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RESUMO

TEIXEIRA, S. M. N. Caracterizacao genotipica de cepas de Pasteurella
multocida proveniente de suinos. [Genotipic characterization of Pasteurella
multocida strains from swine]. 2010. 39 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciencias)-
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2010.

Um total de 123 isolados de Pasteurella multocida provenientes de suinos foi
avaliado através da PCR para pesquisa de genes codificadores de capsula,
toxina dermonecrética e outros fatores de viruléncia. As amostras foram
caracterizadas como tipo capsular A (78,8 %) e tipo capsular D (21%). Nenhum
dos isolados foi positivo para presenca de toxina dermonecrética. Os genes
codificadores dos fatores de viruléncia pesquisados foram observados nas
freqUéncias de 93,5 % para nanB, 92,7% para psl, 91,9% para oma87 e nanH,
87,8% para sodA,87% para hghA,83,7% para ompH, 82,9% para sodC, 79,7%
para ptfA e exbBD tonB,73,2% para hgbB, 14,6% para pfhA e 4,9% para tbpA.

Estes achados sdo compativeis com o descrito na literatura internacional.

Palavras-chave: PCR. Pasteurella multocida. Suino. Fatores de viruléncia.

Toxina



ABSTRACT

TEIXEIRA, S. M. N. Genotipic characterization of Pasteurella multocida strains
from swine. [Caracterizacao genotipica de cepas de Pasteurella multocida
proveniente de suinos]. 2010. 39 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)-
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2010.

A total of 123 Pasteurella multocida strains from swine was evaluated through
PCR to detect capsular, dermonecrotic toxin codifying genes and others
virulence factors. The strains were identified as capsular type A (78.8 %) and
capsular type D (21%). None of isolates were positive to dermonecrotic toxin
gene. The virulence factors genes were detected in the following frequency:
93.5 % to nanB, 92.7% to psl, 91.9% to oma87 and nanH, 87.8% to sodA, 87%
to hghA, 83.7% to ompH, 82.9% to sodC, 79.7% to ptfA and exbBD tonB,
73.2% to hgbB, 14.6% to pfhA and 4.9% to tbpA. These findings were in

accordance with international literature.

Keywords: PCR. Pasteurella multocida. Swine. Virulence Factors. Toxin
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1 INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem se destacando ao longo dos ultimos anos com
um o6timo crescimento de seu plantel, mantendo um papel de destaque entre os

principais paises exportadores da carne.

Em 2008, o Brasil atingiu a cifra recorde de US$ 1,48 bilhdo em exportacoes
de carne suina, 20% a mais do que em 2007 (US$ 1,23 bilhdo). Em volume, porém,
houve uma queda de 77 mil toneladas. Em 2008, o Brasil exportou 529,41 mil
toneladas, em relacao a 606,51 mil t em 2007. Os precos altos no mercado mundial
€ a opcgao estratégica das empresas, que priorizaram preco em detrimento de
volume, explicam o bom desempenho das receitas. A reducdo das quantidades
exportadas se deve, em primeiro lugar, ao bom desempenho do mercado interno e,
em segundo lugar, a crise financeira internacional e a paralisacao do Porto de ltajai
nos dois ultimos meses do ano (ABIPECS, 2009).

O mercado interno, em 2008, esteve bem mais dinamico do que em 2007 e
manteve a tendéncia observada a partir de 2006. Naquele ano, o consumo
domeéstico iniciou um processo de lenta recuperacdo. O aumento da producédo de
industrializados, sobretudo de linguigas, produtos que chegaram aos consumidores
a precos mais competitivos, a ampliacdo da oferta de cortes frescos e a menor
disponibilidade de carne bovina foram os principais fatores responsaveis pela
elevacao do consumo, atualmente préximo a 14 quilos por habitante ano. A
disponibilidade interna cresceu 4,5% em 2008, bem abaixo do potencial de
consumo, 0 que explica a forte sustentacdo verificada nos precos. Se as
exportacées nao tivessem registrado acentuada queda no final do ano, a carne
suina teria faltado no mercado doméstico (ABIPECS, 2009).

E inegavel que a producdo de carne suina nos dias atuais com advento de
novas tecnologias vem aumentando de forma significante sua produtividade e, por
conseguinte, sua competitividade no mundo. O Brasil, gracas ao trabalho sério de
grandes empresas, aliados a 6rgaos competentes como a Embrapa, conseguiu ao

longo de décadas melhorar ndo somente a producdo, como também melhorar em
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muito a qualidade da carne oferecida, comprovando nos dias atuais que a carne

suina, além de saborosa, é absolutamente saudavel.

Sendo a carne mais consumida no mundo inteiro, o Brasil ndo pode fechar os
olhos para o potencial que possui de poder se tornar o grande expoente da
suinocultura mundial. Para isso ocorrer, cada vez mais é necessario que a
tecnologia aplicada seja mais utilizada com intuito de minimizar as perdas que

ocorrem dentro de uma granja.

Nos ultimos anos um numero consideravel de estudos tem sido realizado com
0 objetivo de determinar mecanismos de imunidade, predilecdo por hospedeiros,
viruléncia e patogenicidade da P. multocida, o que vem resultando em uma melhor

compreensdo do comportamento deste agente.

