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RESUMO

A Colera Aviéria (CA) é uma doenca contagiosa causada pela bactéria Gram-negativa
Pasteurella multocida. Ocorre geralmente de forma aguda e com altas taxas de morbidade e
mortalidade. A severidade dos casos clinicos é em parte justificada pela presenca de fatores de
viruléncia que diferem os microrganismos. As principais estruturas associadas a viruléncia e
identificadas em cepas de P. multocida s&o a capsula e o lipopolissacarideo. Entretanto, outros
fatores podem ser relacionados a capacidade do agente em infectar o hospedeiro, assim como
de sobreviver em um ambiente hostil. Exemplos s&o os genes que codificam estruturas como
fimbrias e adesinas (ptfA, pfhA) ou proteinas de membrana externa (oma87). Também h4 os
genes envolvidos em processos metabolicos, como sialidases (nanH, nanB) ou dismutases
(sodA, sodC) e proteinas associadas ao transporte e ao metabolismo do ferro (hgbA, hgbB,
exBD-tonB). Os cartdes FTA (Flinders Technology Associates FilterPaper - WHATMAN®)
foram desenvolvidos para o transporte seguro de microrganismos inativados, podem ser
armazenados e posteriormente utilizados em analises moleculares. Estes tém sido empregados
para a coleta e transporte de amostras de alguns virus e bactérias de interesse na éarea de
sanidade avicola. Os objetivos do estudo foram avaliar a viabilidade do transporte de DNA de
P. multocida através do emprego de cartdes FTA e detectar quatorze genes associados a
viruléncia em 27 cepas isoladas de CA nos Estados Unidos. Nenhuma das amostras coletadas
para analise microbioldgica a fim de avaliar a seguranga dos cartdes FTA apresentou
crescimento de microrganismos. A extracdo e confirmacdo da presenca do DNA de P.
multocida foram possiveis em 100% (27/27) das amostras analisadas. Entre os genes de
viruléncia pesquisados, ptfA, exbd-tonB, hgbA, nanB, oma87e hyaD-hyaC foram detectados
em 100% (27/27) das cepas. Os genes sodC e hghB em 96,3% (26/27), sodA em 92,6%
(25/27), nanH em 85,2% (23/27) e pthA em 81,5% (22/27). Os genes dcbF, bchD e toxA ndo
foram identificados em nenhuma das cepas pesquisadas. A partir dos resultados obtidos, 0s
cartbes FTA demonstraram ser uma ferramenta viavel e segura para o transporte do DNA de
P. multocida. Da mesma forma, a maioria dos genes pesquisados apresentou uma alta

frequéncia, compativel com isolados obtidos de casos clinicos de CA.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, colera avidaria, cartbes FTA, genes de viruléncia.



ABSTRACT

Fowl Cholera (FC) is a contagious disease caused by Gram-negative bacteria
Pasteurella multocida. It usually occurs in an acute form with high rates of morbidity and
mortality. The severity of clinical cases is in part justified by the presence of virulence factors
which differs microorganisms. The main structures associated with virulence and identified in
P. multocida are the capsule and lipopolysaccharide. However, other factors may be related
to the agent’s ability to infect the host, as well as to survive in a hostile environment.
Examples are genes encoding structures such as fimbriae and adhesins (ptfA, pfhA) or outer
membrane proteins (oma87). There are also genes involved in metabolic processes, as
sialidases (nanH, nanB) or dismutases (sodA, sodC) and proteins associated with transport
and iron metabolism (hgbA, hgbB, exBD-tonB). FTA cards (Flinders Technology Associates
Filter Paper - WHATMAN®) were developed for safe transportation of inactivated
microorganisms. They can be stored and later used in molecular analysis. These cards have
been used tocollect and carry samples of some viruses and bacteria of interest in poultry
health. The objectives of the study were to evaluate the viability of transporting P. multocida
DNA through the use of FTA cards and detect fourteen genes associated with virulence in 27
strains isolated from FC in the United States. None of the samples collected from
microbiological analysis in order to assess the safety of FTA cards showed any growth. The
extraction and confirmation of P. multocida presence were possible in 100% (27/27) of the
samples. Among the virulence genes studied, ptfA, exBD-tonB, hgbA, nanB, oma87 e hyaD-
hyaC were detected in 100% (27/27) of the strains. The sodC e hghB genes were present in
96.3% (26/27), sodA in 92.6% (25/27), nanH in 85.2% (23/27) and pfhA in 81.5% (22/27).
The dcbF, bchD and toxA genes have not been identified in any of the studied strains. From
the results obtained, the FTA cards have proven to be a safe and viable tool for P. multocida
DNA transportation. Likewise, most of the studied genes showed a high frequency, compatible

with strains obtained from clinical cases of FC.

