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AVALIACAO DA VIRULENCIA EM CAMUNDONGO, DE AMOSTRAS DE
Pasteurella multocida ISOLADAS DE SUINOS!
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RESUMO - Foi analisada a viruléncia de 13 amostras de Pasteurella muliacida isoladas de pulmdes de suinos com
pcumonia e pleurite e 11 de pulmdes de suinos provenientes de frigorificos. As bactérias foram cultivadas em meio
BHI por 18 horas a 37° C e realizada a titulagdo (UFC/ m}) por semeadura de dilui¢des decimais em dgar sangue.
Diluigdes a partir de 107 até 10" (contendo de } a 8,3 x 10" UFC) foram inoculadas por via intraperitoneal em
camundongos e observado o numero de mortes em cada diluicdo por um periodo de sete dias. Cada amostra
inoculada foi reisolada de pelo menos dois camundongos. A DL50 foi calculada pelo método de Spearmann Karber
¢ determinado o nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) capaz de matar 50% dos camundongos (DL50).
Ocorreu grande diferenga entre as amostras estudadas quanto as DL50, com titulos entre < 1 até 10 "2 UFC. Nao foi
observada diferenga de viruléncia entre as amostras isoladas de casos clinicos ¢ de pulmdes de frigorificos.

Palavras-chave: patologia suina, pneumonia, pleurite.
MICE VIRULENCE ASSAY OF Pasteurella multocida STRAINS ISOLATED FROM PIGS

ABSTRACT - Virulence of 24 strains of Pastenrella multocida, 13 isolated from pleuritic and pneumonic pig lungs,
and 11 from pig lungs obtained from abbatoirs was studied. P. multocida was cultured in BHI medium incubated at
37° C for 18 h and the number of colony forming units (CFU/ml) determined by inoculation of decimal dilutions on
blood agar plates. Dilutions from 10~10 10" (8,3 x 10"* to 1 CFU) were inoculated intraperitonially in mice and the
number of deaths for each dilution determined over a 7-day period. Each inoculated strain was recovered from at
least two mice. LD50 were determined by the Spearmann- Kdrber method. It was observed a wide variation in LDS50,
ranging from <1 to 10'** CFU. There was no difference in virulence among strains from clinical cases or from
abbatoir lungs.

Key words: swine pathology, pneumonia, pleuritis.

. primdrio, necessitando da interagdo com outros

INTRODUCAO agentes (como adenovirus, virus da peste suina

classica e da sindrome reprodutiva e respiratéria

Em suinos. Pasteurella muliocida é um  gos suinos, Mycoplasma hyopneumoniae ¢ virus
habitante normal da cavidade nasal e um dos agentes  da doenca de Aujeszky) para produzir pneumonia.
etiolégicos da rinite atréfica (DE JONG etal., 1984).  Eqtretanto, o isolamento de P. multocida, a partir
A importancia do agente como causa priméria de  d¢ JesGes pneumdnicas de suinos abatidos em
pneumonia nessa espécic animal tem sido bastante  frigorificos, comprova a importancia do agente na
* discutida. Segundo PIJOAN e FUENTES (1987),  patologia pulmonar, ¢ ZHAO et al. (1992) referem-
o0 microorganismo € incapaz de agir como patogeno  s¢ 3 pneumonia por Pasteurella como sendo aquela
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que causa os maiores prejuizos econémicos a
inddstria suina. Especificamente de casos de
pleurite, tém sido isoladas cepas com caracteristicas
peculiares que possibilitaram a sua denominagio
generica como “cepas de P. multocida pleuriticas™.
Foram publicados poucos estudos sobre as mesmas,

-mas hé sugestdes de que apresentem estruturas
tnicas de viruléncia (RANGEL e AGUADE, 1992).
A possivel diversidade existente entre estas e outras
amostras de P. multocida poderia explicar
diferengas de tropismo, seja causando rinite,
pneumonia e pleurite em suinos, e também de
viruléncia.

Existem poucas informagdes na literatura
sobre variagfes de patogenicidade para suinos ¢
outros animais entre sorotipos de P. multocida e
também quanto a influéncia de seus fatores de
viruléncia na gravidade de problemas respiratérios
e/ou mortalidade. Em estudos para avaliar a
viruléncia de P. multocida, diferentes espécies
animais tém sido utilizadas, tais como camundongo,
galinha, peru, coelho e pombo (CURTIS et al., 1980).
A viruléncia tem sido avaliada com base na
mortalidade de animais experimentalmente
inoculados por um periodo de até 14 dias, variando
titulos infecciosos e vias de administragio, A
patogenicidade de amostras de P. multocida
isoladas de aves e a relagdo entre viruléncia ¢
morfologia bacteriana ou colonial foi analisada por
CURTIS et al. (1980). Nesse experimento, foram
usadas 100 amostras isoladas de aves para inocular
100 camundongos, 54 galinhas e 9 perus. A
morfologia colonial e celular foi examinada ap6s a
inoculagdo nos camundongos. Foi observada
consideravel variagdo na viruléncia com relacdo ao
hospedeiro utilizado, porém ndo houve correlagio
entre as morfologias celular ¢ colonial com
viruléncia. OKERMAN et al. (1979), ao estudarem
a patogenicidade de amostras de P multocida
isoladas de coelhos, inoculadas por via subcuténea
em camundongos, observaram grande diferenga na
DL50. As amostras que foram iscladas de casos
de septicemia foram mais virulentas do que as que
determinaram, unicamente, lesdes localizadas no
sistema respiratério. DIALLO et al. (1995)
estudaram 45 amostras de P mudtocida isoladas
de casos de colera aviaria. Nesse estudo tentaram
correlacionar a presenga de plasmidios com a
resisténcia a antimicrobianos e 'a viruléncia para
camundongo. As amostras virulentas ocasionaram
a morte dos camundongos em 10 a 24 horas apds a
inoctlagio. Observaram que mais da metade das
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amostras tinham plasmidios pequenos (de 1,3 Kbp
a 7,5 Kbp) e que houve correlagéio negativa entre a
presenga dos mesmos e a viruléncia para
camundongos.