A caracterizacao do tipo capsular, fatores de viruléncia e potencial do agente
como possivel causador de infeccdo em humanos é ainda menos estudada. Na
suinocultura, sabe-se que esse agente € comumente encontrado em granjas e que
sua alta prevaléncia torna o complexo das doencas respiratérias dos suinos uma
das principais causas de prejuizos econémicos ao produtor. Logo, entender a
epidemiologia da P. multocida, que ainda nao estd muito bem esclarecida, assim
como compreender melhor as caracteristicas fenotipicas e genotipicas do agente é
de suma importancia para poderem-se melhorar ainda mais as questbes de
sanidade em granjas. Assim, com o incentivo da pesquisa no ambito nacional, a
suinocultura podera incrementar ainda mais 0s ganhos em sua produtividade,
aumentando sua parcela na contribuicdo de renda aos suinocultores. O presente
estudo objetiva-se associar o conhecimento e as técnicas desenvolvidas para

caracterizacao desta espécie bacteriana nas infeccoes respiratérias em suinos
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2 REVISAO DE LITERATURA

Pasteurella multocida é a espécie mais comum do género Pasteurella, sendo
um importante patégeno em medicina veterindria e humana. Esta bactéria Gram-
negativa tem sido identificada como o agente causador de muitas doencas de
importancia econdmica e como um agente de alto potencial zodnotico. No Brasil, as
rinites bacterianas e virais, bem como as pneumonias causadas pela P. multocida
sao muito freqientes (KICH; PONTES, 2001; BOROWSKY et al., 2007), e estudos
voltados para a epidemiologia e distribuicdo destes agentes sdo escassos.

Pasteurella multocida € o agente causador de inumeras doencas
economicamente relevantes em todo o mundo, como a rinite atréfica em suinos, a
septicemia hemorragica em bovinos e bufalos, a broncopneumonia enzodtica em
bovinos e ovelhas, a colera aviaria e infecgdes em coelhos (EWERS et al., 2004).
Aves, bovinos, ovinos assim como ratos, caes e gatos também sao considerados
carreadores do agente (AVRIL et al., 1990; DE JONG, 1999).

Griego et al. (1995) relata que a P. multocida foi isolada em 50% a 80% dos
casos de infecgdo cutdnea em seres humanos causadas por mordidas de gatos e
em 25% dos casos de infecgdo cutanea causadas por mordidas de caes, essas
infecgbes podem resultar em inflamagdes locais e de linfonodos, podendo ocasionar
complicacdes como abscessos e artrite séptica. Ocasionalmente, P. multocida pode
estar envolvida em infeccdes sistémicas como a meningite e a endocardite,
especialmente em individuos imunossuprimidos (BISGAARD, 1993; FREDERIKSEN,
1993; EWERS et al., 2004). Amostras toxigénicas de P. multocida tém sido isoladas
de humanos com amidalite, sinusite, rinite, pleurite, apendicite e septicemia,
reforcando o potencial zodnotico do agente (NIELSEN; FREDERIKSEN, 1990;
TURNQUIST, 1995).

No Brasil infeccbes em animais de producao pela P. multocida sdo muito
freqUentes, e estudos voltados para a epidemiologia e caracterizacdo deste agente
sdo escassos (BRITO et al., 1993; PIFFER; CASTRO, 1993).
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As doencgas respiratérias que afetam os suinos na fase de terminacéo, tais
como pneumonia enzbotica e rinite atroéfica ocupam lugar de destaque entre as
doencas que afetam os suinos, devido a sua freqiiéncia e intensidade com que
atingem os sistemas de producado. Sao consideradas doencas multifatoriais porque
sua freqiéncia e grau de severidade dependem, ndo somente, da(s)
caracteristica(s) do(s) agente(s) e da imunidade do rebanho, mas também das

condi¢des ambientais em que sao criados os animais.

Rinite atrofica foi reconhecida pela primeira vez em 1830. Inicialmente esta
denominagdo passou a englobar praticamente todas as e doencgas cujo curso
ocorriam alteragdes no focinho do suino como, por exemplo, o raquitismo.
Posteriormente, constatou-se que a doenga que cursava apenas com alteragcdées nos
cornetos nasais era uma doenca especifica, passando-se entdo denomina-la
simplesmente de Rinite Atrofica (SOBESTIANSKY et al., 2007).

A rinite atroéfica bem como as pneumonias, provocam prejuizos econdmicos
consideraveis, em virtude da diminuicdo da média de ganho de peso diario em
suinos na fase de terminacdo, da morte de animais por pneumonias, das despesas
com medicamentos e, em nivel de industria, da condenacédo de carcacas afetadas
(SOBESTIANSKY et al., 2007).

2.1 INFECCAO EM SUINOS

Em suinos a P. multocida € um habitante normal da cavidade nasal e um dos
agentes etiolégicos de uma forma de infeccdo do trato respiratério superior
conhecida como rinite atrofica progressiva (DE JONG et al.,, 1980). Nessa
efermidade somente cepas toxigénicas de P. multocida, sozinhas ou em associacao
com outros fatores, como infeccdo prévia por Bordetella bronchiseptica, sao
capazes de causar o problema (PIJOAN, 1992). A lesao da rinite atrofica progressiva
(RAP) consiste de hipoplasia dos ossos turbinados nasais, sendo em casos graves
acompanhada por diferentes graus de distor¢céo facial e rinorragia (DE JONG, 1999).
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A pneumonia geralmente ocorre em associagao a infeccao por Mycoplasma
hyopneumoniae causando o que Pijoan (1999) denomina complexo das doencas
respiratérias dos suinos. Nos casos de pasteurolese pulmonar, descreve-se a
ocorréncia de forma subaguda, aguda e cronica.