Key words: Pasteurella multocida, fowl cholera, FTA cards, virulence genes.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira ocupa lugar de destaque no cenario mundial. Segundo dados da
Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF) de 2014, o Brasil é o maior exportador de carne de
frango e o terceiro maior produtor mundial do setor. O desenvolvimento continuo da
avicultura contribui para a sua significativa participacdo na economia brasileira.

De acordo com a Associagdo Brasileira de Produtores de Pintos de Corte (APINCO), a
producdo nacional de carne de frango em 2014 foi de aproximadamente 12,9 milhGes de
toneladas, correspondendo a um crescimento de 3% em relagdo ao ano anterior
(AVEWORLD, 2015). Da producéo avicola total, 67,7% sdo destinados ao mercado interno
para suprir o consumo per capita de 43,8 kg por habitante no pais (ABPA, 2015). No ano de
2014 foram exportados 4,1 milhdes de toneladas do produto, representando um crescimento
de 1% em relagdo ao ano de 2013 (ABPA, 2015). O Brasil apresenta uma participacdo em
torno de 15% da producéo avicola internacional (USDA, 2014). As exportacBes nacionais
tendem a crescer 3% no ano de 2015, devido ao interesse de novos mercados consumidores,
como a Russia e a Venezuela (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2014; UBABEF, 2014).

A importancia socioecondmica da avicultura na economia brasileira é representada
pelos nimeros do setor. A producgdo avicola é responsavel por mais de 3,6 milhdes de
empregos diretos e indiretos, e corresponde a 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB)
(UBABEF, 2014).

O aumento constante da producdo agricola resulta em consequente intensificacdo da
avicultura industrial. Os sistemas de criacdo baseados na alta densidade populacional
aumentam os riscos de disseminacdo de doengas infecciosas, principalmente as respiratorias e
aquelas em que os agentes etiologicos possuem mais de um hospedeiro. A bactéria
Pasteurella multocida é o agente etioldgico da colera aviaria (CA), doenca que geralmente
ocorre de forma aguda, septicémica e com altos indices de morbidade e mortalidade. Afeta
aves domésticas, aquaticas e silvestres de todas as idades, sendo os animais entre 16 a 40
semanas 0s mais suscetiveis (NASCIMENTO, 2009). A CA deve ser considerada no
diagndstico diferencial de doencas com notificacdo obrigatdria que apresentam morte subita,
como influenza aviéria e doenca de Newcastle (GLISSON, 2008). Além disto, a P. multocida
é causadora de outras diversas doengas nos animais de producdo que podem trazer prejuizos
econdmicos. Este microrganismo parasita o epitélio da cavidade oral e do trato respiratorio

superior de animais sadios, mas também pode agir como agente secundario em outras
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enfermidades (ANDREATTI FILHO, 2007; NASCIMENTO, 2009). A gravidade e a
incidéncia da infecgdo causada por P. multocida depende de fatores associados ao hospedeiro
— incluindo espécie e idade das aves infectadas - associados ao ambiente e também a
viruléncia da cepa envolvida (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2000).

