e baixa. A avaliação dos diferentes índices de patogenicidade, 

estudados neste trabalho, permitem o estabelecimento de novos modelos de avaliação de 

patogenicidade de isolados de P. multocida e podem ser uma alternativa aos modelos subjetivos 

até então utilizados. A comparação dos índices de patogenicidade obtidos nos diferentes 

modelos analisados nos permite afirmar que a variação esperada para os diferentes modelos não 

pode ser observada. A análise dos diferentes perfis genéticos obtidos para as cepas de origem 

aviária, a partir da clivagem do gene ompH e da técnica de PCR-RFLP também não revelou 

diferença estatística entre os perfis obtidos e suas respectivas patogenicidades obtidas no 

modelo experimental de camundongos.  

Palavras-chave: Pasteurella multocida, índice de patogenicidade, ovos embrionados, 

camundongos, pintos. 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Although it is a bacterium that makes up the respiratory microbiota, under some circumstances 

it may manifest itself as a primary or secondary pathogen, causing disease in birds and other 

animals. As a primary agent, P. multocida leads to severe economic losses, causing cholera in 

birds, atrophic rhinitis in pigs and hemorrhagic septicemia in cattle and buffaloes. P. multocida 

is a heterogeneous species and the pathogenicity of the isolates can be widely variable. The 

susceptibility of the host to these strains varies considerably between species. Experimental 

inoculations in mice and birds are commonly used to evaluate the pathogenicity of different 

strains, but the results are generally subjective and poorly measurable. The objective of this 

work was to establish a new methodology to classify the pathogenicity of P. multocida strains 

by formulating a standard index. To determine this index, 97 samples of P. multocida, isolated 

from cholera in birds and rhinitis in swine, were selected. One hundred microliters of a 

bacterial culture containing 103 CFU / mL of each P. multocida isolate were inoculated by the 

chorioallantoic cavity in 3 embryonated eggs. In addition to infection mortality, time of death 

and macroscopic lesions were assessed. Significant differences were observed between isolates 

of birds and pigs in relation to pathogenicity indexes. The number of lesions and the percentage 

of bacteria recovered from the inoculated embryos also varied according to the origin of the 

isolate. From the observed indices, the isolates were distributed in three pathogenicity classes: 

high, medium and low. The evaluation of the different pathogenicity indexes, studied in this 

work, allows the establishment of new pathogenicity evaluation models of P. multocida isolates 

and may be an alternative to the subjective models previously used. The comparison of the 

pathogenicity indices obtained in the different models analyzed allows us to state that the 

variation expected for the different models can not be observed. The analysis of the different 

genetic profiles obtained for the strains of avian origin, from the cleavage of the ompH gene 

and the PCR-RFLP technique also did not reveal statistical difference between the profiles 

obtained and their respective pathogenicities obtained in the experimental model of mice. 

Key words: Pasteurella multocida, pathogenicity index, embryonated eggs, mice, chicks. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No último ano, as fontes de proteína animal brasileira, dentro de um contexto mundial, 

precisaram se requalificar perante os grandes importadores. O posicionamento da Polícia 

Federal Brasileira sobre uma investigação em andamento, que se referia a qualidade do 

processamento e fiscalização dos produtos frigoríficos, acabou desencadeando um cenário de 

desconfiança mundial sobre a idoneidade dos produtos produzidos no Brasil (REVISTA 

POLÍTICA AGRÍCOLA, 2017). 

As consequências destas investigações e do escândalo decorrente levaram a uma queda 

de 6,6% nas exportações no primeiro quadrimestre de 2017, e mesmo após os devidos 

esclarecimentos realizados pelos órgãos governamentais e com o envolvimento do Ministério 

da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) para reiterar a certificação das plantas 

frigoríficas brasileiras para a exportação, fechamos o ano de 2017 com 1,5% a menos de 

embarques de carnes de frango, quando comparados ao ano de 2016 (AVISITE, 2018). 

Tendo exportado um volume total de 4,234 milhões de toneladas de carne de frango em 

2017, nosso país continua configurando-se como o um dos maiores produtores e exportadores 

deste tipo de carne, embora este volume tenha se apresentando inferior ao ano de 2016, quando 

o volume total de proteína de frango passou dos 4,309 milhões de toneladas (ABPA, 2017; 

AVISITE, 2018).  

Em tempos de crise, a carne de frango torna-se a opção mais acessível aos brasileiros, 

fazendo com que o consumo per capita tenha tendência a subir. Porém, os dados divulgados 

pela Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA) em 2017, demonstram uma redução de 

2,15 Kg/habitante/ano no consumo de carnes de aves no ano de 2016 em relação ao ano de 2015 

(ABPA, 2017).  

 Oferecer alimentos seguros e saudáveis para o consumo, com baixo custo e garantindo 

a sustentabilidade do sistema produtivo são nossas missões. O Programa Nacional de Sanidade 

Avícola (PNSA), em conjunto com os órgãos estaduais, realiza auditorias, vistorias e as mais 

diversas análises visando garantir a qualidade e inocuidade dos alimentos brasileiros.  

Fomentar a qualidade sanitária através da certificação das propriedades produtoras de 

alimentos, de frequentes monitorizações dos plantéis, garantindo que estes estejam sob altos 

níveis  de   biosseguridade,  é  subsidiar  com  agilidade  e  assertividade  o estabelecimento de 
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protocolos de gerenciamento de patógenos para, em caso de problemas sanitários, proporcionar 

um diagnóstico célere para a contenção de possíveis problemas sanitários.  

A produção de aves  proporciona com frequência desafios de caráter infectocontagiosos, 

que na maioria das vezes refletem-se não só em problemas sanitários nos plantéis acometidos, 

mas também em problemas produtivos. Quando enfrenta-se estes desafios, a tomada de decisão 

imprecisa frente a determinada enfermidade pode ter impacto desastroso, dependendo do 

potencial de disseminação. 

Ainda que haja poucos estudos sobre o impacto na avicultura brasileira, a Cólera Aviária 

(CA) ou Pasteurelose, caracterizada por ser uma doença septicêmica que pode acometer tanto 

aves selvagens quanto as domésticas, destaca-se como uma das principais causas de perdas 

econômicas em todo o mundo. 

Pasteurella multocida, agente causador da CA, é um habitante comensal do trato 

respiratório e digestivo de animais saudáveis. É comum que esta bactéria  atue como agente 

secundário a outras enfermidades, tendo em vista que fatores de estresse e doenças 

concomitantes podem diminuir a resistência dos animais e facilitar a multiplicação da P. 

multocida, resultando em um processo infeccioso no hospedeiro. É o agente causador de 

numerosas doenças de relevância econômica, como a pneumonia enzoótica em bovinos e 

ovinos, a septicemia hemorrágica em bovinos e búfalos, a rinite atrófica em suínos, a 

pasteurelose em coelhos e a cólera aviária. 

Patologias causadas por P. multocida certamente impõem um enorme ônus econômico 

à atividade pecuária, estimulando o desenvolvimento de pesquisas para um maior 

esclarecimento dos mecanismos pelos quais esta bactéria é capaz de causar doenças. 

Paralelamente, trabalhos que avaliam um acesso rápido a diagnósticos complementares ou para 

substituir métodos tradicionais também são importantes. 

O diagnóstico confirmatório da doença e a detecção de P. multocida dependem do 

isolamento e da identificação do organismo suspeito.  A utilização de modelos animais para a 

confirmação do diagnóstico é usual. Um dos modelos mais utilizados com a finalidade de 

diagnosticar P. multocida é o camundongo.  

Devido aos altos custos de manutenção, à necessidade de treinamento para a 

manipulação dos animais, além da questão do bem-estar animal, as avaliações macroscópicas 

dos indicadores de patogenicidade costumam ser muito subjetivas neste modelo.  

Durante os últimos anos, o Centro de Diagnóstico em Patologia Aviária (CDPA) 

desenvolveu diversos estudos sobre caracterização genética, sorológica, bioquímica e 

capacidade patogênica de uma série de amostras de Pasteurella multocida (FURIAN et al., 
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2013; FURIAN et al., 2014; FURIAN et al., 2016a; FURIAN et al., 2016b; PILATTI et al., 

2016; EMMERY et al., 2017).  Estudos similares a estes foram desenvolvido por Souza et al. 

(2016) utilizando amostras bacterianas de Escherichia coli e por Lima et al. (2016) com 

amostras de Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium. 

Estes trabalhos realizados têm como finalidade fomentar o desenvolvimento de sistemas 

de diagnóstico preditivo que buscam não mais utilizar modelos animais no diagnóstico 

microbiológico, podendo nortear, a partir do perfil genético destas cepas de Pasteurella 

multocida, a patogenicidade esperada ou a resistência a antimicrobianos, acelerando o processo 

de diagnóstico e a tomada de decisão para uma intervenção medicamentosa correta, quando 

houver um quadro clínico suspeito.  

O presente trabalho tem como objetivo o estabelecimento de um índice de 

patogenicidade de cepas de Pasteurella multocida isoladas de aves e suínos em ovos 

embrionados, comparar os índices de patogenicidade já obtidos em outros modelos 

experimentais  analisando a ocorrência de lesões e suas taxas de reisolamento bacteriano e, 

além disto, realizar a análise das amostras provenientes de aves e seus IP obtidos no modelo 

experimental de camundongos, de acordo com  perfis biomoleculares e sorogrupos aos quais 

pertencem. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Família  Pasteurellaceae 

 A família Pasteurellaceae atualmente é constituída por dez gêneros, destacando-se entre 

eles: Haemophilus, Pasteurella, Actinobacillus e Avibacterium; sendo composta por 

aproximadamente 57 espécies (NASCIMENTO et al., 2009; KORZAC et al., 2004). No 

passado, a bactéria P. multocida apresentou várias denominações distintas, porém a 

denominação Pasteurella multocida foi proposta por Rosenbusch e Merchant em 1939, e é 

aceita como o nome oficial no Manual Bergey´s (WHITMANN et al., 1957). 

O gênero Pasteurella foi assim designado para homenagear Louis Pasteur, que em 

meados de 1880 foi o primeiro pesquisador a reconhecer a bactéria como agente causador de 

uma doença 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 doença (BOYCE et al., 2010). 

O gênero Pasteurella apresenta constantes reclassificações taxonômicas (MUTTERS et 

al., 2003; CHRISTENSEN E BISGARD, 2006; CHRISTENSEN et al., 2005 apud DZIVA, 

2008). Atualmente, o gênero multocida é subdividido em três subespécies: multocida, gallicida 

e septica, classificadas com base na produção de ácido a partir da fermentação dos açúcares D-

dulcitol e D-sorbitol (MUTTERS et al., 1985 apud CHRISTENSEN, 2006).  

Bactérias da família Pasteurellaceae são geralmente isoladas de membranas mucosas 

de aves e mamíferos, incluindo-se seres humanos. Embora a maioria das espécies seja 

comensal, alguns destes microrganismos podem ser encontrados atuando como patógenos 

(MARIO e MIKAEL, 2002). Membros destas espécies estão distribuídos mundialmente, entre 

mamíferos e aves (RHOADES e RIMLER, 1991).  

Sendo um grupo de bactérias bem diversificado, diferentes genótipos podem implicar 

em doenças diferentes, podendo-se dizer que estes grupos genotípicos podem paralelamente 

estar associados a hospedeiros preferenciais (AMONSIN et al., 2002). Estudos recentes 

desenvolvidos com hibridização, demonstram a existência de uma proximidade filogenética 

entre algumas espécies da família Pasteurellaceae com espécies das famílias 

Enterobateriaceae, Vibrionaceae e Aeromonadaceae (DE LEY et al., 1990). 

 

2.2  Características morfológicas e bioquímicas  

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

morfológicos e bioquímicos para tipagem e identificação dos gêneros, espécies e subespécies 
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microbianas (GANDRA et al., 2008). A classificação dos gêneros da família Pasteurellaceae, 

historicamente, é creditada também a classificação de suas características fenotípicas, como por 

exemplo, à utilização do grupo Heme e/ou de Adenosina Nicotinamida Dinucleotídeo (NAD), 

e por sua capacidade de invasão de células de vertebrados (MACINNES e BORR, 1990).  