A forma aguda frequentemente esta associada a amostras do sorotipo B,
sendo que a mortalidade pode ser alta (5 a 40%). Essa forma de infeccao é
considerada rara e nunca foi descrita na América ou na Europa, sendo apenas
relatada na india, Sri Lanka e Vietna (GAMAGE et al., 1995; TOWSEND et al., 1998;
VERMA, 1998). Os animais infectados por esse sorotipo apresentam dispnéia,
respiracao dificil, contracées abdominais, prostracao e febre alta. Animais mortos ou
muito doentes podem apresentar coloragdo arroxeada na regido abdominal
sugerindo a ocorréncia de choque endotéxico (PIJOAN, 1999).

Ja a forma subaguda esta associada com amostras que produzem pleurite.
Nesse caso, tosse e respiracao abdominal podem ser observadas em animais na
fase de crescimento e terminacao. Clinicamente, a doenca pode ser confundida com
a pleuropneumonia causada por Actinobacillus pleuropneumoniae, porém

geralmente ndo ocorre morte subita.

A forma crbnica € a mais comum e se caracteriza por tosse ocasional,
comumente entre 10 a 16 semanas de idade. Os sinais sdo indistinguiveis daqueles
causados pela infeccao por Mycoplasma hyopneumoniae sendo que a P. multocida

representa uma continuagcao da exarcebacao da micoplasmose primaria.

As lesdes microscopicas sado similares a da maioria das pneumonias
bacterianas, com broncopneumonia, hiperplasia alveolar e presenca de muitos

neutréfilos com exudato mucupurulento no limen bronquial e espago alveolar.

O diagnostico é baseado no isolamento do agente ou na realizagao de testes
para demonstracdo da sua presenga ou seus antigenos, como sorologia e provas
moleculares (PIJOAN, 1999).
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2.2 CARACTERISTICAS DO AGENTE

A P. multocida pertence a familia Pasteurellaceae que engloba os géneros
Pasteurella, Actinobacillus, Haemophillus e diversos outros com maior ou menor
semelhanca fenotipica e genotipica (CHRISTENSEN; BISGAARD, 1997).

A familia Pasteurellaceae compreende cinco géneros: Actinobacillus,
Haemophilus, Manheimia, Pasteurella e Lonepinella. Esses géneros compartilham
varias caracteristicas, e alguns microorganismos tem sido reclassificados dentro
desses géneros apds estudos de hibridizacdo de acido desoxirribonucléico e
sequenciamento de RNAr 16S. Pasteurella aerogenes, P. trehalosi e P.
pneumotropica sdao mais estreitamente relacionadas aos membros do género
Actinobacillus do que a outras espécies de Pasteurella (MUTTERS et al., 1985).
Pasteurella trehalosi é agora usada para designar isolados de Pasteurella
haemolytica tipo T, enquanto isolados de Pasteurella hemolytica bibtipo A tem sido
distribuidas em novo género e renomeadas como Mannheimia haemolytica
(SNEATH E STEVENS, 1990; ANGEN et al., 1999).

O primeiro isolamento de uma bactéria do género Pasteurella ocorreu entre
1880 e 1881, sendo o nome Pasteurella, dado em homenagem a Louis Pasteur, que
em 1887 isolou o agente em casos de coélera aviaria de perus (MUTTERS et al.,
1989; HUNT et al., 2000).

A P. multocida é uma espécie heterogénea subdividida em trés subespécies
de acordo com os padrdes de fermentacao de carboidratos (MUTTERS et al., 1985).
A P. multocida subsp. multocida que inclui a maior parte das amostras que causam
infeccdo em humanos, bovinos, suinos, aves domeésticas e gatos, a P. multocida
subsp. septica tem sido isolada em felinos e aves silvestres e a P. multocida subsp.
gallicida tem sido descrita em aves e suinos (BLACKALL et al., 1997).

O agente é um cocobacilo ou bacilo curto com largura de 0,5 a 1 um e
comprimento variando de 1 a 2 um. Trata-se de uma bactéria Gram negativa,

anaerodbia facultativa, imével, ndo hemolitica, produtora de indol, catalase e oxidase
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positivas e urease negativa. Em esfregacos frescos corados pelas técnicas de
Giemsa ou Wrigth o organismo apresenta coloragéo bipolar (MUTTERS et al., 1989).

A espécie P. multocida apresenta cinco tipos capsulares, A, B, D, E e F. Além
da classificacdo baseada nos componentes capsulares as amostras de P. multocida
podem ser classificadas de acordo com os antigenos somaticos. Até o momento
foram identificados 16 sorotipos somaticos (PIJOAN, 1999).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

2.3.1 Toxinas

Algumas amostras de P. multocida sao capazes de produzir uma toxina
protéica de 145 kDa, também conhecida como toxina dermonecroética ou proteina
Tox A (LICHTENSTEIGER et al., 1996). A toxina & termolabil, dermonecrética em
cobaio e letal para camundongos quando administrada pela via intraperitoneal (DE
JONG, 1980; DE JONG, 1999).