A P. multocida é uma bactéria Gram negativa que pertence a familia Pasteurellaceae.
Atualmente, esta familia é formada por dezenove géneros, entre eles, destacam-se 0s géneros
Pasteurella, Actinobacillus, Haemophillus e Avibacterium (PARTE, 2014). Apesar da
importancia da CA, tanto a patogenia quanto os fatores de viruléncia envolvidos nos
processos infecciosos ainda estdo pouco esclarecidos (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006).
Além da importancia da obtencdo do DNA bacteriano para a pesquisa de tais genes de
viruléncia, o material genético é fundamental para o diagnostico de CA, especialmente para a
diferenciacdo de doengas de notificacdo obrigatéria, o que implica na necessidade de um
diagndstico rapido e no transporte seguro do material para o laboratério (PEROZO et al.,
2006; KRAUSS et al., 2009). Da mesma forma, o transporte deste material para o diagnostico
laboratorial é regulamentado por normas internacionais geralmente complexas (WHO, 2007;
BRASIL, 2009). Os objetivos deste estudo foram avaliar a viabilidade do transporte de DNA
de P. multocida através do emprego de cartdes FTA (Flinders Technology Associates Filter
Paper - WHATMAN®) e detectar quatorze genes associados & viruléncia em 27 cepas isoladas
de CA nos Estados Unidos.
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Resumo

A Colera Aviéria (CA) é uma doenca contagiosa causada pela bactéria Gram-negativa
Pasteurella multocida. Ocorre geralmente de forma aguda e com altas taxas de morbidade e
mortalidade. A severidade dos casos clinicos é em parte justificada pela presenca de fatores de
viruléncia que diferem os microrganismos. As principais estruturas associadas a viruléncia e
identificadas em cepas de P. multocida s&o a capsula e o lipopolissacarideo. Entretanto, outros
fatores podem ser relacionados a capacidade do agente em infectar o hospedeiro, assim como
de sobreviver em um ambiente hostil. Exemplos s&o os genes que codificam estruturas como
fimbrias e adesinas (ptfA, pfhA) ou proteinas externas de membrana (oma87). Também ha os
genes envolvidos em processos metabolicos, como sialidases (nanH, nanB) ou dismutases
(sodA, sodC) e proteinas associadas ao transporte e ao metabolismo do ferro (hgbA, hgbB,
exBD-tonB). Os cartdbes FTA foram desenvolvidos para o transporte seguro de
microrganismos inativados, podem ser armazenados e posteriormente utilizados em andlises
moleculares. Estes tém sido empregados para a coleta e transporte de amostras de alguns virus
e bactérias de interesse na area de sanidade avicola. Os objetivos do estudo foram avaliar a
viabilidade do transporte de DNA de P. multocida através do emprego de cartbes FTA e
detectar quatorze genes associados a viruléncia em 27 cepas isoladas de CA nos Estados
Unidos. Nenhuma das amostras coletadas para anélise microbioldgica, a fim de avaliar a
seguranca dos cartdes FTA, apresentou crescimento de microrganismos. A extragdo e

confirmagdo da presenca do DNA de P. multocida foram possiveis em 100% (27/27) das
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amostras analisadas. Entre os genes de viruléncia pesquisados, ptfA, exbd-tonB, hgbA, nanB,
oma87 e hyaD-hyaC foram detectados em 100% (27/27) das cepas. Os genes sodC e hghB em
96,3% (26/27), sodA em 92,6% (25/27), nanH em 85,2% (23/27) e pfhA em 81,5% (22/27).
Os genes dcbF, bcbhD e toxA ndo foram identificados em nenhuma das cepas pesquisadas. A
partir dos resultados obtidos, os cartbes FTA demonstraram ser uma ferramenta viavel e
segura para o transporte do DNA de P. multocida. Da mesma forma, a maioria dos genes
pesquisados apresentou uma alta frequéncia, compativel com isolados obtidos de casos

clinicos de CA.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, colera aviaria, cartdes FTA, genes de viruléncia.

Introducéo

A Colera Aviéria (CA) é uma doenca contagiosa causada pela bactéria Gram-
negativa Pasteurella multocida. A enfermidade ocorre geralmente na forma septicémica e
resulta em altas taxas de morbidade e de mortalidade (WILKIE; HARPER; ADLER, 2012).
Além disto, a P. multocida é um habitante comum das vias aéreas de animais e o desequilibrio
da relagéo entre o hospedeiro e a bactéria pode ocasionar diferentes graus de manifestacéo da
enfermidade (SAMUEL; BOTZLER; WOBESER, 2007; GLISSON et al., 2008). A
severidade dos casos é em parte justificada pela presenca de fatores de viruléncia que diferem
0s microrganismos de uma espécie (VIEIRA, 2009; MADIGAN et al., 2010). As principais
estruturas associadas a viruléncia e identificadas em cepas de P. multocida séo a cépsula e o
lipopolissacarideo (LPS) (HARPER et al., 2006). Assim, a bactéria pode ser classificada em
cinco sorogrupos (A, B, D, E e F) conforme a presenca de antigenos capsulares e em 16
sorotipos conforme a distribuicdo dos antigenos somaticos (HARPER; BOYCE; ADLER,
2012). Esta classificagdo é utilizada para investigar a diversidade das cepas, assim como para
estudos sobre a patogenia e epidemiologia do agente (CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006).
Sugere-se uma possivel inter-relacéo entre o tipo capsular, a patogenia e a predisposicéo do
hospedeiro a um sorogrupo particular (CHUNG; ZHANG; ADLER, 1998).