Pasteurella spp é uma bactéria Gram negativa, com característica bipolar que pode ser 

observada ao microscópio óptico após as colorações de Giemsa ou Wright, especialmente em 

tecidos. Não forma endósporos, é imóvel e geralmente se apresenta em formato de cocobacilo 

ou em células arredondadas que ocorrem sozinhas, em pares ou, menos frequentemente, em 

curtas cadeias, dependendo do estágio de crescimento (BACK, 2004; DZIVA et al., 2008; 

CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006; NASCIMENTO et al., 2009; BOYCE et al., 2010).  

O isolamento primário de P. multocida pode ser dificultado pela competição com 

microrganismos da microflora do hospedeiro e os meios de cultura seletivos não apresentam 

amplas aplicações para esta bactéria (DZIVA et al., 2008). Por outro lado, a inoculação do 

material suspeito em camundongos e a subsequente coleta de órgãos como baço, fígado, 

coração, pulmões e sangue cardíaco aumentam a probabilidade de isolamento de P. multocida 

(DZIVA et al., 2004; MOHAMED et al., 2012).  

Para o isolamento padrão, ágar sangue (AS) suplementado com 5% de sangue ovino ou 

bovino ou ágar chocolate podem ser utilizados. Em adição ao AS, ágar amido dextrose (AD) e 

ágar tripcase de soja (TSA - trypticase soy agar) também são recomendados para o isolamento 

primário (CHRISTENSEN e BISGAARD, 2000 apud CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006).  

As bactérias do gênero Pasteurella crescem sob condições aeróbicas, microaerófilas, ou 

anaeróbicas em temperaturas entre 37°C e 41°C, em pH nas faixas de 7,2 a 7,8. A maioria das 

espécies do gênero são oxidase e catalase positivas e podem fermentar a glicose e outros 

açúcares com a produção de ácido, mas sem a presença de gás (PETER et al, 2005; GLISSON 

et al., 2008a; BOYCE et al., 2010).   

 As colônias de P. multocida em ágar sangue costumam ter características comuns, sendo 

elas: cor acinzentada, não-hemolíticas, mucoides ou não-mucoides e apresentam um típico 

cheiro adocicado de indol. As colônias são circulares, levemente elevadas e regulares com uma 

margem inteira. A sua superfície é geralmente lisa, brilhante e não-transparente (WOO et al., 

2006; DZIVA et al.,2008; CHRISTENSEN e BISGAARD, 2008; GLISSON et al., 2008b). 

Todavia, maiores variações na morfologia das colônias têm sido observadas e algumas são 

relacionadas com o hospedeiro. Por exemplo, colônias mucoides geralmente são obtidas de 

lesões de pneumonia em bovinos, suínos e coelhos, enquanto as colônias não-mucoides são 

comumente observadas quando isoladas de aves. As colônias de P. multocida não apresentam 
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β-hemólise e possuem diâmetro de 0,5 a 2 mm após 24 horas de incubação à 37°C 

(CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006; DZIVA et al, 2008). 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 polissacarídeo capsular. A 

antigenicidade da cápsula pode ser utilizada para identificar cinco sorogrupos A, B, D, E e F. 

A predileção da doença pelo hospedeiro é geralmente relatada ao sorogrupo, como exemplo as 

cepas envolvidas em casos de septicemia hemorrágica pertencem aos sorogrupos B ou E, por 

outro lado, os isolados de cólera aviária pertencem ao grupo A (MUTTERS et al., 2003; 

BOYCE et al., 2000; CHUNG et al., 2001; TABATABEI, et al., 2002; BACK, 2004, HARPER 

et al., 2006, EWERS et al., 2006).  

 Em 1952, Carter desenvolveu o primeiro teste sorológico de hemoaglutinação passiva 

baseado na identificação dos antígenos capsulares e dos cinco sorogrupos (A, B, D, E e F) 

(CARTER, 1955; GLISSON, 2008b; NASCIMENTO et al., 2009; BOYCE et al., 2010). O 

segundo método sorológico foi desenvolvido por Heddleston em 1972. É um teste de 

imunoprecipitação por gel difusão que classifica as cepas em 16 diferentes sorotipos, estes 

baseados na presença dos antígenos do lipopolissacarídeo (LPS) (HEDDLESTON et al., 1972; 

NASCIMENTO et al., 2009; BOYCE et al., 2010).  

 O sistema padrão de sorotipificação para P. multocida engloba ambos os testes 

sorológicos (Carter e Heddleston), sendo que na sua nomenclatura de classificação o sorotipo 

capsular consta primeiro, seguido pela identificação dos antígenos somáticos (ex: A:1 – 

sorogrupo capsular A, e sorotipo LPS tipo 1) (BOYCE et al., 2010). Embora o diagnóstico 

bacteriológico confirme o isolamento de P. multocida, a sua presença não pode ser associada 

com a doença sem a observação de sinais clínicos e ou de lesões macroscópicas, pois a bactéria 

é comensal do trato respiratório superior das aves e dos mamíferos (SONGSERN et al., 2002; 

NASCIMENTO et al., 2009). 

   

2.3  Pasteurella multocida em aves 

 As bactérias pertencentes ao gênero Pasteurella podem ser agentes primários ou 

patógenos oportunistas quando associados a outras doenças. P. multocida é uma espécie 

comumente associada com doenças de importância econômica para animais de produção, 

causando Cólera Aviária (CA) nas aves, Septicemia Hemorrágica (SH) em bovinos e búfalos, 

Rinite Atrófica (RA) em suínos e Pasteurelose em coelhos (DZIVA et al., 2008; BOYCE et al, 

2010; HUBERMAN et al., 2011). 
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 Cólera aviária é uma doença bacteriana septicêmica das aves e uma das primeiras 

enfermidades avícolas 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 infecção envolvida com a via respiratória, afetando severamente pulmões e 

sacos aéreos em casos de septicemia terminal da doença (RHOADES e RIMLER, 1991). 

Algumas evidências indicam que o trato alimentar pode ser severamente afetado em aves 

silvestres e patos domésticos, embora o envolvimento da via oral como uma porta de entrada 

para o agente ainda não tenha sido determinado (SOOD et al., 2006). Todavia, a CA apresenta 

unicamente transmissão por via horizontal. Embora a septicemia seja geralmente observada no 

estágio final da CA, é comum que o sangue seja o primeiro local de multiplicação, seguido de 

pulmões, fígado e baço (BOYCE et al., 2006). 

 Normalmente, a CA é mais prevalente no final do verão e durante o inverno. As aves 

mais frequentemente afetadas são galinhas, perus, patos e gansos, mas aves silvestres e outros 

pássaros domésticos também são susceptíveis (GLISSON, 2008b). Segundo Nascimento et al. 

(2009), há uma maior susceptibilidade em perus do que em galinhas, e dentre estas espécies, 

aves adultas entre 16 e 40 semanas de vida são mais afetadas que aves jovens.  

 Aves carreadoras provenientes de outros locais, assim como mamíferos, podem 

transmitir o agente. As cepas envolvidas nesta transmissão apresentam variação quanto ao grau 

de virulência, dependendo da espécie de isolamento. Por exemplo, cepas isoladas de suínos 

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

 A disseminação de P. multocida entre os lotes está primariamente envolvida com 

excreções orais, nasais e conjuntivais de aves doentes que contaminam o meio ambiente, 

principalmente ração e água (GLISSON, 2008b). Carreadores saudáveis ou infecções latentes 

são comuns e desempenham um importante papel na epidemiologia da doença (DZIVA, et al., 

2008). Em casos clínicos agudos, a mortalidade das galinhas é de até 20%, sendo que perdas 

maiores podem ser relatadas. Redução na produção de ovos e persistência de infecção 

localizada frequentemente ocorrem (GLISSON, 2008b).   

 

2.4  Patogenia 

Muitas bactérias vivem em sincronismo com seus hospedeiros e, em algumas vezes, 

podem se beneficiar desta relação. Por exemplo, bactérias comensais podem tornar-se 

patogênicas após uma alteração no status sanitário do hospedeiro ou após variações nas 

características do próprio microrganismo, devido à transferência de genes de virulência 

(KUBATZKY, 2012). 



22 
 

 

A maioria das cepas comensais de P. multocida é relativamente inócua para hospedeiros 

imunocompetentes. Entretanto, alguns isolados têm o potencial para causar sérias doenças com 

infecções multissistêmicas. (CAMERON et al., 1996). 

Aparentemente, animais saudáveis podem manter populações de P. multocida na 

mucosa da orofaringe por longos períodos, mas os mecanismos precisos pelos quais a bactéria 

consegue invadir e colonizar os pulmões ou outros tecidos não é conhecido (DE ALWIS, et al., 

1990 apud BOYCE, et al., 2010; MUHAIRWA et al., 2000). Normalmente, a bactéria não 

ultrapassa o epitélio ou a mucosa do trato gastrointestinal de aves, mas prontamente coloniza o 

trato respiratório inferior se inoculada na traqueia (WILKIE et al., 2000 apud BOYCE, et al., 

2010).  

Em mamíferos, a colonização do tecido pulmonar geralmente requer fatores 

predisponentes, como infecções virais ou uma infecção por Mycoplasma spp. O estresse pode 

causar alterações em animais previamente saudáveis, situação que precede a invasão e a 

infecção sistêmica (BOYCE et al., 2010). 

A doença ocorre devido a rápida invasão do hospedeiro, com o agente multiplicando-se 

em diferentes tecidos, até que ocorra uma septicemia. A virulência das cepas que causam a CA 

está relacionada à habilidade da bactéria em resistir à fagocitose no interior dos tecidos. Quando 

o microrganismo atinge um grande número, é provável que ocorra autólise e endotoxinas sejam 

liberadas em quantidade suficiente para causarem lesões aos tecidos do hospedeiro 

(NASCIMENTO et al., 2009). A doença usualmente ocorre em duas formas, uma septicêmica 

e aguda, com altas taxas de morbidade e de mortalidade e outra crônica caracterizada por uma 

infecção localizada das articulações e dos seios nasais (RHOADES e RIMLER, 1991 apud 

AMONSIN, 2002). 

 

2.4.1 Sinais de infecção aguda 

 Os sinais clínicos nos casos agudos são frequentemente observados somente algumas 

horas antes da morte (GLISSON, 2008b). Os sinais podem evoluir tão rapidamente que as aves 

morrem sem apresentar sintomas. Taxas de mortalidade entre 80 e 90% podem ocorrer se não 

houver tratamento (NASCIMENTO et al., 2009). Nos casos agudos em perus é comum observar 

pneumonia com acúmulo de exsudato fibrino-caseoso no pulmão (BACK, 2004; GLISSON, 

2008b; NASCIMENTO et al., 2009). 

 Os sinais clínicos que ocorrem frequentemente são febre, anorexia, penas arrepiadas, 

descarga oral, diarreia inicialmente esbranquiçada e posteriormente aquosa e/ou verde mucoide, 

além do aumento da taxa respiratória e cianose de crista e barbelas nos períodos próximos à 
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morte (BACK, 2004; GLISSON, 2008b; NASCIMENTO et al., 2009). Aves que sobrevivem 

ao estágio inicial da septicemia aguda podem sucumbir aos efeitos debilitantes da doença ou se 

recuperarem e se tornarem hospedeiras cronicamente infectadas (GLISSON, 2008b).  

 

2.4.2 Sinais de infecção crônica 

 Aves com infecções crônicas tendem a apresentar sinais clínicos e lesões edematosas ou 

inflamatórias associadas com o local de infecção, sendo a barbela, os seios nasais, as 

articulações dos membros inferiores e asas as regiões mais comuns (BACK, 2004). Algumas 

lesões crônicas podem envolver o ouvido médio e ossos craniais, determinando a ocorrência de 

torcicolo (GLISSON et al., 2008b). Abscessos com acúmulo de material caseoso podem estar 

presentes nos seios infraorbitários e nos espaços ósseos da calota craniana (BACK, 2004; 

GLISSON, 2008b). 