A toxina produzida pela P. multocida tem a habilidade de alterar a
morfogénese de um tecido ou 6rgdo. Esta toxina estd diretamente envolvida nos
casos de rinite atréfica em suinos. Nestes casos este processo se da nos 0ssos
turbinados nasais. As alteracées nos 0ssos turbinados incluem um aumento no
namero de osteoclastos e uma progressiva degeneracdo dos osteoblastos
(PEDERSEN; ELLING, 1984). Estes tipos celulares juntos sao responsaveis pelo
processo de formacdo e remodelamento dos ossos. Os osteoblastos produzem as
camadas de tecido ésseo e controlam a atividade dos osteoclastos. Os osteoclastos
sdo responsaveis pela reabsorcdo do tecido Osseo, necessaria para o
remodelamento e crescimento dsseo. A toxina altera o equilibrio entre a producéo e
reabsorcédo de tecido 6sseo em favor da reabsorcdo. Como conseqiéncia 0 0SS0
desaparece e eventualmente é substituido por células mesenquimais proliferadas
(CHANTER, 1990).

Estudos com diferentes linhagens de cultivos celulares mostraram que a

toxina € um dos mais potentes fatores de crescimento conhecidos, sendo capaz
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sozinha de se ligar a célula, penetrar na mesma, alterar o metabolismo lipidico e

ativar mecanismos de crescimento e divisdo celular (CHANTER, 1990).

Nao foi possivel estabelecer a importancia da toxina na patogenia de
infecgbes pulmonares por P. multocida, embora alguns autores descrevam o
isolamento de amostras toxigénicas a partir de pulmdes de suinos. Amostras
toxigénicas de P. multocida também sdo descritas causando doenga em outras
espécies como coelhos, caprinos, ovinos, aves, e bovinos (PIJOAN et al., 1984;
IWAMATSU; SAWADA, 1988).

2.3.2 Proteinas externas de membrana (OMPs)

O interesse crescente nas OMPs é devido a suas propriedades
imunogénicas, o que faz destas proteinas candidatas potenciais a producao de
vacinas (LU et al.,, 1991). No entanto, algumas destas proteinas também atuam
diretamente como fatores de viruléncia (CHRISTENSEN; BISGAARD, 1997).

A necessidade de ferro e a capacidade de adquiri-lo in vivo tém sido descrita
em diversas espécies, sendo os sistemas de captacédo de ferro considerados fatores
de viruléncia (LEE et al., 1991). Proteinas externas de membrana de alto peso
molecular tém sido especuladas como possiveis responsaveis pela captacdo de
ferro em amostras de P. multocida, devido a sua expressao em meios de cultura
com quantidades limitadas de ferro (ZHAO et al., 1995). A producao de quelantes de
ferro de baixo peso molecular, semelhantes a sider6foros também tem sido cogitada
(HU et al., 1986).

As OMPs de P. multocida também podem estar envolvidas na adesdo a
células alvo. Uma proteina de 35 kDa presente na cépsula de uma amostra de
origem bovina do tipo A foi descrita como um possivel fator de adeséo. Anticorpos
especificos contra esta proteina inibiram significantemente a adesao das OMPs a
preparados de mucosa respiratéria (LUBKE et al., 1994).

Truscott e Hirsh (1988) observaram uma OMP com atividade antifagocitica

em uma amostra de P. multocida aviaria. Perus que receberam anticorpos
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especificos contra esta proteina de 50 kDa foram protegidos quando desafiados com

uma amostra virulenta de P. multocida.

2.3.3 Enzimas

Uma das enzimas mais estudadas em amostras de P. multocida é a
neuraminidase. Apesar de esta enzima ser descrita em diferentes espécies de
Pasteurella e outras espécies de bactérias, o papel desta enzima na viruléncia das
amostras permanece obscuro (RIMLER; RHOADES, 1989). Com base em diversas
investigacées descobriu-se que todos os tipos capsulares e somaticos de P.
multocida, com excec¢ao do tipo capsular F, produzem uma neuraminidase que difere
da produzida por outros microrganismos por apresentar alto peso molecular
(CHRISTENSEN; BISGAARD, 1997).

A neuraminidase atua removendo o acido sialico de glicoproteinas e
glicolipideos. Sugere-se que o efeito protetor de glicoproteinas salivares contra
eventuais patdgenos seja reduzido na presenca de moléculas de neuraminidase. O
mesmo efeito inibitorio tem sido descrito para glicoproteinas séricas (principalmente
transferrinas) de humanos, coelhos e bovinos (RIMLER; RHOADES, 1989). A
relevancia destes modelos para neuraminidase na patogenia da célera aviaria ou
nas infecgées em suinos permanece incerta (CHRISTENSEN; BISGAARD, 1997).

Outras enzimas tém sido descritas em amostras de P. multocida, mas sua
importancia na viruléncia do agente ndo € conhecida, dentre elas esta a
hialuronidase, a fosfatase alcalina, a esterase, a lipase, a leucina aminopeptidase, a
fosfatase acida, e a fosfohidrolase (CHRISTENSEN; BISGAARD, 1997).