Entretanto, outros diversos fatores podem ser relacionados a capacidade do agente em
infectar o hospedeiro, assim como de sobreviver em um ambiente hostil (HARPER; BOYCE;
ADLER, 2006; BOYCE et al., 2010; WILKIE; HARPER; ADLER, 2012). O recente
sequenciamento do genoma de nove cepas de P. multocida permitiu a identificacdo de genes
possivelmente associados & viruléncia, representando um primeiro passo para esclarecer os

mecanismos moleculares que envolvem a patogenia desta bactéria (BOYCE et al., 2012).
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A partir da andlise do genoma da cepa Pm70, mais de 100 genes provavelmente
envolvidos na viruléncia do microrganismo foram identificados (MAY et al., 2001). Assim,
alguns trabalhos que tém como objetivo a determinacdo da frequéncia e de padrdes genéticos
de viruléncia foram desenvolvidos nos udltimos anos e podem contribuir para elucidar a
patogenia da CA, por exemplo, associando-se genes especificos ao desenvolvimento da
doenca na forma aguda ou cronica (EWERS et al., 2006; ATASHPAZ; SHAYEGH; HEJAZI,
2009; BETHE et al., 2009; SHAYEGH et al., 2009; TANG et al., 2009, FURIAN et al.,
2013; RAJKHOWA, 2015).

Exemplos sdo os genes que codificam estruturas como fimbrias e adesinas (ptfA,
pfhA), proteinas de membrana externa (oma87) e a exotoxina dermonecrotica (toxA) (EWERS
et al., 2006;CORNEY et al. 2007; HATFALUDI et al., 2010). A maioria dos genes que
aumenta a transcri¢do durante o processo infeccioso também estdo envolvidos na aquisicdo de
nutrientes e em processos metabdlicos (BOYCE; ADLER, 2006). Cepas altamente virulentas
frequentemente secretam enzimas hidroliticas, como sialidases (hanH, nanB), além de
dismutases (sodA, sodC) e de proteinas associadas ao metabolismo do ferro (hgbA, hgbB,
exBD-tonB) (MIZAN et al. 2000; COX et al. 2003; EWERS et al., 2006; GUENTHER et al.,
2008; BETHE et al., 2009; WILSON; HO, 2013).

Além da importancia da obtengdo do DNA bacteriano para a pesquisa de genes de
viruléncia, o material genético é fundamental para o diagndstico e tipificacdo molecular de
CA, especialmente se considerada a dificuldade de isolamento do agente nas aves e a
limitacdo da sobrevivéncia do microrganismo fora do hospedeiro ou em meios artificiais
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 2006, DZIVA et al., 2008). Também a forma aguda de CA
deve ser diferenciada de doencas de notificacdo obrigatéria, como influenza aviéria e doenca
de Newcastle (GLISSON, 2008), o que implica na necessidade de um diagndstico rapido e no
transporte seguro do material para o laboratério (PEROZO et al., 2006; KRAUSS et al.,
2009). O transporte de material bioldgico é regulamentado por normas, internacionais e de
cada pais, geralmente complexas (WHO, 2007; BRASIL, 2009).