 

2.4.3 Lesões macroscópicas 

A presença e a intensidade das lesões variam de acordo com a severidade do surto. Em 

caso de septicemia aguda, as lesões podem estar ausentes, mas de modo geral observa-se 

hiperemia, congestão generalizada e a presença de petéquias e também de hemorragias no 

coração, da gordura abdominal, da moela, do intestino e do pulmão. O fígado geralmente 

apresenta edema, congestão e focos puntiformes de necrose. Nas poedeiras e nas matrizes, pode 

ocorrer oviposição intrabdominal, ooforite, atresia dos folículos ovarianos, hiperemia dos 

folículos imaturos e estroma ovárico (BACK, 2004; GLISSON, 2008b; NASCIMENTO et al., 

2009). Nos casos crônicos, lesões inflamatórias podem estar localizadas ou relacionadas com 

artrite, peritonite, salpingite, edema facial, acúmulo de exsudato caseoso no ouvido médio, no 

saco conjuntival e na barbela. Lesões crônicas dos ossos da cabeça e do ouvido médio têm sido 

reportadas como causadoras de torcicolo (BACK, 2004; GLISSON, 2008b; NASCIMENTO et 

al., 2009). 

Muitas lesões também são relatadas como distúrbios vasculares, como hiperemia dos 

vasos das vísceras abdominais, hemorragias petequiais e equimóticas no epicárdio e serosas. 

Aumento nos volumes de líquidos peritoneais e pericárdicos também são frequentemente 

relatados (AKHTAR, 2013).  

 

2.5 Fatores de virulência 

 As bactérias, através da evolução, desenvolveram diferentes estratégias para evadirem-

se dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A palavra patogenicidade descreve a gama de 
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todas as características de um microrganismo que desenvolvem um papel na infecção. As 

primeiras definições de virulência derivam de antigos estudos de clássicos patógenos 

bacterianos a partir do emprego dos Postulados de Koch (BOERLIN, 2010). O termo virulência 

descreve o grau de patogenicidade de um microrganismo específico (KUBATZKY, 2012). 

 Bactérias causam doenças através de uma variedade de mecanismos de virulência em 

um processo altamente complexo que envolve a invasão do hospedeiro, barreiras de proteção, 

evasão do sistema imune, multiplicação, danos e escape para continuidade do ciclo infeccioso. 

Os dois principais fatores de virulência citados em P. multocida e que auxiliam no processo 

infeccioso em diferentes etapas são a cápsula e o lipolissacarídeo (LPS) (BOERLIN, 2010).  

 

2.5.1  Cápsula 

 A cápsula de P. multocida é composta por polissacarídeos extracelulares localizados na 

superfície 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 composições químicas da estrutura 

capsular foram identificadas. Por exemplo, cepas do tipo A expressam o polissacarídeo de 

cápsula composto por um polímero de alto peso molecular de ácido hialurônico (ROSNER, 

1992 apud BOYCE et al., 2010). Amostras do sorogrupo D expressam um polissacarídeo 

capsular composto por polímeros de heparina e isolados do tipo F apresentam cápsulas 

compostas por polímero de condroitina (DE ANGELIS et al., 2002).  

 O ácido hialurônico, a heparina, a condroitina e demais polímeros capsulares são 

polissacarídeos denominados glicosaminoglicanos (GAG’s). GAG´s são componentes 

estruturais que apresentam um papel crítico na adesão celular e na regulação da atividade de 

várias proteínas. A presença de algumas destas moléculas na composição das células 

eucarióticas é um possível mecanismo de escape bacteriano à resposta imune do hospedeiro 

(BOYCE et al., 2010).  

 Entre as possíveis funções da cápsula, citam-se a proteção contra dissecação no meio 

ambiente, a fagocitose e a inibição do sistema complemento do soro (CHUNG et al., 2001). 

Estudos prévios sobre a virulência da cápsula de P. multocida têm usado derivados espontâneos 

de variantes acapsulares ou a remoção enzimática da cápsula (PRUIMBOOM, 1996 apud 

CHUNG et al, 2001; SAMBROOK, 1989 apud CHUNG et al, 2001). Estes estudos sugerem 

que há uma correlação entre a cápsula e a virulência de P. multocida (CHUNG et al., 2001).  
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Contudo, a análise de parte destes estudos mais antigos é prejudicada pela falta da 

seleção de amostras isogênicas e um não entendimento da síntese da cápsula em nível molecular 

(MUTTERS et al., 1989; BOYCE et al., 2000; CHUNG et al., 2001; BACK 2004, HARPER et 

al., 2006, EWERS et al., 2006). 

 

2.5.2  Lipopolissacarídeos (LPS) 

LPS são componentes típicos da parede celular de patógenos Gram negativos e atuam 

em dois papéis proeminentes: como fator de virulência e como imunógeno sorovar-específico. 

São considerados endotoxinas, pois apresentam pirógenos exógenos que podem ocasionar febre 

(KUBATZKY, 2012). Endotoxinas são produzidas por todas as cepas de P. multocida, tanto 

virulentas quanto não virulentas. Apesar de contribuírem para a virulência, a invasão e 

multiplicação das cepas são necessárias para a produção de quantidade suficiente de 

endotoxinas in vivo (GLISSON et al., 2008a). A toxicidade depende da interação entre a 

endotoxina e o hospedeiro, pois as diferenças estruturais entre os sorotipos de LPS podem afetar 

a intensidade da resposta imune inata (BOYCE et al., 2010). 

Rimler (1990, apud MUTTERS et al., 2003) cita que a presença de cápsula não afeta o 

perfil do LPS. Mas os açúcares terminais descritos por Heddleston (1972) constituídos por 

tetrassacarídeos de sacarose e acetil-glucosamina são semelhantes aos resíduos presentes nos 

glicolipídeos das células eucarióticas, sendo possível que este mimetismo proporcione alguma 

vantagem de sobrevivência in vivo para P. multocida (BOYCE et al., 2010). 

Possíveis mutações genéticas que resultem na formação incorreta do LPS, ou em sua 

não formação, acabam sendo críticas para a sobrevivência da bactéria, pois estão claramente 

envolvidos com o processo fagocítico sofrido pela célula bacteriana e resistência ao sistema 

complemento do hospedeiro (HARPER et al, 2006).  

 

2.5.3  Fímbrias, adesinas e proteínas de membrana externa (OMPs) 

O mecanismo molecular fundamental da aderência de P. multocida nas células do 

hospedeiro ainda não é conhecido (DABO et al., 2003). Alguns microrganismos necessitam da 

motilidade e de quimiotaxia, assim como de resistência ao ácido gástrico e à bile para alcançar 

as células alvo no hospedeiro. O contato inicial é geralmente mediado pela bactéria patogênica 

através de adesinas fimbriais ou não fimbriais na sua superfície (KLINE et al., 2009). A ligação 

pode resultar em colonização extracelular ou na internalização do patógeno. As adesinas se 

ligam a receptores C de superfície das células do hospedeiro. O tipo de órgão e hospedeiro 

envolvidos podem determinar diferenças na capacidade de adesão entre as células animais e os 
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receptores para as adesinas bacterianas (GYLES e PRESCOTT, 2010).  A expressão de OMP´s 

por P. multocida é influenciada pelos níveis de ferro e reações cruzadas entre anticorpos de 

suínos e de aves, podendo influenciar na capacidade de adesão e sobrevivência da bactéria 

(ZHAO et al., 1995 apud CHRISTENSEN e BISGAARD, 2006).  

As fímbrias desenvolvem um papel na adesão às superfícies, e algumas cepas de P. 

multocida do sorogrupo A são hábeis na adesão ao epitélio das mucosas (HARPER et al., 2006). 

Fímbrias tipo IV ou Pili, isoladas dos sorotipos A, B e D de P. multocida, e associadas com a 

virulência em outras bactérias, são geralmente as mais estudadas (RUFFOLO et al., 1997; 

HARPER et al., 2006). 

 As outras proteínas de membrana de P. multocida são vinculadas a diferentes tecidos do 

trato respiratório de bovinos, aves, suínos e coelhos. Em estudos sobre adesão, a proteína 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 proteína de membrana OmpH é uma das maiores proteínas de membrana descritas em 

P. multocida. Trabalhos vinculados à imunidade demonstram que esta proteína possui antígenos 

bacterianos que auxiliam a iludir a resposta imune do hospedeiro (DAVIES et al., 2003; LUO 

et al., 1999 apud BOYCE e ADLER, 2006). Furian et al. (2013) detectaram através de 

protocolos de multiplex-PCR, a presença do gene OmpH em 100% das amostras testadas 

(25/25), além de outros 12 genes associados à virulência de cepas de P. multocida. Outros 

estudos realizados demonstram a variabilidade dos genes ompH e ompA entre os diferentes 

sorogrupos de P. multocida.  

Davies et al. (2003) determinaram por tipificação capsular os sorogrupos de 100 

amostras de P. multocida provenientes de aves. Após esta análise, os autores procederam a 

extração de DNA das amostras em diferentes temperaturas, para averiguar sob qual temperatura 

de extração haveria uma melhor visualização das bandas dos genes ompH e ompA, obtendo uma 

temperatura ideal de aquecimento de 100°C. Os autores descrevem também que em amostras 

de mesmos sorogrupos os genes ompH e ompA possuem massas moleculares semelhantes, mas 

heterogêneas que podem prover à bactéria vantagens, já que o patógeno possui uma ampla 

variação antigênica dificultando, por exemplo, o desenvolvimento de vacinas. 

 

2.6 – Métodos de diagnóstico e de estudos de patogenicidade 

O diagnóstico presuntivo de CA pode ser baseado na ocorrência de sinais clínicos e de 

lesões típicas e/ou na demonstração microscópica da coloração bipolar característica da bactéria 

em amostras de tecidos como fígado, baço ou em esfregaços de sangue (SHIVACHANDRA et 



27 
 

 

al., 2003; FERRI et al., 2006). Suabes estéreis de algodão geralmente são recomendados para a 

coleta de amostras de material suspeito. Se a carcaça estiver em estado de decomposição 

avançado, a medula óssea pode ser examinada. Em suínos e outros animais com rinite atrófica, 

é comum a coleta de suabes dos turbinados nasais e seu estriamento em placas de AS ou 

incubadas em caldo BHI (Brain-Heart Infusion ou Infusão Cérebro-Coração). Aves suspeitas 

de carrearem  P. multocida são amostradas pela cloaca ou pelas mucosas do trato respiratório 

superior (LEE et al., 2000; CHRISTENSEN e BISGAARD et al., 2006).  

 A detecção de P. multocida por PCR (Polimerase Chain Reaction) também consiste em 

uma importante ferramenta para o rápido diagnóstico e para direcionar as ações a serem 

tomadas em casos confirmados (DZIVA et al., 2008; BRINGHENTI, 2011; FURIAN et al., 

2013). O diagnóstico sorológico através de soroaglutinação rápida (SARP), imunodifusão ou 

teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) podem apresentar resultados confusos 

em algumas situações. Por exemplo, nos casos de CA crônica, quando os níveis de anticorpos 

apresentam-se em quantidades não suficientes para um diagnóstico positivo. E também pode 

apresentar pequeno valor nos casos agudos, quando não houve tempo para a formação de uma 

resposta imune mensurável (NASCIMENTO et al., 2009). 

 As amostras coletadas para o isolamento de P. multocida podem ser inoculados em 

coelhos, hamsters ou camundongos pelas vias subcutânea ou intraperitoneal, com um volume 

de 0,2 mL de solução bacteriana overnight. Em casos positivos, a morte ocorre em 24 a 48 

horas, e o reisolamento pode ser realizado a partir do fígado, do sangue ou do coração dos 

animais (NASCIMENTO et al., 2009).  