2.3.4 Fimbrias

Fimbrias s&o apéndices bacterianos filamentosos de natureza protéica,
visiveis através de microscopia eletrénica. A maioria das fimbrias bacterianas
apresenta uma forte afinidade adesiva pela superficie de hemacias e outros tipos de
células de animais, plantas e fungos (DUGUID et al., 1966; BOROWISKI, 2001).
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O papel das fimbrias na viruléncia de diversas espécies € amplamente
documentado. O isolamento de amostras fimbriadas de P. multocida tipo A e tipo D
tem sido descritas por diferentes autores em aves, suinos e coelhos (GLORIOSO et
al., 1982; TRIGO; PIJOAN, 1988; PIFFER; CASTRO, 1993). No entanto, maiores
estudos sobre este tema tém sido dificultados pela influéncia de diferentes fatores
tais como temperatura de incubacao, repetidos sub-cultivos e meios de cultura
utilizados na expressao in vitro das fimbrias (GLORIOSO et al., 1982).

2.3.5 Capsula

A maioria das amostras de P. multocida possui uma capsula similar a
observada na superficie celular de varias espécies bacterianas. Esta capsula é
composta por polissacarideos polianidnicos altamente hidratados, os quais sao
ligados covalentemente a superficie celular por moléculas de lipidio A (ROBERTS,
1996). Polissacarideos sdao compostos por repeticoes de monossacarideos unidos
por ligacdes glicosidicas e formam um grupo muito diverso. Esta diversidade dos
polissacarideos capsulares é de significativa importancia na patogénese das
doencas sistémicas (MOXON; KROLL, 1990).

Mutantes acapsulares de uma série de microrganismos apresentam
viruléncia reduzida (BOYCE et al.,, 2000). A capsula de P. multocida tem sido
relacionada a viruléncia, pois amostras com capsula apresentam maior resisténcia a

fagocitose e ao efeito bactericida do complemento (SNIPES et al., 1986).

2.4 IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE P. MULTOCIDA

Desde o primeiro isolamento em 1881, a deteccdo, a identificacdo e a
caracterizagdo de P. multocida limitou-se a habilidade de cultivar e purificar o
microrganismo em laboratério. O agente purificado era entdo classificado de acordo
com suas caracteristicas fenotipicas, como morfologia, padrdao de fermentacdo de

carboidratos, e propriedades sorolégicas. No entanto, condicbes relativas ao cultivo
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do agente podem influenciar a expressao destes atributos diminuindo a estabilidade
e a repetitividade dos métodos fenotipicos usados para caracterizacdo das amostras
(MATSUMOTO; STRAIN, 1993).

Recentemente, a identificacdo e a caracterizacdo tém favorecido
analises que refletem uma das propriedades mais fundamentais de um organismo,
seu codigo genético. A caracterizacdo genotipica possui uma versatilidade que
ultrapassa as fronteiras da caracterizacao fenotipica por métodos tradicionais. A
analise do acido nucléico facilita a identificacdo e a rapida deteccdo de um
microrganismo, a determinacdo de sua posicdo taxon6mica e a investigacao de
relacdes genéticas intra-espécie. As diversas ferramentas de analise molecular tém
sido amplamente aplicadas na identificagdo e caracterizagdo de amostras de P.
multocida (HUNT et al., 2000).

2.4.1 Deteccao e identificacao através da PCR

A utilizacdo da PCR na caracterizagdo de amostras de P. multocida foi
descrita inicialmente em 1994 quando primers especificos para seqiéncia
codificadora da proteina ToxA ou toxina dermonecrética foram desenvolvidos por
Nagai et al. (1994). Subsequiientemente, outros testes baseados na PCR foram
descritos para deteccdo de amostras toxigénicas de P. multocida (KAMP et al.,
1996, LICHTENSTEIGER et al., 1996). Dentre as reacoes descritas, a desenvolvida
por Kamp et al. (1996) parece ser a mais sensivel e efetiva para analise em larga
escala de suabes nasais e de tonsila (HUNT et al., 2000).

Para identificacdo de amostras de P. multocida foram descritas até o
momento duas metodologias utilizando a PCR. Kasten et al. (1997), descrevem a
utilizacdo de primers construidos para amplificar o gene ps/ de P. multocida, que
codifica uma proteina similar a proteina P6 de Haemophilus influenzae e H.
parainfluenzae. Townsend et al. (1998) desenvolveram uma PCR baseada na
amplificacdo de uma sequéncia denominada KMT1 especifica para o agente e
identificada através de hibridizacao subtrativa.
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A partir da identificacdo de uma regidao no genoma bacteriano especifica para
amostras do tipo capsular B e posteriormente para o tipo A, foi possivel identificar
outras regides codificadoras de proteinas da capsula e desenvolver uma reagéao sob
a forma de Multiplex (M-PCR) capaz de diferenciar as amostras de P. multocida tipo
capsular A, B, D, E e F (TOWNSEND et al., 2001).
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3 OBJETIVOS

Caracterizar os isolados de P. multocida provenientes de suinos de acordo
com o tipo capsular, producao de toxina dermonecrética e os genes codificadores de
possiveis fatores de viruléncia, através da reacdo em cadeia pela polimerase.



25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bacterioldgico

Foram analisadas 123 amostras de Pasteurella multocida provenientes de
suinos e pertencentes a colecao do laboratério de Sanidade Suina — VPS - FMVZ-
USP. As cepas identificadas como P. multocida estocadas a -75° C foram semeadas
em caldo BHI e Agar sangue de carneiro, colénias isoladas foram utilizadas para
extracdo de DNA e realizacdo da PCR.