Uma alternativa segura para o transporte de microrganismos inativados seriam 0s
cartdes FTA (Flinders Technology Associates Filter Paper - WHATMAN®), os quais s&o
quimicamente tratados com substancias que lisam a célula e desnaturam as proteinas
(SMITH; BURGOYNE, 2004; PEROZO et al., 2006; CORTES et al., 2009). Por outro lado,
0s acidos nucléicos ficam retidos nos cartdes e protegidos de oxidagdo, danos por raios UV,
além de poderem ser estocados em temperatura ambiente (PEROZO et al., 2006; CORTES et

al., 2009). Assim, cartdes FTA foram empregados em distintos estudos para o transporte de
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amostras de virus e bactérias patogénicas em aves para posterior deteccdo por PCR ou RT-
PCR (MOSCOSO et al., 2004; MOSCOSO et al., 2005; MOSCOSO et al., 2006; PEROZO et
al., 2006; CORTES et al., 2009; LANDINEZ-PULIDO et al., 2012; AWAD et al., 2014).

Os objetivos do estudo foram avaliar a viabilidade do transporte de DNA de P.
multocida através do emprego de cartbes FTA e detectar quatorze genes associados a

viruléncia em 27 cepas isoladas de CA nos Estados Unidos.

Materiais e Métodos

Um total de 27 cepas de Pasteurella multocida isoladas de casos clinicos de CA em
aves reprodutoras nos Estados Unidos foi selecionado para o estudo. As cepas encontravam-se
estocadas a uma temperatura de -80°C e foram reativadas em 10 mL de caldo infuséo de
cérebro e coracdo (Brain Heart InfusionBroth - BHI - Oxoid®) e incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, foi realizada a semeadura por
esgotamento em &gar sangue (Oxoid®), adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado, e em
4gar MacConkey (Oxoid®), e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Uma coldnia
morfologicamente compativel de cada amostra foi transferida para 10 mL de caldo BHI e o
material foi novamente incubado conforme as condigdes anteriormente citadas. Apds,
pipetou-se 115uL de caldo BHI nos cartdes FTA (Whatman™ - GE Healthcare® - Cat. No.
WB12 0206) e as amostras foram mantidas em fluxo laminar até completa secagem e
absorcdo da solugdo pelo papel filtro. As amostras transportadas foram recepcionadas no
Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) onde inicialmente realizou-se a extracdo de DNA dos cartdes
FTA, seguindo o protocolo estabelecido por Pulido-Landinez et al. (2012). Discos com 3 mm
de didmetro foram coletados dos cartdes FTA utilizando-se o coletor de amostras FTA Harris
Uni-Core (Whatman™ - GE Healthcare®) e como base o tapete para corte Harris (Harris
Cutting Mat — GE Healthcare®). O procedimento foi realizado em cabine de fluxo laminar e
para a obtencéo dos discos, o coletor foi posicionado verticalmente e sua ponta pressionada
firmemente contra a area a ser coletada enquanto eram realizados movimentos circulares com
0 coletor para o corte do cartdo (Figura 1A). Os discos foram transferidos para microtubos
contendo 200uL do reagente de purificagio FTA (Whatman™ - GE Healthcare®). Ap6s, duas
lavagens, intercaladas por periodo de incubacdo de 5 minutos a 25°C foram realizadas. Em
seguida, ap6s descarte do reagente de purificacdo, foram adicionados 200uL do tampédo TE

(10mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) e mais duas lavagens, intercaladas por periodos de
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incubacgdo de 5 minutos a 25°C, também foram realizadas. O DNA extraido foi estocado para
posterior quantificacdo e para a pesquisa dos genes associados a viruléncia.

Em conjunto, um disco com a mesma dimensdo e correspondente a cada cepa foi
coletado e transferido para um tubo contendo 10 mL de caldo BHI para a incubagéo a 37°C
por 24 horas para avaliar a seguranca dos cartdes FTA (Whatman™ - GE Healthcare® - Cat.
No. WB12 0206) (Figura 1B). Posteriormente, os caldos foram semeados em &gar sangue
(Ox0id®), adicionado de 5% de sangue ovino desfibrinado, e em 4gar MacConkey (Oxoid®), e
as placas foram novamente incubadas a 37°C por 24 horas. Caso houvesse o crescimento de
colénias morfologicamente compativeis com P. multocida, testes bioquimicos
complementares a fim de se confirmar a espécie isolada foram realizados conforme

metodologia descrita por Glisson, Sandhu e Hofacre (2008).