Ensaios experimentais com a utilização de galinhas, camundongos ou ovos férteis de 

galinhas têm 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 inoculação, 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). Porém, ferramentas para a tipificação e identificação de amostras 

virulentas de P. multocida associadas com casos de CA ainda precisam ser desenvolvidas 

(CHRISENSEN E BISGAARD, 2006). Camundongos são altamente susceptíveis à bactéria P. 

multocida (PATEL, 2004). Kumar et al. (1996) testaram 43 isolados de P. multocida de 

diferentes espécies animais. O teste de patogenicidade foi realizado em três camundongos para 

cada amostra, pela inoculação de 0,2 mL de um caldo de cultura de 18 horas pela via 

intraperitoneal e observados durante 48 horas. Todos os 43 isolados mataram os camundongos 

dentro do período de 24 a 48 horas, e a bactéria foi reisolada do sangue cardíaco dos animais e 
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confirmado o diagnóstico através do cultivo bacteriano, de testes bioquímicos e de testes 

sorológicos. 

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 variação nas suas virulências, 

de acordo com a análise da Média do Tempo de Morte (MTM). As cepas com uma MTM de 

10 horas foram consideradas as mais virulentas. A maioria dos isolados apresentou uma MTM 

entre 10 e 18 horas e apenas um isolado apresentou uma baixa virulência com um MTM de 25 

a 30 horas. De maneira semelhante, Balakrishnan e Mini (2001) realizaram um teste de 

patogenicidade com 4 isolados provenientes de patos e de galinhas a partir da inoculação de 

camundongos, coelhos, galinhas e patos. O teste de patogenicidade dos isolados resultou na 

morte de todos os camundongos em 24 a 48 horas, porém não houve classificação de 

patogeniciade das cepas inoculadas.  

Em seu estudo, Huberman et al. (2011) utilizaram amostras de P. multocida 

provenientes de aves e inocularam 0,1 mL do inóculo em BHI overnight em 5 pintos de dois 

dias de idade por via subcutânea. Após 24 horas de observação, apenas uma ave morreu. Os 

órgãos da ave morta foram coletados, macerados e, em seguida, inoculados em caldo BHI para 

incubação overnight. Esta solução foi novamente inoculada em 5 pintinhos de 3 dias de idade, 

dos quais 4 morreram. O procedimento foi repetido mais uma vez, no qual todas as aves 

inoculadas morreram. Os autores então perceberam que a cepa apresentou maior patogenicidade 

a cada passagem da bactéria pelo hospedeiro. 

A inoculação experimental por via oral de 1 mL de soluções contendo 6,25 x 106 

UFC/mL de P. multocida em aves de 52 semanas de idade foi realizada por Rahman et al. 

(2004). Durante a necropsia, os autores observaram a ocorrência de lesões nodulares na 

superfície do fígado e hemorragias intestinais dos animais.  

Ibrahim et al. (1998) inocularam 0,1 mL de caldos de cultivos de 4 diferentes amostras 

de P. multocida isoladas de casos clínicos de CA em duas concentrações (107 e 103 UFC). Cada 

uma das amostras e concentrações foi inoculada em 5 ovos com embriões de 11 dias através da 

membrana córioalantóide. Após a inoculação, os mesmos foram avaliados duas vezes ao dia, 

durante 3 dias, através de ovoscopia. Os parâmetros analisados foram mortalidade e o tempo de 

morte embrionários. Todos os embriões mortos também foram avaliados quanto à severidade 

de lesões que apresentavam e os fluídos dos mesmos foram submetidos a cultivos bacterianos, 

confirmando a morte pela bactéria. Duas das amostras, consideradas virulentas, mataram todos 
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os embriões entre 24 e 38 horas após a inoculação. As lesões patológicas encontradas para estas 

amostras foram: severa congestão de todo o embrião, edema na cabeça e hemorragias nos 

folículos das penas e nos pés. O fígado apresentava-se aumentado e severamente congesto. A 

membrana córioalantóide apresentava petéquias hemorrágicas e os pulmões congestos. Os 

autores conseguiram recuperar a bactéria de todos os embriões mortos. Ainda neste estudo, 

houve resultados similares entre as mortalidades das cepas consideradas de alta e média 

virulência, porém a cepa considerada de baixa virulência foi associada com uma baixa taxa de 

mortalidade embrionária. Os autores ainda concluem que a dose que aparentemente deve ser 

mais adequada para estudar as diferenças de virulência entre as amostras para este modelo 

animal é de 105 UFC. 

Schivachandra et al. (2006) inocularam, através da membrana córioalantoide de ovos 

embrionados, 0,1 mL de BHI contendo diluições seriadas entre 2,5 x 1010 e 25 UFC de uma 

cepa de P. multocida pertencente ao sorogrupo A:1. Cada concentração foi inoculada em 4 

ovos. Todos os embriões mortos foram examinados para a presença de lesões macroscópicas, e 

uma amostra de cada embrião foi cultivada em ágar sangue (AS) para confirmação de 

diagnóstico por cultura convencional. Além disto, este estudo analisou a capacidade de detecção 

de PM sorogrupo A:1, através de ensaios de PCR em fluído alantóico, fluído amniótico e 

homogeneizados de embrião e de suas membranas extraembrionárias, produzindo bons 

amplicons, de tamanhos esperados. Confirmando que o diagnóstico por PCR é de fácil 

realização e consome menos tempo do que a metodologia de diagnóstico por cultura 

convencional. 

Pilatti et al. (2016) determinaram a DL50 para aves de corte de um dia inoculadas com 

Pasteurella multocida como sendo 105 UFC. No mesmo trabalho, o autor utilizou volumes de 

0,1 mL contendo a DL50 estabelecida para a realização de testes de patogenicidade com 

amostras oriundas de casos clínicos de CA e isolados de suínos. Foram utilizadas 97 amostras 

no estudo, sendo que cada amostra foi inoculada por via intraperitoneal, em grupos 10 aves de 

um dia, e estas foram acompanhadas durante um período de sete dias. Neste trabalho, o autor 

conseguiu estabelecer relações entre a espécie de origem das amostras e o hospedeiro desafiado, 

bem como estabelecer índices de patogenicidade baseados no tempo de morte e lesões 

macroscópicas decorrentes da prévia infecção, semelhantes ao estudo desenvolvido por Souza 

et al. (2016) com E. coli de origem aviária.  

Emery et al. (2017), utilizaram 94 amostras de P. multocida para realização de estudos 

de patogenicidade em camundongos. Após prévia determinação da DL50, os autores procederam 

sua análise através da inoculação de 0,1 mL de suspensão bacteriana contendo 105 UFCs por 
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via intraperitoneal. Para cada amostra, foram utilizados 5 camundongos na avaliação de 

patogenicidade. Do mesmo modo que Pilatti et al. (2016), os autores obtiveram após sete dias 

de observação diferentes perfis de patogenicidade para as amostras analisadas, conseguindo 

estabelecer um índice de patogenicidade específico para o modelo animal em questão.  

 

2.7 Métodos de tipificação molecular dos isolados 

Pasteurella multocida é um organismo diversificado e uma bactéria complexa no que 

diz respeito a sua variação antigênica, predileção por hospedeiro e patogênese (Sarangi et al., 

2014). Nas duas últimas décadas, diversas metodologias de caracterização molecular foram 

desenvolvidas para identificar e detalhar a estrutura desta população bacteriana. Estes trabalhos 

buscaram determinar quais genes estão presentes e suas interações com a virulência das 

amostras analisadas (TOWNSEND et al, 1998; TOWNSEND et al., 2001; KALOREY et al., 

2008; SUBAAHARAM et al., 2010; MIR et al., 2011; WANG et al., 2013; VERMA et al., 

2013; PANNA et al., 2015; OKAY et al., 2015; ZHAO et al., 2016; FURIAN et al., 2016a; 

FURIAN et al., 2016b). 

Um dos métodos biomoleculares utilizados nestes estudos foi a técnica de PCR-RFLP. 

Nesta técnica os fragmentos amplificados por PCR são submetidos à digestão com uma ou mais 

endonucleases de restrição, seguida de eletroforese em gel de agarose (GANDRA et al., 2008). 

A RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) é utilizada na verificação de 

polimorfismos a partir da identificação da alteração do padrão de clivagem associado a 

mutações pontuais em sítios específicos de restrição (ZAHA et al., 2014).  

Pesquisas baseadas na análise e na discriminação do gene ompH e na estrutura do LPS 

são alguns exemplos de trabalhos que utilizaram a técnica de PCR-RFLP em P. multocida 

(BOROWSKI et al., 2002; JABBARI et al., 2005, TSAI et al., 2011, SELLYEI et al., 2013, 

FURIAN et al., 2016a). 

Jabbari et al. (2005) realizaram a amplificação de um fragmento do gene ompH e a 

posterior digestão com as enzimas de restrição EcoRI, HindIII e CfoI, conseguindo classificar 

os 25 isolados de P. multocida analisados em cinco diferentes perfis. Em 2011, Tsai e 

colaboradores realizaram a clivagem do amplicon de genes associados com a biossíntese da 

região do core do LPS com a enzima HincII e também agruparam as cepas de P. multocida em 

cinco grupos (TSAI et al., 2011). 

 Gautam et al. (2004), ao realizar estudo com 150 amostras de P. multocida sorotipo A, 

identificaram através de PCR o gene hyaC-hyaD localizado na região 2 do locus de biossíntese. 

Neste mesmo estudo, os autores conseguiram amplificar em 50 amostras de P. multocida um 
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produto com 564 pb. A amplificação deste produto foi consistente com os isolados do sorogrupo 

A. Este produto de PCR foi submetido à digestão pela enzima Bg/II, resultando em uma 

restrição padrão idêntica entre todos os isolados, independentemente dos tipos somáticos e da 

origem. Este protocolo de PCR RFLP permite relativa facilidade na interpretação dos padrões 

de restrição das amostras provenientes do sorotipo A. 

 Furian et al. (2016a) ao analisar 56 cepas de P. multocida de origem aviária, através da 

técnica de PCR-RFLP do gene ompH digerido com a endonuclease de restrição DraI, obtiveram 

5 diferentes perfis moleculares. Dois perfis não sofreram digestão pela DraI, mas foram 

distinguíveis após sofrerem clivagem pela HindIII. Os autores relacionaram os sete perfis 

obtidos neste estudo com índices de patogenicidade pré-estabelecidos por Pilatti et al. (2016), 

mostrando que existem diferenças estatísticas ao classificar os índices de patogenicidade de 

cada amostra de P. multocida obtidos em modelo experimental de pintos de um dia, dentro dos 

perfis de RFLP por ele observados. 

 

2.8 Estrutura da Tese 

Ao longo das duas últimas décadas o CDPA vem atuando de forma diferenciada no 

desenvolvimento de pesquisas para a avaliação da relação entre hospedeiros e patógenos. São 

diversos os estudos realizados que envolvem a interação da imunidade do hospedeiro com a 

capacidade de infecção e a virulência dos microrganismos estudados, objetivando avaliar ao 

longo do tempo as flutuações na virulência dos agentes para auxiliar em uma tomada de decisão 

assertiva, em momento oportuno. Avaliações de depleção linfocitária realizadas por Moraes et 

al. (2010) e Carvalho et al. (2016) são alguns dos trabalhos desenvolvidos que se referem a 

avaliação imunológica dos hospedeiros. Do outro lado, em um primeiro momento, o CDPA 

desenvolveu uma linha de pesquisa para avaliação de patogenicidade e associação de perfis 

genéticos e resistência a antimicrobianos para amostras de E. coli. Dentre os diversos trabalhos 

e correlações estabelecidas, houve a inserção e o treinamento de redes neurais artificiais 

(RNAs), cuja aplicação e predição de índices patogênicos e resistência a antimicrobianos para 

E. coli foi bem estabelecida (SOUZA et al., 2016). 

Seguindo nesta mesma linha de pesquisa, trabalhos similares estão sendo realizados com 

o intuito de desenvolver a construção de novas redes neurais para amostras de Salmonella sp. e 

Pasteurella multocida ao longo da última década (FURIAN et al., 2013; FURIAN et al., 2014; 

FURIAN et al., 2016a; FURIAN et al., 2016b; PILATTI et al., 2016; EMMERY et al., 2017; 

LIMA et al., 2016). Porém, mesmo com os mais diversos estudos já realizados, ainda não 

possuímos dados suficientes para elaborar redes neurais para estas duas espécies bacterianas. 
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Este trabalho foi desenvolvido a partir de um conjunto de estudos realizados ao longo 

da última década, e será apresentado da seguinte maneira: 

- Artigo 1 - Establishment os a Pathogenicity Index for One-day-old Broilers to 

Pasteurella multocida Strains Isolated from Clinical cases in Poultry and Swine (ANEXO B). 