4.2 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DOS ISOLADOS

4.2.1 Extracao do DNA bacteriano

A extracdao do DNA bacteriano a partir das colbénias selecionadas foi realizada
segundo o método descrito por Boom et al.(1990) descrito a seguir:

A um microtubo de 1,5 ml contendo 200 ul de cultura bacteriana, foi
adicionado 1 ml do tampao de lise (Tiocianato de Guanidina 120gr, Triton 100X 1ml,
Tris-HCI 0,1 M [pH 6,4] 111,2 ml, EDTA 0,5M 8,8 ml ) e 40 ul da suspensao
carreadora (1gr Terra diatomacea, HCI 50 ul e 5 ml agua ultrapura). O microtubo foi
agitado por 1 minuto e deixado sobre a bancada por 10 minutos. Passado este
periodo o microtubo foi centrifugado por 90 segundos a 10.000 g. O sobrenadante
obtido foi descartado e ao pélete formado foi adicionado 1 ml do tampé&o de lavagem
(Tiocianato de Guanidina 120gr, Tris-HCI 0,1 M [pH 6,4] 100ml). O microtubo foi
entdo agitado por 30 segundos e centrifugado por 90 segundos, 0 sobrenadante
obtido foi descartado e o pélete novamente submetido a este procedimento. O pélete
obtido apds esta etapa foi submetido a duas lavagens com etanol (70%) e uma
lavagem com acetona. Os microtubos contendo o pélete tratado com acetona foram
mantidos em estufa a 37° C por 20 minutos. Apds a completa secagem do pélete foi
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adicionado 100ul de tampao de eluicao (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA [pH 8,0]) ao
microtubo, este foi agitado por 1 minuto e mantido a 56 °C por 10 minutos. Passado
este tempo o microtubo foi centrifugado por 5 minutos a 10.000g, o sobrenadante
contendo o DNA foi armazenado em tubos limpos e numerados. As amostras de

DNA foram mantidas a —20° C até sua utilizagéo.

4.2.2 Amplificacao do DNA

A PCR para deteccao dos diferentes genes selecionados foi realizada em
microplacas de 96 cavidades. Para tanto uma aliquota de 5 ul de DNA de cada cepa
foi adicionada na cavidade correspondente, seguindo o desenho pré determinado
para cada ensaio. Para cada grupo de genes foi utilizada uma microplaca de PCR
contendo até 92 amostras de DNA das cepas testadas e 2 controles positivos (DNA

bacteriano) e 2 controles negativos (agua milliQ®).

A mistura para PCR continha 1.5 mM de MgCl,, 10 pmoles dos primers
especificos para cada gene pesquisado (quadros 1 e 2), 1.0 U de Taqg DNA

polimerase, 1X tampao de PCR e agua até o volume final de 50 pl .
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Sorogrupo |Gene |Nome Sequencia (5-3') Anzggc):on
KMT1T7 ATCCGCTATTTACCCAGTGG
Todos KMTH1 460
KMT1SP6 GCTGTAAACGAACTCGCCAC
A HyaD- |CAPA-FWD |TGCCAAAATCGCAGTCAG 1 044
hyaC |CAPA-REV |TTGCCATCATTGTCAGTG '
CAPB-FWD |CATTTATCCAAGCTCCACC
B BcbD 760
CAPB-VER GCCCGAGAGTTTCAATCC
CAPD-FWD | TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
D DcbF 657
CAPD-VER |CATCTACCCACTCAACCATATCAG
CAPE-FWD | TCCGCAGAAAATTATTGACTC
E EcbJ 511
CAPE-VER GCTTGCTGCTTGATTTTGTC
F (obD CAPF-FWD | AATCGGAGAACGCAGAAATCAG 851
C
CAPF-VER TTCCGCCGTCAATTACTCTG

Townsend et al. (1998)

Quadro 1 - Sequéncia de primers utilizados na Multiplex PCR para tipagem capsular de P. multocida

(Continua)
Primer Seqiiéncia do primer (5'-3") Gene Referencia

P6 s TCTGGATCCATGAAAAAACTAACTAAAGTA psl | Kasten et al. (1997)
P6 as AAGGATCCTTAGTATGTCAACACAGGACGACG
Pm1A GGTCAGATGATGCTACATACTCC
Pm1B CCAAACAGGGTTATATTCTGGAC toxA | Kamp et al. 1996
Pm3A CAAGTCTTAACTCCTCCACAAGG P ’
Pm3B GGGCTTACTGAATCACAAGAGCC
OmpH s CGCGTATGAAGGTTAGGT

H |E t al, (2006
OmpH as TTTAGATTGTGCGTAGTCAAC ompH | Ewers et al, (2006)
Oma87s ATGAAAAAACTTTTAATTGCGAGC oma87 | Ewers et al, (2006)
Oma87-1 as TGACTTGCGCAGTTGCATAAC
F!m4 s TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC ptfA | Doughty et al. (2000)
Fim4 as TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCTGCTGG
TbPA s TTGGTTGGAAACCGTAAAAGC thPA | Ewers et al, (2006)
TbPA as TAACGTGTACGCAAAAGCCC
TbPA1 as TGCGACAACGGAAATTTCCTC tbpA Ogunnariwo et al,
TbPA1 s CGACAGTGCATATAACTTGTTTACTA (2001)
NanB1 s GTCCTATAAAGTGACGCCGA