Figura 1 -Coleta dos discos dos cartdes FTA (A). Disco coletado
em caldo BHI para avaliar a seguranca dos cartdes FTA (B).

A partir do DNA extraido, um protocolo de PCR espécie-especifico estabelecido por
Townsend et al. (1998) para amplificacdo de um fragmento de 460 pb do gene kmt foi
empregado a fim de se avaliar a viabilidade do material presente no cartdo. Apds o PCR, o
DNA foi quantificado utilizando-se o kit comercial Quant-iTdsDNA HS Assay (Invitrogen®),
conforme metodologia recomendada pela fabricante. A leitura foi realizada no fluorimetro
QUBIT (Invitrogen®). Para a deteccdo dos genes associados & viruléncia (toxA, ptfA, pfhA,
nanH, nanB, exbd-tonB, hgbA, hgbB, sodA, sodC, hyaD-hyaC, dcbF, bcbD, oma87) foram
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utilizados protocolos de multiplex-PCR elaborados anteriormente no laboratorio (FURIAN,
2013). A anélise estatistica descritiva foi empregada para o calculo da frequéncia absoluta e
relativa dos genes de viruléncia pesquisados e para a determinacdo da média e do desvio
padrdo da concentracdo de DNA. Os testes ndo paramétricos do Qui-quadrado (32) e o Teste
Exato de Fisher foram utilizados para anélise da associa¢do dos genes de viruléncia aos pares.
O Teste de McNemar foi utilizado para determinar e comparar as frequéncias dos genes de
viruléncia dentro dos grupos de igual fun¢do. O programa Statistical Package for Social
Sciences® (SPSS) foi empregado, adotando-se como referencial o nivel de significancia de

5% e o nivel de confianca de 95%.

Resultados e Discussao

Em relagdo a seguranga dos cartdes FTA na inativagdo dos microrganismos, observou-
se que 100% (27/27) dos discos coletados correspondentes a cada cepa ndo apresentaram
turbidez do BHI ou crescimento no &gar sangue e no agar MacConkey. A seguranca do meio
j& havia sido reportada em alguns estudos que também avaliaram a inativacdo de virus e de
bactérias patogénicas para aves nos cartdes de transporte (MOSCOSO et al., 2005; PEROZO
et al., 2006; PULIDO-LANDINEZ et al., 2012).

Em relacdo a viabilidade de emprego dos cartdes FTA, 100% (27/27) das cepas no
estudo foram confirmadas através de PCR a partir da amplificacdo de um fragmento de 460
pb do gene kmt. Da mesma forma, a concentracdo média de DNA foi de 54,54 ng/uL+30,03,
com um valor minimo observado de 13,40 ng/uL e maximo de 100 ng/pL. Concentracdes
semelhantes foram descritas por Pulido-Landinez et al. (2012) que utilizou cartbes FTA para
o transporte de Salmonella spp. isolada de produtos avicolas. Além disto, 0 DNA extraido foi
vidvel para a posterior pesquisa dos genes associados a viruléncia.

O transporte de substancias infecciosas para diagndstico, pesquisa ou ensino deve ser
feito em condicGes adequadas, respeitando diversas normas nacionais e internacionais (WHO,
2007; BRASIL, 2009). Os cartdes FTA sdo uma alternativa para o transporte seguro de
microrganismos inativados (SMITH; BURGOY NE, 2004; PEROZO et al., 2006; CORTES et
al., 2009; PULIDO-LANDINEZ et al., 2012) e tém sido empregados em estudos de virus e
bactérias patogénicas de interesse na &rea de sanidade avicola para posterior andlises
moleculares (MOSCOSO et al., 2004; MOSCOSO et al., 2005; MOSCOSO et al., 2006;
PEROZO et al., 2006; CORTES et al., 2009; LANDINEZ-PULIDO et al., 2012; AWAD et
al., 2014).
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A maioria dos genes de viruléncia pesquisados apresentou uma alta frequéncia e uma
distribuigdo regular. Assim, ndo foi observada diferenca significativa na ocorréncia dos genes
conforme a mesma fungéo ou processo associado (p>0,05). A excegéo foi a detecgdo do gene
hyaD-hyaC, especifico ao sorogrupo A, em 100% (27/27) das cepas, em relacdo aos genes
dcbF e bebD, respectivamente especificos aos sorogrupos D e B da bactéria (p<0,05). O tipo
capsular A é predominante em casos de CA (CHUNG et al., 2001) enquanto o sorogrupo B, o
qual também esta presente em aves, assim como o F, sdo considerados raros (GLISSON,
2008). As frequéncias absoluta e relativa dos 14 genes de viruléncia pesquisados estdo

descritas na Tabela 01.