- Artigo 2 - Use of Molecular Pathogenicity Indices to Identify Pathogenic Strains of 

CPasteurella multocida (ANEXO C). 

- Artigo 3 - Evaluation of the biofilm formation capacity of Pasteurella multocida 

strains isolated from cases of fowl cholera and swine lungs and its relationship with 

pathogenicity (ANEXO D). 

- Artigo 4 - Identification of the Capsule Type of Pasteurella multocida isolates from 

Cases of Fowl Cholera by multiplex PCR and Comparison with Phenotypic Methods (ANEXO 

E). 

- Explanação do atual estudo, que estabelece um índice de patogenicidade para amostras 

de Pasteurella multocida isoladas de casos clínicos de aves e suínos em modelo experimental 

de ovos embrionados, além da comparação dos três diferentes modelos animais para a avaliação 

de patogenicidade e associação de índices de patogenicidade obtidos em camundongos a 

diferentes perfis moleculares pré-estabelecidos e sorogrupos capsulares. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

3.1 Aprovação pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) 

 A etapa do projeto que envolve o uso e a inoculação de ovos embrionados SPF foi 

submetida para avaliação e parecer do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto 

de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor (IPVDF), tendo em vista que a experimentação 

animal foi realizada nas dependências do biotério desta instituição (APÊNDICE A). 

 

3.2 Locais de Estudo 

 Com exceção à etapa de realização da inoculação de ovos embrionados SPF (executada 

no Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor -IPVDF), todas as demais atividades 

planejadas - reisolamento microbiológico e testes de biologia molecular, bem como a análise 

dos dados obtidos – foram realizadas nas instalações do CDPA (Centro de Diagnóstico e 

Pesquisa em Patologia Aviária, localizado na Faculdade de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 

3.3 Amostras 

Para a realização deste estudo, foram selecionadas 97 amostras de Pasteurella 

multocida. Dentre estas, 56 amostras foram obtidas de casos clínicos de CA e 41 foram isoladas 

de suínos e de javalis. As amostras de camundongos e de búfalos serão enquadradas durante o 

estudo conjuntamente com as amostras de suínos. Todas as amostras encontravam-se estocadas 

em sangue puro ovino à temperatura de -70°C no CDPA. 

Para a reativação destas amostras, foi utilizado o caldo de cultura não seletivo BHI. Uma 

alíquota de 20µL da solução estoque de P. multocida foi transferida para 5 mL de caldo BHI e 

os tubos foram mantidos em estufa bacteriológica a 37°C durante 24 horas. 

Após o período de incubação, as amostras foram estriadas em dois meios distintos: ágar 

sangue (Oxoid®), adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado, e em ágar MacConkey 

(Oxoid®). O primeiro representa uma importante fonte de nutrientes para as bactérias do gênero 

Pasteurella spp., enquanto o crescimento de P. multocida é inibido pelo segundo. 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica nas mesmas condições citadas 

anteriormente. Depois deste período, procedeu-se a identificação das características 

morfológicas das colônias e a realização de provas bioquímicas de catalase e de oxidase. Após 

estes passos, colônias representativas de cada amostra foram selecionadas para a realização de 
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um protocolo de PCR para a identificação de genes espécie específicos, conforme protocolo 

descrito por Townsend et al. (1998) com adaptações. 

 

3.4. Inoculação de Ovos Embrionados SPF e Determinação dos Índices de Patogenicidade 

 

3.4.1 Aquisição e manutenção de ovos embrionados SPF 

Os ovos embrionados foram adquiridos da Granja Rezende, produtora de ovos SPF 

(Specific Pathogen Free) em Uberaba, Minas Gerais. Após recepção, os ovos embrionados SPF 

foram acondicionados em temperatura limítrofe (abaixo de 24°C – zero fisiológico de ovos de 

frangos de corte) para inibição do desenvolvimento embrionário até o momento da incubação 

(FAZENKO et al., 1992). Os ovos embrionados foram incubados em uma temperatura entre 

37,5°C e 38°C, com aproximadamente 60% de umidade relativa do ar (URA), conforme 

recomendado pelo manual das incubadoras utilizadas (PREMIUM ECOLÓGICA®, 2000), e 

avaliados diariamente quando à viabilidade embrionária através de ovoscopia, conforme Figura 

1. As incubadoras possuem sistema de viragem automático, o que proporciona uma maior 

superfície de contato dos ovos com o ambiente de incubação, assim evitando que haja aderência 

embrionária à membrana da casca do ovo, principalmente na primeira semana de 

desenvolvimento. 

Os ovos embrionados foram individualmente identificados, sendo que cada amostra de 

P. multocida foi inoculada em grupos formados por 3 ovos. Após inoculação, realizou-se 

ovoscopia diariamente de 12 em 12 horas, sendo os ovos avaliados quanto à viabilidade 

embrionária durante sete dias (Figura 1). Embriões imóveis e sem pulsação venosa foram 

considerados mortos. Estes embriões foram necropsiados para a avaliação de alterações, e 

fragmentos de coração e fígado foram cultivados em meios nutritivos para a tentativa de 

reisolamento bacteriano. 

Após os sete dias de avaliação, os ovos que apresentaram embriões sobreviventes foram 

submetidos à processo de eutanásia, através de congelamento, a -20°C por aproximadamente 

30 minutos com posterior decapitação. Assim como os embriões que morreram durante o 

estudo, estes também foram necropsiados para a avaliação macroscópica e realizada também a 

tentativa de reisolamento bacteriano. O líquido amniótico dos embriões foi coletado e 

posteriormente será utilizado em tentativa de diagnóstico de P. multocida através do protocolo 

descrito por Townsend et al. (1998) com adaptações. 
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3.4.2 Dose Letal 50% 

Para a definição das concentrações dos inóculos e do número de UFC (Unidades 

Formadoras de Colônias) que foram utilizados em cada bateria de infecção experimental, foi 

realizado um projeto piloto para estabelecer a Dose Letal para 50% dos ovos embrionados SPF 

(DL50). 

Figura 1 - Ovos mantidos na incubadora e avaliação da viabilidade embrionária por ovoscopia. 

 
Fonte: autor. 

Três diferentes cepas de P. multocida foram incubadas em BHI overnight, a partir das 

quais obtivemos soluções contendo 10⁸ UFC/mL. Estas soluções iniciais foram diluídas 

seriadamente até 10-9. De cada solução seriada foram instilados 0,1 mL em 6 ovos embrionados 

SPF, contendo embriões com 11 dias de desenvolvimento. Estas inoculações foram realizadas 

através da cavidade córioalantoide e no total foram utilizados 60 ovos SPF por amostra. O valor 

de DL50 foi então calculado conforme a equação descrita por Reed e Muench (1938).  

 

3.4.3 Preparo do Inóculo 

O preparo do inóculo foi padronizado para todas as amostras, conforme a técnica 

adaptada de Borsoi et al., (2009). Resumidamente, foi realizada a suspensão em 5 mL de BHI 

de uma colônia de P. multocida, proveniente de um cultivo overnight a 37°C em ágar sangue 

(Oxoid®), adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado. Após a suspensão bacteriana, as 

soluções foram homogeneizadas e realizadas subsequentes diluições seriadas em solução salina 

0,85% estéril. Uma alíquota de 20 µL de cada diluição foi pipetada em quintuplicata em placas 

de AS para a contagem em placa do número de UFCs presentes, de acordo com a técnica 

descrita por Sant’Anna e Cerqueira (2007), representada na Figura 3. 

De acordo com a técnica, o número de colônias obtidos na quintuplicata foi ajustado 

multiplicando-se o número de colônias obtido nas 5 gotas por 50 (fator de correção de 20 µL 
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para 1 mL) e dividindo por 5 (número de gotas). Após este cálculo, foi estabelecida a relação 

da diluição analisada assim obtendo-se a média em 108UFC/mL de cada amostra. 

Figura 2 - Técnica de inoculação via cavidade córioalantoide, utilizada nos ovos embrionados. 

 
Fontes: FAO.org/ autor. 

Figura 3 - Contagem de Unidades Formadores de Colônias (UFC) através da técnica da gota. 

 Fonte: Pilatti, 2014. 
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3.4.4 Cálculos dos índices de patogenicidade 

Os cálculos do Índice de Patogenicidades foram baseados no trabalho descrito por Souza 

et al. (2016), Emery et al. (2017) e Pilatti et al. (2016). Para a sua determinação, o Tempo de 

Morte (TM) foi utilizado conjuntamente com a avaliação da presença de lesões macroscópicas. 

Os dois critérios receberam pontuações específicas de acordo com as lesões macroscópicas que 

foram avaliadas. 

 Os embriões que morreram nas primeiras 12 horas pós-inoculação receberam escores 

máximos para o TM avaliado. A partir das 24 horas até o final do sétimo dia, foram realizadas 

diminuições proporcionais ao valor inicialmente atribuído a este critério, calculando-se um 

Fator de Bonificação de Sobrevivência (FBS) da seguinte maneira: o fator máximo de TM (1) 

foi dividido pelos 7 dias em que os estudos foram avaliados, obtendo-se o valor de 0,1428 

porém como as avaliações eram a cada 12 horas, este valor foi dividido por 2, para avaliação 

de acordo com as ovoscopias realizadas. Assim, para cada avaliação ovoscópica (12 hs) em que 

os embriões desafiados sobreviveram foram diminuídos 0,076923 do fator máximo 

estabelecido. Os valores obtidos para o TM foram multiplicados pelo valor 5, correspondente 

ao escore de pontos.  

 Embriões desafiados que sobreviveram aos sete dias de avaliação, e que 

consequentemente foram eutanasiados no sétimo dia pós-inoculação (p.i.), receberam o valor 

zero (0) para o critério Tempo de Morte. Os TM, seus respectivos valores de bonificação de 

sobrevivência, bem como a pontuação atribuída às lesões observadas durante a realização do 

estudo, encontram-se demonstradas na Tabela 1. Na Tabela 1 estão demonstrados os fatores de 

bonificação de sobrevivência correspondentes aos tempos de morte avaliados, bem como os 

valores atribuídos a cada uma das lesões avaliadas para o modelo experimental de ovos 

embrionados. 

A pontuação atribuída ao Escore de Lesões (EL) avaliadas foi complementar ao fator de 

TM, e seu somatório foi correspondente ao valor limite de 10. Por exemplo, se o fator TM for 

1, o valor máximo que foi atribuído ao EL observado neste modelo foi de 5. Os embriões que 

morreram nas primeiras 12 horas p.i. receberam escores máximos para os dois critérios 

avaliados, resultando no Índice de Patogenicidade Individual (IPI) máximo de 10, conforme o 

exemplo de cálculo demonstrado no APÊNDICE A. 

As lesões macroscópicas que foram observadas e analisadas para a realização deste 

estudo estão baseadas no trabalho realizado por Ibrahim et al., (1998) e Mohamed et al. (2012), 

sendo elas: congestão embrionária, hemorragias nos folículos das penas e congestão hepática.  
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A Figura 4 demonstra as lesões obtidas durante a avalição post-mortem dos embriões 

desafiados.  