B |E t al, (2006
NanB1 as ACAGCAAAGGAAGACTGTCC nanf | Ewers et al, (2006)
NanH1 s GAATATTTGGGCGGCAACA nanH | Ewers et al, (2006)
NanH1 as TTCTCGCCCTGTCATCACT

Quadro 2 - Sequéncia dos primers dos genes de viruléncia que foram pesquisados
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(Conclusao)
Primer Sequéncia do primer (5'-3") Gene | Referencia
ExbB s GGTGGTGATATTGATGCGGC exbBD
E t al, (2006
TonB as GCATCATGCGTGCACGGTT tong | EWers etal, (2006)
SodAs TACCAGAATTAGGCTACGC sodA | Ewers et al, (2006)
SodA as GAAACGGGTTGCTGCCGCT '
SodC s AGTTAGTAGCGGGGTTGGCA sodC Lainson et al. (1996)
SodC as TGGTGCGGGTGATCATCATG e Ewers et al, (2006)
Pfthal s AGCTGATCAAGTGGTGAAC pfhA | Ewers et al, (2006)
Pfhal as TGGTACATTGGTGAATGCTG '
HgbA's TGGCGGATAGTCATCAAG
hghA | Ewers et al, (2006
| HgbA as CCAAAGAACCACTACCCA J ( )
|HgbB s ACCGCGTTGGAATTATGATTG habB | Ewers et al. (2006
'HgbB as CATTGAGTACGGCTTGACAT g " :( )
Quadro 2 - Seqiiéncia dos primers dos genes de viruléncia que foram pesquisados

4.3 DETECCAO DO PRODUTO DE AMPLIFICACAO (AMPLICON)

A deteccao dos produtos de amplificacdo (10ul produto e 1 pl do

corante Blue Green- LGC Biotecnologia) foi realizada através da eletroforese em gel
de agarose 1,5%, utilizando-se tampao TAE (0,04 M tris-acetato [pH 8,5], 0,002 M

de EDTA). Apés a corrida o gel foi fotografado através do Sistema “Image Master”

(GE Healthcare). Os fragmentos foram identificados com base na utilizacdo do

marcador de pares de bases 100 bp DNA Ladder (LGC biotecnologia).
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5 RESULTADOS

Foi realizada a padronizacdo da PCR para deteccdo de Pasteurella
multocida, determinacao do tipo capsular (Figura 1), e deteccdo do gene codificador
da toxina dermonecrotica (Figura 2).

1044 pb - Cépsula A >

657 pb- CapsulaD ——» e

490 pb - P. multocida _— [ S B8

Figura 1 - Primers descritos por Townsend et al. (2001) - Coluna 1- Amostra de P. multfocida tipo D,
Coluna 2- P. multocida tipo A, Coluna 3- P. multocida tipo D toxigénica e Coluna 4-
marcador de pares de base 100 bp

Figura 2 - Linha A (primers descritos por Kamp et al, 1996) - Coluna 1 — Amostra padrao positivo -
concentracdo inicial, Coluna 2-diluicdo 1 X 10", Coluna 3 -1 X 10, Coluna 4- 1 X 103,
Coluna 5- 1 X 10™, Coluna 6- 1 X 10®°, Coluna 7 a 11- 10®a 107, coluna 12 amostra
negativa; coluna 13 marcador de peso molecular 100 bp
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As 123 amostras foram confirmadas como P. multocida através da PCR para
género e espécie e em seguida classificadas quanto ao tipo capsular. Apds esta
caracterizacao inicial foi realizada a pesquisa do gene codificador da toxina
dermonecrética e dos possiveis fatores de viruléncia descritos até o momento para

este agente.

Em relacdo ao tipo capsular, foram caracterizadas 97 amostras pertencentes
ao sorotipo capsular A e 26 pertencentes ao sorotipo capsular D. Todas as 123
amostras foram negativas para presenca do gene codificador de toxina
dermonecrdtica através da PCR.

Foram avaliados 14 genes codificadores de possiveis fatores de viruléncia,
sendo o resultado apresentado na tabela 1:

Tabela 1- Frequéncia dos genes de viruléncia em cepas de P. multocida isoladas

de suinos

Gene Fator codificado N° pos. % positivos
nanB Gene relacionado a colonizacao 115 93,5
PSL Porina 114 92,7
oma87 Proteina externa de membrana 113 91,9
nanH Neuraminidase 113 91,9
SodA Superoxido desmutase 108 87,8
hghA Proteinas ligadoras de hemoglobina 107 87,0
ompH Porina 103 83,7
sodC Superoxido desmutase 102 82,9
PtfA Sub-unidade de fimbria tipo 4 98 79,7
exbBD Transporte de proteinas ligadoras de 98 79,7
tonB transferrina

hgbB Proteinas ligadoras de hemoglobina 90 73,2
pfhA Hemaglutinina filamentosa 18 14,6
tbpA Proteina ligadora de transferrina 6 4,9
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6 DISCUSSAO

A infeccao por P. multocida € uma importante causa de prejuizos na
suinocultura do Brasil e do mundo. Estes prejuizos estdo relacionados a
mortalidade, ao retardo no crescimento e ganho de peso, as condenacdes de
carcagas em abatedouros e a gastos com medicamentos, vacinas e assisténcia
veterinaria (MORENO, 2002).