Tabela 01 - Distribuicdo dos 14 genes de viruléncia nas cepas de Pasteurella multocida
isoladas de casos de colera aviaria nos Estados Unidos detectados por multiplex-PCR.
Frequéncias absoluta e relativa

Processo ou enzima Gene (%) - (n=27)
Proteinas de membrana externa oma87 27 (100)
exbD-tonB 27 (100)
Metabolismo do ferro hgbA 27 (100)
hgbB 26(96,3)
nanH 23 (85,2)
Sialidases
nanB 27 (100)
sodA 25 (92,6)
Superéxido dismutases
sodC 26 (96,3)
Toxina dermonecrotica toxA 0 (0)
ptfA 27 (100)
Adesinas
pfhA 22 (81,5)
hyaD-hyaC 27 (100)
Tipo capsular dcbF 0 (0)
bchD 0 (0)

O gene oma87, que codifica uma proteina de membrana externa (OMP) em P.
multocida (HATFALUDI et al. 2010), foi encontrado em 100% (27/27) das cepas analisadas.
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As OMPs sdo consideradas fatores imunogénicos conservados (KUBATZKY, 2012) e o
resultado estd de acordo com outros trabalhos em que este gene foi pesquisado (DAVIES et
al., 2004; EWERS et al., 2006; BETHE et al., 2009; FURIAN et al., 2013).

Entre os genes envolvidos no metabolismo do ferro selecionados para o estudo, exBD-
tonB e hgbA foram detectados em 100% (27/27) das cepas e hghB em 96,3% (26/27) dos
casos. As proteinas que fazem parte do complexo TonB sdo responsaveis pela energia
necessaria para internalizar o ferro no espaco periplasmético, independentemente do
mecanismo de captacdo do elemento (KREWULAK et al., 2008). A grande quantidade de
genes descritos envolvidos no metabolismo do ferro sugere que a bactéria apresenta um
nuamero redundante de proteinas associadas para uma mesma funcdo (BOYCE et al., 2012).
Exemplo s&o as proteinas HgbA e HgbB, ambas relacionadas com a captacéo de ferro a partir
da hemoglobina (HATFALUDI et al., 2010). Trabalhos anteriores apresentaram resultados
semelhantes aos obtidos no estudo, na andlise da ocorréncia dos dois genes (EWERS et al.,
2006; BETHE et al., 2009; FURIAN et al., 2013).

A maioria dos genes que aumentam sua transcricdo durante o processo infeccioso
também estdo envolvidos na aquisicdo de nutrientes e em processos metabolicos (BOYCE;
ADLER, 2006). Cepas altamente virulentas de P. multocida frequentemente secretam enzimas
hidroliticas, como sialidases, que facilitam a aquisi¢do de nutrientes e a disseminagdo no
organismo (WILSON; HO, 2013). Como exemplo, NanH e NanB removem o acido sialico
das células hospedeiras para utilizad-lo como fonte de carbono (HARPER et al., 2006). Os
genes codificantes das duas enzimas foram detectados, respectivamente, em 100% (27/27) e
85,2%. (23/27) das cepas no trabalho. Ao contrario de nanB, a ocorréncia do gene nanH foi
varidvel em relagdo aos estudos de Ewers et al. (2006) e Furian et al. (2013), que o
detectaram respectivamente em 65% e 96% das cepas em pesquisas desenvolvidas na
Alemanha e no Brasil. Em relagéo aos genes que codificam enzimas com fungéo antioxidante,
sodA e sodC estiveram presentes em 92% e 96% das cepas, respectivamente. Estes resultados
séo similares ao trabalho de Furian et al. (2013).