Figura 4 - Lesões macroscópicas observadas durante a necropsia dos embriões inoculados coms 
as cepas de Pasteurella multocida. 

 
Fonte: o autor. A – Embrião Hemorrágico. B – Congestão Hepática. C- Congestão dos Folículos 
das penas. 
 

Tabela 1. Escores atribuídos aos tempos de morte de acordo com FBS correspondente ao tempo 
transcorrido p.i. e às lesões macroscópicas observadas nos embriões.  

Escore de Lesões 

Fator de Bonificação de Sobrevivência Lesões 

Tempo p.i. (hs) TM TM x 5 EH CH CFl EL 

12  1 5 3 1 1 5 

24  0,923077 4,615385     

36 0,846154 4,230769   
 

 

48 0,769231 3,846154   
 

 

60 0,692308 3,461538   
 

 

72 0,615385 3,076923   
 

 

84 0,538462 2,692308      

96 0,461538 2,307692      

108 0,384615 1,923077      

120 0,307692 1,538462      

132 0,230769 1,153846      

144 0,142857 0,769231      

156 0,076923 0,384615      

168* 0 0      

168* - aves que sobreviveram até o sétimo dia e foram eutanasiadas. 

Seguindo os parâmetros da Tabela 1, o cálculo de Índice de Patogenicidade Individual 

(IPI) foi obtido de acordo com a seguinte equação: 

IPI = (TM x 5) + (EH x 3) + (CH) +(CFl) 

A B C 
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Onde: 

IPI = Índice de Patogenicidade Individual 

TM = Tempo de Morte – para os embriões que permanecerem vivos e precisarem ser 

eutanasiadas (168*), o valor de TM atribuído foi 0. 

EH – Embrião hemorrágico 

CH – Congestão hepática 

CFl – Congestão do folículo da pena 

 Para o estabelecimento do Índice de Patogenicidade (IP) de cada amostra que foi 

inoculada, os valores obtidos através do cálculo do IPI, foram somados para obtenção da média 

aritmética, de acordo com a equação abaixo: 

 

    IP = ∑(IPI) 

            N 

Onde:  

IP = Índice de Patogenicidade da Amostra 

∑ IPI = Somatório dos Índices de Patogenicidade Individual 

N = Número de embriões inoculados 

No APÊNDICE A encontra-se representado o exemplo do cálculo realizado para 

determinação do IP das amostras. 

 

3.5 Comparação dos índices de patogenicidade obtidos em diferentes modelos animais 

A taxa de mortalidade, o tempo de morte, as lesões macroscópicas e o percentual de 

reisolamento bacteriano obtidos através da inoculação das amostras de Pasteurella multocida 

em ovos embrionados SPF realizada no atual estudo, em pintos de corte de um dia de idade 

(PILATTI et al., 2016) e em camundongos (EMERY et al., 2017) foram comparados. A partir 

da análise dos parâmetros anteriores e da distribuição dos índices de patogenicidade obtidos 

para cada amostra, foi determinado qual o modelo animal é mais adequado para a realização de 

testes in vivo para a avaliação de patogenicidade de P. multocida. 

Os índices de patogenicidade em pintos de um dia (PILATTI et al., 2016) e 

camundongos (EMERY et al., 2017) já estabelecidos para as cepas estudadas de Pasteurella 

multocida constam nos APÊNDICES B e C. 
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3.6 Associação dos perfis moleculares obtidos através de PCR-RFLP e dos sorogrupos A 

e D de Pasteurella multocida com índices de patogenicidade obtidos através da inoculação 

em camundongos 

Em estudo anterior realizado no CDPA, as 56 cepas de Pasteurella multocida de origem 

avícola selecionadas para este trabalho foram classificadas em sete grupos moleculares obtidos 

através da técnica de PCR-RFLP a partir da amplificação do gene ompH (FURIAN et al., 

2016a). No atual estudo, os grupos moleculares resultantes foram relacionados aos índices de 

patogenicidade obtidos na inoculação experimental de P. multocida em camundongos, descritos 

no APÊNDICE B (EMERY, 2016). 

Da mesma forma, as cepas de P. multocida anteriormente classificadas nos sorogrupos 

A, B e D de Pasteurella multocida (FURIAN, 2016a) através de técnica de multiplex-PCR 

padronizada no CDPA (FURIAN et al., 2013) foram relacionadas aos índices de patogenicidade 

obtidos através da inoculação experimental de camundongos (EMERY, 2017).  

 

 

3.7 Análise estatística 

 Os dados obtidos no presente estudo foram analisados pelo programa computacional 

GraphPad Prism® 7, adotando-se como referencial o nível de significância de 5% e o nível de 

confiança de 95%. 

 Em função deste tipo de dados geralmente não seguir uma distribuição normal, os testes 

estatísticos que foram utilizados são os testes para dados não paramétricos de Kruskal-Wallis, 

Mann Whitney, Dunn’s, Tukey e coeficiente de correlação de Spearman. O teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para a comparação das médias dos índices de 

patogenicidade das cepas de origem aviária conforme o grupo ou tipo molecular do PCR-RFLP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Dose Letal 50% 

Após a realização das inoculações com as diluições seriadas das 3 amostras de 

Pasteurella multocida para o estabelecimento da DL50, realizamos os cálculos de acordo com 

as equações de Reed e Muench (1938). As diluições ideais e as respectivas concentrações das 

soluções bacterianas obtidas para cada uma das amostras de P. multocida estão demonstradas 

na Tabela 2. 

Tabela 2 - Apresentação das diluições ideais e concentrações bacterianas para cada uma das 
três amostras de Pasteurella multocida utilizadas. 

Amostra DL50 Concentração UFC/mL 

01 106.2 10² 

13 106.35 10² 

809 106.47 10³ 

Dose Letal de 50% dos embriões inoculados com solução de partida contendo 10⁸ UFC/mL de 
Pasteurella multocida (6 ovos embrionados SPF/amostra/diluição). 

 Conforme os resultados obtidos neste primeiro estudo, houveram duas amostras em que 

as concentrações bacterianas foram de 102 UFC/mL e apenas uma delas em que a concentração 

ficou em 103 UFC/mL. Para evitarmos a utilização de doses subconcentradas, optamos por 

empregar como DL50 padrão para a execução do atual estudo a concentração de 103 UFC/mL. 

 Outros autores utilizaram esta mesma concentração para inoculação de amostras de P. 

multocida. Ozbey e Muz (2006) inocularam 16 camundongos com 10³ UFC/ mL de P. 

multocida. Em doze destes animais (75%), a bactéria pode ser reisolada das amostras de sangue 

cardíaco e pulmões dos camundongos mortos. Todavia, P. multocida não pode ser isolada de 

quatro camundongos (25%) inoculados com amostras que foram positivas em cultura e PCR. 

 Ibrahim e colaboradores (1998) inocularam através da membrana córioalantoide ovos 

embrionados com 11 dias de desenvolvimento e avaliaram a dose-resposta de diferentes 

diluições das mesmas amostras (107, 105, 103 UFC/mL), onde observaram mortalidade em todos 

os embriões inoculados, bem como foi possível a recuperação da bactéria de todos os embriões, 

e em todas as doses. 

 

 4.2 Relação da mortalidade com o tempo de morte avaliado 

De acordo com resultados obtidos no estudo, houve uma mortalidade de 

aproximadamente 31% dos embriões nos 3 primeiros dias pós-inoculação (pi). Os dias 
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intermediários (4,5,6 dias p.i.) apresentaram uma reduzida taxa de mortalidade. Ao final do 

período de 7 dias de avaliação, um total de 36,4% dos embriões morreram e 63,6% foram 

eutanasiados, conforme demonstra o Gráfico 1. 

Gráfico 1 - Distribuição da mortalidade embrionária durante o período de avaliação em função 
do tempo transcorrido pós inoculação. 

 
168* = embriões que não morreram e foram eutanasiados no sétimo dia pós-inoculação. 

A distribuição da mortalidade de acordo com o tempo de morte teve maior 

expressividade nos dois primeiros dias pós inoculação, sendo estes responsáveis por 

aproximadamente 25,3% da mortalidade total (Gráfico 1). 

A Tabela 3, demonstra a distribuição dos percentuais de mortalidade dos animais de 

acordo com a origem das amostras. É possível observar que  não  houve  diferença  estatística 

(p > 0,05)  entre  as  mortalidades  analisadas  para as diferentes espécies, bem como no 

percentual de embriões sobreviventes para as diferentes espécies de origem das cepas de P. 

multocida. 

Ibrahim e colaboradores (1998) inocularam através da membrana córioalantoide ovos 

embrionados com 11 dias de desenvolvimento, utilizando 0,2 mL de solução contendo 108 e 

107 UFC/mL de diferentes amostras de P. multocida. As amostras sabidamente patogênicas 

foram capazes de matar 60 a 80% dos embriões em até 48 horas após a inoculação. 
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Tabela 3 - Distribuição da frequência de mortalidade dos embriões inoculados de acordo com 
o tempo transcorrido (hs) pós inoculação, para as diferentes origens das amostras de Pasteurella 
multocida. 

Teste de Mann-Whitney. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença estatística 
entre os grupos analisados (p < 0,05). 
168* = aves que não morreram e foram eutanasiadas no sétimo dia pós-inoculação. 

 

Mohamed et al. (2012) inocularam via membrana córioalantoide 0,1 mL de soluções 

contendo 105 UFC/mL de P. multocida de 5 diferentes amostras em ovos embrionados com 11 

dias de desenvolvimento. Todos os embriões inoculados com as 5 diferentes cepas morreram. 

Alguns deles levaram até 124 horas para morrerem, indicando que as amostras envolvidas 

nestas mortes embrionárias tardias fossem menos patogênicas.  

 

4.3 Presença de lesões e reisolamento bacteriano 

Na Tabela 4, são descritas as lesões post mortem encontradas no estudo, bem como a 

frequência de observação nos embriões e a frequência de reisolamento bacteriano em relação 

às origens das amostras inoculadas. Percebe-se que em todas as situações as cepas de origem 

suína apresentaram uma menor frequência de observação das lesões do que as amostras de 

origem aviária, contudo esta diferença não foi estatisticamente significante (p > 0,05). 

Infecções experimentais realizadas anteriormente por Ibrahim et al. (1998) e Mohamed 

et al. (2012) utilizaram amostras de P. multocida inoculadas em ovos embrionados e após 

avalição macroscópica dos embriões, as lesões mais comuns encontradas foram: saco da gema 

congesto, embriões hemorrágicos, fígado congesto, congestão dos folículos das penas, presença 

de petéquias na membrana alantóide. As lesões observadas por estes autores foram similares às 

lesões avaliadas no presente estudo. 

A Tabela 4 demonstra a não observação de diferença estatísticas entre as taxas de 

reisolamento bacteriano de acordo com as espécies de origem. Os resultados diferem do que foi 

observado por Pilatti e colaboradores (2016) quando estes avaliaram cepas de aves e suínos 

inoculados em modelo experimental de pintos de um dia e de Emery et al. (2017) que avaliou 

parâmetros similares em inoculação experimental em camundongos. 

 

Origem 
Tempo (hs) transcorrido pós inoculação 

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168* Total 

Aves 6 a 17 a 12 a 14 a 4 a 1 a 2 a 1 a 0 a 1 a 3 a 1 a 3 a 103 a 168 

Suínos 9 a 8 a 3 a 5 a 7 a 4 a 1 a 1 a 1 a 0 a 0 a 1 a 1 a 82 a 123 
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Tabela 4 - Comparação da frequência absoluta das lesões avaliadas e do reisolamento das 
amostras de Pasteurella multocida diagnóstico das lesões e reisolamento bacteriano nos grupos 
de embriões inoculados, de acordo com a origem das amostras. 