O presente estudo propds a caracterizagdo através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) de 123 amostras de P. multocida subsp. multocida isoladas de
suinos provenientes da bacterioteca do laboratério e Sanidade Suina e Virologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Os
resultados obtidos a partir desta caracterizagdo serdo discutidos a seguir.

Das 123 amostras avaliadas, 97 apresentaram o tipo capsular A (78,8%) e 26
amostras apresentaram o tipo capsular D (21%), este dado é similar ao observado
por Pijoan (1998) que descreve uma freqiéncia maior de isolados tipo capsular A,
de 62,5% e de 37,5% para o tipo capsular D.

No presente estudo ndo foram observadas cepas positivas para toxina
dermonecrética. Nos ultimos anos a freqiéncia de isolamento de P. multocida
toxigénica tém se reduzido em diferentes paises, provavelmente pelo uso intensivo
de antimicrobianos e vacinas contra rinite atréfica contendo a toxoide da toxina

dermonecrética nas criagdes de suinos comerciais.

Pullinger et al. (2004) descrevem ainda, que o gene codificador da toxina
dermonecrética produzida pela Pasteurella multocida na verdade nao seria
proveniente do cromossomo bacteriano, mas sim de um bacteriéfago lisogénico que
infecta o agente. A perda deste bacteriéfago durante os repiques poderia ser
também um fator que vem reduzindo a deteccao do gene codificador desta toxina
em cepas de P. multocida.

Os genes codificadores de diferentes fatores de viruléncia ou colonizacéo
pesquisados estiveram presentes nas amostras testadas, sendo detectados em

maiores ou menores freqiéncias. Nenhum dos genes pesquisados esteve presente
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em 100% dos isolados como descrito em alguns fatores por Ewers et al. (2006).
Estes autores descreveram alguns dos primers usados neste estudo para deteccao
dos genes codificadores destas proteinas e pesquisaram sua presenca em 259
isolados provenientes de diferentes espécies animais, entre elas bovinos, bufalos,

pequenos ruminantes, suinos, aves, coelhos, caes, gatos e outros.

Tang et al. (2009), descrevem a caracterizacdo de 233 isolados de P.
multocida provenientes de suinos através da pesquisa de um conjunto de 18 genes
codificadores de fatores de viruléncia, sendo nove abordados no presente estudo e
nove nao pesquisados.

No quadro 3 sdo comparados os resultados obtidos por Ewers et al. (2006) e

Tang et al. (2009) e os obtidos no presente estudo.

% positivos
Gene Presente Ewersetal, | Tang et al,

estudo 2006 2009
nanB 93,5 100 81,5
PSL 92,7 100 NT
Oma87 91,9 100 94,4
nanH 91,9 98,1 97
S0dA 87,8 100 NT
hghA 87,0 98,1 96,6
ompH 83,7 100 93,1
sodC 82,9 100 NT
ptfA 79,7 100 93,6
exbBD tonB 79,7 100 97,9
hgbB 73,2 86,5 NT
pfhA 14,6 21,2 15
tbpA 49 0 0

Quadro 3 - Freqléncia de genes codificadores de fatores de viruléncia de P.
multocida no presente estudo em comparagao aos resultados descritos
por Ewers et al (2006) e Tang et al (2009).

Em relacdo aos achados descritos por Ewers et al. (2006) em 52 amostras
provenientes de suinos e Tang et al. (2009) verificaram-se algumas diferencas que

se referem principalmente a menor % de isolados positivos para alguns genes. No
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entanto, nos trés estudos verifica-se uma menor freqiéncia do gene codificador da
hemaglutinina filamentosa (pfhA) em relacao aos outros fatores. No presente estudo
foi observada uma frequiéncia superior do gene tbpA, que codifica a proteina

ligadora de transferrina.

Este dltimo fator (proteina ligadora de transferrina) tem sido associado a
cepas isoladas de pequenos e grandes ruminantes, sugerindo que pode estar
havendo transmissdo de cepas de P. multocida entre suinos, bovinos e pequenos

ruminantes em nosso pais.

De modo geral estes fatores de viruléncia descritos em P. multocida facilitam
a colonizacédo, e invasdao do organismo hospedeiro, a fuga ou desorganizacdo da
resposta imune, a lesdo tecidual e/ou estimulacdo da resposta inflamatéria a
infeccdo. Muitos dos fatores conhecidos tém sido relacionados a espécie animal, ao
sorotipo capsular ou ao quadro clinico causado, como é o0 caso da toxina

dermonecroética e a rinite atrofica dos suinos.

O presente estudo é o primeiro no Brasil a caracterizar cepas de P. multocida
provenientes de suinos quanto a presenga dos genes nanB, psl, oma87, nanH,
sodA, hghA, ompH, sodC, ptfA, exbBD tonB, hgbB, pfhA e tbpA.

Esta linha de pesquisa serd continuada através da inclusdo de um numero

maior de isolados e pesquisa de novos fatores de viruléncia recentemente descritos.
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7 CONCLUSAO
Com base nos resultados, conclui-se:

As amostras foram caracterizadas como tipo capsular A (78,8 %) e tipo
capsular D (21%), similar ao encontrado por Pijoan (1998).

N&ao foram encontradas cepas contendo a toxina dermonecrotica.

Os genes codificadores de diferentes fatores de viruléncia estiveram
presentes nas amostras testadas, sendo detectados em maiores ou menores

frequéncias porém nenhum fator chegou a estar presente em 100% das amostras.
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