O gene toxA néo foi detectado em nenhuma das 27 cepas analisadas. Apesar de alguns
trabalhos o detectarem em cepas do sorogrupo A oriundas de diferentes hospedeiros
(ZAGLIC et al., 2005; SHAYEGH; ATASHPAZ; HEJAZI, 2008; VOUGIDOU et al., 2015),
este gene que codifica a toxina dermonecrotica (PMT — Pasteurella multocida Toxin) estd
principalmente associado a cepas do sorogrupo D e a casos de rinite atréfica progressiva em
suinos (BOYCE et al., 2010).
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Geralmente as bactérias patogénicas apresentam multiplas adesinas e a presenca destas
na superficie bacteriana possui correlagdo com a viruléncia (HARPER; BOYCE; ADLER,
2006; KLINE et al., 2009). O gene ptfA, que codifica uma subunidade da fimbria do tipo IV,
apresenta alto grau de similaridade a outras fimbrias (DOUGHTY; RUFFOLO; ADLER,
2000; HATFALUDI et al., 2010), foi detectado em 100% (27/27) das cepas analisadas.
Outros trabalhos obtiveram resultados similares na pesquisa deste gene (EWERS et al., 2006;
FURIAN et al., 2013). A fimbria do tipo 1V é uma potencial candidata ao desenvolvimento de
vacinas (SHIVACHANDRA et al., 2012), pois a proteina PtfA est4 ancorada em P. multocida
independentemente do sorogrupo e é expressa in vitro em condi¢des de microaerofilia em um
ambiente comparavel com o trato respiratorio superior do hospedeiro (EWERS et al., 2006).
Por outro lado, o gene pfhA, que codifica uma hemaglutinina filamentosa, foi observado em
81,5% (22/27) cepas avaliadas. Este gene apresenta frequéncia varidvel (EWERS et al., 2006,
FURIAN et al., 2013) e esta possivelmente relacionado com a maior patogenicidade das cepas
em casos de pasteurelose (EWERS et al., 2006; GUO et al., 2014).

N&o foi constatada diferenga significativa (p>0,05) na ocorréncia dos genes de
viruléncia entre as 27 cepas isoladas de reprodutoras nos Estados Unidos e a frequéncia dos
mesmos genes entre 56 isolados provenientes do sul do Brasil em estudo prévio realizado no
laboratério (FURIAN et al., 2015 — dados ndo publicados). A observagdo de padrBes de
distribuicdo génica com pequenas variagdesesta provavelmente associada com a aquisi¢do dos
genes de viruléncia através da evolucdo e através da transmissdo horizontal dentro da
populacéo de P. multocida (TANG et al., 2009).

Conclusotes

Os cartdes FTA demonstraram ser uma ferramenta segura para o transporte de DNA
de P. multocida, j& que ndo houve o crescimento das cepas selecionadas ou de outros
microrganismos. Da mesma forma, os cartdes demonstraram ser viaveis para 0 emprego em
analises moleculares, pois houve a conservacao e extracdo do DNA em quantidade necessaria
para a pesquisa dos genes através da técnica de multiplex-PCR.

A maioria dos genes de viruléncia pesquisados apresentou uma alta frequéncia,
compativel com outros estudos realizados. Além disto, ndo houve uma diferenca significativa
na ocorréncia dos genes selecionados entre as cepas de P. multocida isoladas nos Estados

Unidos e no sul do Brasil.
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3 CONCLUSOES

O transporte de agentes infecciosos deve seguir normas nacionais e internacionais,
muitas vezes complexas que podem dificultar a chegada do material no laborat6rio.Os cartfes
FTA demonstraram ser uma ferramenta efetiva e segura para o transporte de DNA de P.
multocida. Uma vez que nenhuma das amostras analisadas apresentou crescimento de
microrganismos, demonstrando eficiéncia na inativacdo da bactéria. Da mesma forma, os
cartdes conservaram o0 DNA em condi¢des ideais para analises posteriores.

Em relacdo & pesquisa dos genes associados a viruléncia, poucos estudos s&o
realizados para a deteccdo desses genes e classificacdo das cepas em perfis genéticos, que
podem contribuir para o posterior estudo da patogenia da CA, associando um grupo especifico
de genes ao grau de severidade da doenca. A maioria dos genes pesquisados apresentou uma
alta frequéncia, o que é compativel com outros estudos e com isolados obtidos de casos

clinicos de CA.
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