  Lesões Embrionárias 

Amostras n EH CH CFl Reisolamento 

Aves 168  65 a 58 a 62 a 71 a 

Suínos 123  31 a 44 a 34 a 35 a 

Teste de Mann-Whitney. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença estatística 
entre os grupos analisados (p < 0,05). Onde “n” representa o número total de embriões 
inoculados de cada origem, EH representa a lesão de Embrião Hemorrágico, CH representa 
lesão de Congestão Hemorrárica, CFl representa a lesão de Congestão do Folículo da pena. 

 

4.4 Índices de Patogenicidade 

As 97 cepas de P. multocida foram classificadas conforme os Índices de Patogenicidade 

(IP) obtidos em três diferentes grupos (Gráfico 2). A análise das medianas dos índices de acordo 

com a origem dos isolados não apresentou diferença estatística, conforme demonstram os dados 

da Tabela 5.   

Tabela 5 - Mediana dos valores dos Índices de Patogenicidade (IP) obtidos através da 
inoculação de ovos embrionados de acordo com a origem das amostras de Pasteurella 
multocida. 

Origem N° de Amostras Mediana ± DP 

Aves 56 2,00 ± 1,749a 

Suínos 41 1,67 ± 1,774a 

Kruskal-Wallis de medianas. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 
estatística entre os grupos analisados (p < 0,05). 
 Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, quando as mesmas amostras foram 

inoculadas em pintos de um dia e camundongos revelaram diferença estatística, sendo que as 

amostras de origem avícola foram consideradas mais patogênicas qua as isoladas de suínos 

(PILATTI et al., 2016; EMERY et al., 2017). 

No Gráfico 2, as cepas das duas diferentes origens estão distribuídas nos três grupos de 

classificação do IP: Alta (IP de 8 a 10), Média (IP de 4 a 7) e Baixa patogenicidade (IP de 0 a 

3). 

A Tabela 6 apresenta a distribuição em conjunto das 97 amostras de P. multocida nos 

três diferentes grupos conforme o IP obtido. Os resultados demonstram que houve diferença 

significativa (p < 0,05) nos valores da mediana do IP entre os grupos de patogenicidade. 
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Gráfico 2 - Distribuição das amostras de Pasteurella multocida de acordo com a origem nos 
grupos de patogenicidade.  

 
 

Tabela 6 - Mediana dos valores dos Índices de Patogenicidade (IP) obtidos através da 
inoculação de ovos embrionados de acordo com a distribuição das amostras de Pasteurella 
multocida de origem aviária e suína nos grupos de patogenicidade. 

Classificação de Patogenicidade N° de Amostras Mediana ± DP 

Alta 7 8,77 ± 0,335 ᵃ 

Média 26 5,23 ± 0,884 ᵇ 

Baixa 64 1,33 ± 1,432 ᶜ 

Kruskal-Wallis de medianas. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 
estatística significativa (p < 0,05). 

A Tabela 7 apresenta as 56 amostras de P. multocida de origem avícola distribuídas por 

classificação de patogenicidade, conforme o IP obtido.  Do total destas amostras, 4 foram 

classificadas como de alta patogenicidade, 19 como média e 33 como de baixa patogenicidade. 

As análises revelam que há diferença estatística (p < 0,05) entre as três classificações de 

patogenicidade. As inoculações realizadas em camundongos e pintos de um dia por Emery et 

al. (2017) e Pilatti e colaboradores (2016) revelam resultado semelhante ao obtido no atual 

estudo. 

A Tabela 8 apresenta a classificação de patogenicidades das 41 amostras de origem 

suína. Três amostras foram classificadas sendo de alta patogenicidade, 7 de média e 31 de baixa 

patogenicidade. Os estudos estatísticos revelaram que existe diferença estatística (p < 0,05) 

entre todas as classificações de patogenicidade. 
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Tabela 7 - Mediana dos valores dos Índices de Patogenicidade (IP) obtidos através da 
inoculação de ovos embrionados de acordo com a distribuição das amostras de Pasteurella 

multocida origem aviária nos grupos de patogenicidade. 
Kruskal-Wallis de medianas. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 
estatística significativa (p < 0,05). 

 

Tabela 8 - Mediana dos valores dos Índices de Patogenicidade (IP) obtidos através da 
inoculação de ovos embrionados de acordo com a distribuição das amostras de Pasteurella 
multocida de origem suína nos grupos de patogenicidade. 

Kruskal-Wallis de medianas. Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 
estatística significativa (p < 0,05). 
 De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8 observa-se que existe 

uma maior frequência de amostras com índices de patogenicidade baixos para ambas as 

espécies de origem. Foram poucas as amostras, de ambas as origens, que apresentaram um IP 

classificado como Alto e Médio, enquanto nos modelos experimentais de camundongos e pintos 

de um dia, as frequências de ocorrência de amostras nestas classificações de patogenicidade 

foram maiores. 

Hazarika (2011) descreve em seus estudos de patogenicidade com camundongos que as 

amostras provenientes de suínos com as quais ele trabalhou não foram igualmente patogênicas. 

Gy et al. (2008) avaliaram a patogenicidade de 12 amostras de P. multocida isoladas de casos 

clínicos em coelhos através da inoculação por via intraperitoneal em camundongos. Os isolados 

foram classificados em cepas patogênicas, apatogênicas e levemente patogênicas, de acordo 

com a mortalidade e os sinais clínicos que os animais apresentaram durante 7 dias. Pilatti e 

colaboradores (2016) e Emery et al. (2017) encontraram diferenças entre as frequências de 

lesões e os índices de patogenicidade quando compararam as espécies de origem das amostras 

estudadas. 

 

Classificação de Patogenicidade N° de Amostras Mediana ± DP 

Alta 4 8,64 ± 0,324 a 

Média 19 5,38 ± 0,920 b 

Baixa 33 0.67 ± 1,573 c  

Classificação de Patogenicidade N° de Amostras Mediana ± DP 

Alta 3 9,030 ± 0,384 a   

Média 7 4,870 ± 0,673 ᵇ 

Baixa 31 1,490 ± 1,270 c 
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4.5 Comparação dos Índices de Patogenicidade estabelecidos para Pasteurella multocida 

nos modelos animais: pintos de um dia, camundongos e ovos embrionados. 

Conforme explanado anteriormente, ao longo dos últimos anos desenvolvemos no 

CDPA uma vasta gama de dados, correlacionando patogenicidade de cepas de P. multocida e 

suas características bioquímicas, moleculares e resistência a antimicrobianos. Este tópico trata 

da comparação dos três modelos experimentais estudados para o estabelecimento de estratégias 

mais assertivas de avaliação de patogenicidade das cepas de P. multocida. Ressalta-se que 

houve uma diferença na realização do estabelecimento dos índices de patogenicidade em 

camundongos apenas 94 das 97 amostras utilizadas para o estabelecimento dos índices em 

pintos de um dia. Três amostras classificadas como amostras de suínos não se encontravam 

viáveis quando os autores realizaram o estudo.  

A Tabela 9 apresenta a comparação entre as diferentes classificações de patogenicidade, 

nos três diferentes modelos animais analisados, para amostras de origem de casos de cólera 

aviária. 

Os resultados na Tabela 9 revelam que há diferença estatística (p < 0,05) entre os grupos 

de alta, média e baixa patogenicidade dos três modelos animais, porém não houve diferença 

entre os modelos dentro de cada uma das classificações (alta, média e baixa) de 

patogenicidades. 

Tabela 9 - Comparação entre as medianas obtidas para as amostras de Pasteurella multocida de 
origem avícola nos três diferentes modelos animais. 

Modelo Animal 
Classificação de 

Patogenicidade 

N° de 

Amostras 
Mediana ± DP 

Ovos Embrionados Alta 4 8,64 ± 0,324 ª 

Camundongos Alta 16 9,46 ± 1,061 ª 

Pintos de um dia Alta 34 9,03 ± 0,95 ª 

Ovos Embrionados Média 19 5,38 ± 0,920 b 

Camundongos Média 36 6,27 ± 0,903 b 

Pintos de um dia Média 15 5,07 ± 1,035 b 

Ovos Embrionados Baixa 33 0,67 ± 1,573 c 

Camundongos Baixa 4 2,4 ± 1,575 c 

Pintos de um dia Baixa 7 2,29 ± 1,146 c 

Teste de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenças estatísticas (p < 
0,05). 
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 Na Tabela 10 estão descritos os resultados das classificações de patogenicidade nos três 

diferentes modelos animais para as cepas de P. multocida provenientes de suínos. 

Tabela 10 - Comparação entre as medianas obtidas para as amostras de Pasteurella multocida 
de origem de suínos nos três diferentes modelos animais. 

Modelo Animal 
Classificação de 

Patogenicidade 

N° de 

Amostras 
Mediana ± DP 

Ovos Embrionados Alta 3 9,030 ± 0,384ª 

Camundongos Alta 3 7,83 ± 1,324ª 

Pintos de um dia Alta 3 10 ± 0,999ª 

Ovos Embrionados Média 7 4,870 ± 0,673 b 

Camundongos Média 11 5,74 ± 0,917 b 

Pintos de um dia Média 20 5,35 ± 1,267 b 

Ovos Embrionados Baixa 31 1,490 ± 1,270 c 

Camundongos Baixa 24 0 ± 0,903 c 

Pintos de um dia Baixa 18 1,623 ± 0,675c 

Teste de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenças estatísticas (p < 
0,05). 

Assim como na Tabela 9, os resultados da Tabela 10 demonstram que existe diferença 

estatística entre os grupos de classificação de patogenicidade, porém da mesma maneira que 

em aves, os diferentes modelos animais não apresentaram diferença estatística (p > 0,05) dentro 

dos três grupos de classificação de patogenicidade. 

 Para a comparação das lesões e reisolamento bacteriano, utilizamos os percentuais 

relativos, contabilizando o número de lesões possíveis, o número de animais utilizados e o 

número de cepas de P. multocida utilizadas.  

Por exemplo, para camundongos foram analisadas 5 lesões para 38 amostras de P. 

multocida em 5 camundongos testados. O total de lesões possíveis é de 5 x 38 x 5, o que nos 

dá um total de 950 lesões. O total de lesões obtidas para estas amostras foi de 264 lesões, 

correspondendo a 27,79% das lesões possíveis.  

A Tabela 11 apresenta o percentual de lesões relativas em cada modelo experimental de 

acordo com a origem das amostras utilizadas, bem como suas devidas taxas de reisolamento. O 

teste estatístico realizado demonstrou não haver diferença estatística na proporção de lesões 

presentes, mesmo considerando as diferentes origens e diferentes modelos experimentais. 
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Tabela 11 - Relação entre o modelo experimental, origem da amostra, percentual de lesões 
encontradas e percentual de reisolamento da bactéria. 

Modelo Animal Origem da Amostra % Lesões encontradas % Reisolamento 

Ovos Embrionados Aves 36,71 ª 42,26 b 

Ovos Embrionados Suínos 29,54 ª 28,45 b 

Camundongos Aves 45 ª 75,35 b 

Camundongos Suínos 27,79 ª 22,63 b 

Pintos de um dia Aves 62,17 ª 54,6 b 

Pintos de um dia Suínos 48,58 ª 32 b 

Teste de Múltiplas comparações de Dunn’s. Letras diferentes na mesma coluna implicam em 
diferença estatística (p < 0,05). 

Outro teste estatístico realizado foi o Coeficiente de Spearman, no qual buscamos 

avaliar qual o grau de interferência do percentual de ocorrência de lesões no percentual de 

reisolamento bacteriano. Para esta correlação, obtivemos um coeficiente r = 0,714, o que 

representa uma implicação bastante forte da presença de lesões na probabilidade de 

reisolamento bacteriano. Embora os percentuais de reisolamento tenham sido diferentes, e 

expressivamente maiores para amostras oriundas de aves no modelo experimental de 

camundongos, não houve diferença estatística (p > 0,05) para os dados analisados. 

 

4.6 Associação dos perfis moleculares obtidos através de PCR-RFLP e dos sorogrupos A 

e D de Pasteurella multocida com índices de patogenicidade obtidos através da inoculação 

em camundongos. 

Tomando como base o estudo realizado por Furian et al.(2016a), foi realizada a análise 

comparativa dos sete diferentes perfis genéticos obtidos após a clivagem do gene ompH com o 

índice de patogenicidade (IP) das 56 amostras de Pasteurella multocida obtidas através do 

modelo experimental em camundongos. Na Tabela 12 estão descritas as medianas dos Índices 

de Patogenicidade obtidas para cada um dos perfis, com seus respectivos desvios padrões. 

Diferente do observado por Furian e colaboradores (2016a) não foi possível observar 

diferença estatística (p > 0,05) quando relacionamos os perfis genéticos aos índices de 

patogenicidades correspondentes das amostras. 

 Furian et al., (2016a) realizaram anteriormente a identificação dos sorogrupos 

capsulares das amostras de P. multocida, através da avaliação da presença dos genes hyaD-

hyaC e dcbF, que representam os sorogrupos A e D, respectivamente. Utilizando os dados 

obtidos por este autor, foi realizada a diferenciação das amostras oriundas unicamente de casos 
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de cólera aviária e a relação do sorogrupo capsular destas e os IP obtidos em camundongos por 

Emery et al. (2017).  

Tabela 12 - Comparação da mediana dos índices de patogenicidade obtidos em camundongos 
para os diferentes perfis genéticos das amostras de Pasteurella multocida de origem aviária. 

Teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na mesma coluna representam que houve diferença 
estatística (p < 0,05). 

Na Tabela 13 é possível observar que aproximadamente 91% das amostras de aves 

pertencem ao Sorogrupo A. Além disto, observa-se que houve diferença estatística (p < 0,05) 

entre os IP de amostras provenientes do grupo A em relação as amostras dos grupos D e das 

amostras que não foram classificadas em nenhum dos dois sorogrupos. Diversos são os estudos 

que sugerem que há uma correlação entre a cápsula e a virulência de P. multocida (CHUNG et 

al., 2001; ARUMUNGAN et al., 2011; DAVIES et al., 2003; DAVIES et al., 2004). 

Ao analisar-se os IP obtidos em cada modelo (APÊNDICE B) para as amostras de 

origem avícola, pode-se verificar que somente duas amostras de índice Alto têm mesma 

classificação para os modelos ovos embrionados e pintos de um dia (CP 12 853 e 10), enquanto 

o modelo de camundongos possui 8 amostras apresentam a mesma classificação de Alto IP que 

em pintos de um dia (CP12 794, 32, 13, 16, 18, 21, 22 e 23). 

Quando fazemos a mesma avaliação sobre as amostras provenientes de suínos, 

demonstradas no APÊNDICE C, observa-se que somente uma amostra (PM PI 21) pertence a 

classificação de IP Alto no modelo de camundongos que coincide com o IP Alto no modelo 

pintos de um dia. Das três amostras que obtiveram classificação de IP Alto em ovos 

embrionados, uma obteve níveis médios nos outros dois modelos (FII9PM), uma obteve médio 

no modelo pintos de um dia e baixo no modelo de camundongos (PM CII2), e a última (PROT 

1924 4) não pode ser avaliada em modelo de camundongos, porém no modelo de pintos obteve 

classificação de IP médio.  

Perfis Genéticos N° de Amostras Mediana ± DP 

I 7 7,01 ± 1,190 a   

II 24 6,95 ± 1,466 a 

III 2 5,365 ± 0,247 a 

IV 2 8,52 ± 2,093 a 

V 10 6,255 ± 2,120 a 

VI 5 4,64 ± 2,407 a 

VII 6 7,505 ± 3,303 a 
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A Tabela 13 apresenta a comparação das medianas dos índices de patogenicidades 

obtidos para cada grupo capsular das amostras de aves utilizadas no modelo experimental de 

camundongos. 

Tabela 13 - Comparação dos índices de patogenicidade obtidos em camundongos, para as 56 
amostras de origem aviária de Pasteurella multocida, de acordo com a classificação nos 
diferentes sorogrupos. 

Teste de Dunn’s para múltiplas comparações. Letras diferentes na mesma coluna representam 
diferenças estatísticas (p < 0,05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorogrupos N° de Amostras Mediana ± DP 

A 51 6,715 ± 1,905 a   

D 3 3,740 ± 0,849 ᵇ 

Sem Classificação 2 5,550 ± 5,530 ᵇ 
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 CONCLUSÕES 

 

 Através da obtenção dos índices utilizando o modelo experimental de ovos 

embrionados, foi possível a classificação das amostras de Pasteurella multocida em três 

diferentes grupos de patogenicidade (Alta, Média e Baixa). 

Diferente do observado nos outros modelos experimentais, as amostras provenientes das 

duas diferentes origens não apresentaram diferença significante nos IP estabelecidos em ovos 

embrionados. 

Quando comparados os modelos experimentais e as origens bacterianas, não houve 

diferença estatística significativa entre os percentuais de lesões e os percentuais de reisolamento 

bacteriano decorrentes. Porém, ficaram evidentes as maiores frequências de reisolamento 

obtidas nas amostras de aves inoculadas em camundongos. Foi possível estabelecer uma 

correlação de 0,714 entre o percentual de ocorrência das lesões e as taxas de reisolamento 

bacterianas obtidas. 

Não há relação entre os sete perfis genéticos do PCR-RFLP com o IP das amostras 

obtidas em camundongos. Não houve diferença estatística significativa entre os sete perfis 

quando estes foram analisados através do IP obtidos em camundongos.  

Ao relacionar os IP obtidos em camundongos com os perfis capsulares que as amostras 

de Pasteurella multocida apresentam, constatou-se que as amostras pertencentes ao Sorogrupo 

A são mais patogênicas que as amostras do sorogrupo D ou não classificadas nestes dois tipos 

capsulares. 
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APÊNDICE A - Distribuição das amostras de Pasteurella multocida de origem aviária e seus 

respetivos índices de patogenicidade em Pintos de um dia (Pintos), Camundongos (Cam) e Ovos 

Embrionados (OE). 

  

Amostras com origem de Aves 

Amostra Pintos Cam OE Amostra Pintos Cam OE 
720 8,06 0 0,00 PM 650 10 6,16 0,67 
794 10 10 3,08 PM 651 8,13 6,94 2,69 
32 8,69 10 3,33 1 2,99 6,46 2,95 
33 5,07 7,39 8,51 2 7,9 7,5 5,90 

800 0,17 5,16 5,90 3 4,43 6,69 2,95 
801 10 6,1 0,33 4 2,29 7,19 4,41 
802 8,87 6,04 5,23 5 7,8 9,46 0,00 
804 4,8 3,4 4,41 6 3,31 5,79 0,00 
806 6,43 7,57 1,59 7 7,44 10 5,23 
809 5,46 6,5 8,77 8 7,57 7,64 5,56 
812 2,17 5,81 5,03 9 8,26 6,74 3,41 
817 4,88 4,72 0,00 10 9,13 7,21 8,44 
818 3,27 7,38 3,87 11 10 8,86 5,38 
819 5,63 7,24 3,74 12 10 5,37 0,00 
821 4,69 3,17 4,41 13 10 10 0,00 
822 5,17 5,01 6,87 14 7,82 6,47 0,00 
823 10 6,59 5,82 15 10 7,04 0,00 
824 4,39 6,55 5,21 16 10 8,35 6,31 
825 1,33 3,74 6,15 17 10 7,01 2,23 
826 4,56 4,64 7,95 18 10 10 0,00 
828 8,6 6,07 5,08 19 8,51 5,19 2,95 
850 8,44 6,96 3,08 20 7,93 1,64 0,00 
851 7,69 6,36 0,00 21 10 10 0,00 
852 9,18 6,67 3,54 22 10 8,19 0,00 
853 8,93 7,5 9,15 23 10 9,46 0,00 

PM 1218 7,69 10 3,54 24 6,93 4,4 0,00 
PM 1308 6,56 5,54 1,33 27 3,95 6,05 3,54 
PM 1543 7,75 6,19 4,62     
PM 649 10 6,16 4,54         
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APÊNDICE B - Distribuição das amostras de Pasteurella multocida de origem suína e seus 

respetivos índices de patogenicidade em Pintos de um dia (Pintos), Camundongos (Cam) e Ovos 

Embrionados. 

 

Amostras com origem de Suínos 
Amostra Pintos Cam OE Amostra Pintos Cam OE 

2554 1,75 6,44 5,69 PROT 1924 12 5,24 3,08 5,23 
903 CAM 10 - 1,33 PROT 1924 4 5,44 - 8,49 
CAMBR 2,6 0,6 4,87 PROT 1989 6,42 3,89 0,67 

CII4 3,6 0 3,15 25 3,12 0 1,00 
FRANGOSUL 7,25 0 0,33 26 4,44 - 2,49 

FII 9 PM 6,65 7,6 9,03 28 5,81 4,97 0,00 
IPV 717 4,89 3,46 2,74 29 4,93 5,02 2,95 

JAVALI 1354 3,5 0 2,44 30 6,77 4,78 0,33 
P IV 1 2,42 5,74 3,21 31 2,1 6,69 0,00 
P2PM 3,79 0,4 2,82 34 0,33 0,4 1,00 
P313 1,33 0 3,54 797 2 6,28 3,21 
PI05 2,5 0 1,00 798 1,17 0 0,33 
PI33 2,25 0,4 0,67     

PII8 6,11 0,4 5,56     

PIII 20 PM 1,33 0 1,67     

PIII 9 PM 1,08 0,2 3,33     

PIII4 7,2 0 3,41     

PM 1/95 8,27 4,78 0,67     

PM 1621 1,42 0 1,49     

PM 1628 7,5 0 1,15     

PM 710 6,31 6,47 3,46     

PM 759 5,26 0,4 4,67     

PM 76 1,25 0 4,21     

PM CII2 4,73 0 9,23     

PM FII 14 1,33 6,15 1,33     

PM PI21 10 10 2,87     

PM43 3,89 0,2 4,05     

PMPI7 1,58 0,6 0,00     

PMPI23 1,67 7,83 3,67         
 

Amostras para as quais não foi possível estabelecer o IP em camundongos apresentam “ - ”, as 

quais não foram atribuídas nenhum valor. 
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APÊNDICE C. Exemplo de cálculo de Índice de Patogenicidade individual e do índice de patogenicidade da amostra. 

 

 

Ex: Amostra 2 - Ovo B 

Embrião morreu 48 hs p.i.  

IPI = [TM (0,769230769) x 5] + [EH (3) x 1] + [CH (1)] + [CFl (1)] = 

IPI = 3,846153856 +3+1+1 = 8,8461 

IP Amostra = [8,846153846 + 8,846153846 +0] /3 [N] = 5,90 

  

AM OVO 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 EH CH CFl TM Lesões IPI IPA 
2 A              1    0 0 0 

5,90  B    1           1 1 1 3,8461 5 8,8461 
 C    1           1 1 1 3,8461 5 8,8461 
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ANEXO A – Protocolo de aprovação do CEUA/IPVDF.
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ANEXO B – Establishment of a Pathogenicity Index for One-day old Broilers to Pasteurella 

multocida Strains Isolated from Clinical Cases in Poultry and Swine. 
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ANEXO C – Use of Molecular Pathogenicity Indices to Identify Pathogenic Strains of 

Pasteurella multocida. 
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ANEXO D – Evaluation of the biofilm formation capacity of Pasteurella multocida strains 

isolated from cases of fowl cholera and swine lungs and its relationship with pathogenicity.
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ANEXO E – Identification of the Capsule Type of Pasteurella multocida isolates from Cases 

of Fowl Cholera by multiplex PCR and Comparison with Phenotypic Methods.

 



88 
 

 



89 
 

 



90 
 

 



91 
 

 



92 
 

 
 