A viruléncia de isolados de P. multocida de
suinos foi determinada pela inoculagio de
camundongos, observando-se diferengas entre
sorotipos (CHANDRASEKARAN e YEAP, 1982).
Foram usadas 20 amostras de P, multocida isoladas
de suinos na Malasia, com variadas doengas €
patologias, como peste suina classica, septicemia e
broncopneumonia. A classificagdo quanto ao tipo
capsular indicou que 20% pertenciam ao tipo A,
35% ao tipo B e 45% ao tipo D. As amostras
pertencentes ao tipo B foram altamente virulentas,
as do tipo A moderadamente virulentas e as do tipo
D as de menor viruléncia. Das 2 amostras isoladas
de casos de broncopneumonia, uma foi do tipo
capsular'A e a outra do tipo D. Nio houve
correlagdo entre a viruléncia para camundongo, as
caracteristicas coloniais ou de origem (6rgéo) a partir
do qual foi isolada, mas houve entre viruléncia e o
sorotipo. Ndo foram encontradas, na literatura,
referéncias sobre a avaliagdo experimental da
viruléncia de amostras pleurotrépicas de P.
multocida de origem suina. '

O objetivo do presente trabalho foi verificar
se havia diferenca de viruléncia em camundongo,
entre amostras isoladas de pleuras e pulmdes de
suinos com caracteristicas de pleurite e/ou
pneumonia, através da determinagdo da DL50 em
camundongo. '

MATERIAL E METODOS

Ameostras

Foram utilizadas 24 amostras de P. multocida.
Onze foram isoladas de pulmdes de suinos abatidos
em quatro frigorificos do Estado do Rio Grande do
Sul, identificadas como PI5, PI23, PI21, P17, FII 14,
PIII47, PII8, PIII19, FII9, PIII43, CI12 (STEPAN,
1995). Outras 13 foram obtidas de materiais de rotina
de diagndstico no Centro de Pesquisa Veterinaria
Desidério Finamor/ FEPAGRO, Eldorado do Sul,
Rio Grande do Sui, de leitdes com pneumonia efou
pleurite (identificadas como 76, 305, Ca, Ta, 710,
Fr, 1/95, 1265, 1133, 903, 1628, 1363 ¢ 1621). As
amostras foram semeadas em meios de agar-sangue
¢ Mac Conkey e a partir dai classificadas
bioquimicamente de acordo com COWAN (1975)
e tipadas com base nos antigenos capsulares A e
D, como descrito por CARTER ¢ SUBRONTO
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(1973) e CARTER ¢ RUNDELL (1975). Os clones
obtidos foram multiplicados em meio infuso cérebro
e coragdo (BHI) adicionado de 5% de soro equino
e mantidos liofilizados até o uso para as diferentes
provas de classificagdo. Como controle nos testes
de tipagem, foi utilizada uma cepa padrdo de P
multocida toxigénica tipo capsular D (obtida da
American Type Culture Collection, ATCC) ¢
amostras dos tipos capsulares A ¢ D (originadas
do Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves,
EMBRAPA, Concoérdia, SC).

Determinagiio da viruléncia em camundongo

As amostras foram cultivadas em meio BHI
e incubadas por 18 horas a 37°C. Cada cultivo foi
diluido na base 10 (até 10"'?) ¢ foi realizada a
contagem total em placa, das unidades formadoras
de colbnia das diluigdes 107, 104 e 10, utilizando-
se trés placas de dgar-sangue para cada diluigéo.
Nio sendo possivel a contagem a partir dessas
diluigbes em fungdo do nimero excessivo de
colonias, a técnica cra repetida ¢ a contagem
realizada com diluigOes maiores. Paralclamente, scis
camundongos Webster de 21 dias foram inoculados
com 0,5 ml de cada uma das diluigdes a partir de
107 até 10" por via intraperitonial ¢, de acordo
com CHANDRASEKARAN e YEAP (1982), foi
observada a ocorréncia de morte nos mesmos por
um periodo de sete dias. A DL50 foi calculada
pelo método de Spearmann Kirber (KARBER,
1975). Foi utilizado, também, um grupo de
camundongos com ¢ mesmo peso ¢ idade como
controle negativo, inoculados com 0,5 ml de PBS
(salina fosfatada tamponada), pela mesma via.

Foi feito o cultivo do figado, de pelo menos
dois camundongos mortos apds a inoculagio de cada
cepa estudada, para recuperar a amostra de P
multocida inoculada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas fenotipicas

Em cultivos de 18 horas, as colonias isoladas
apresentavam-se grandes (com até 1,8 mm de
diametro), translicidas ¢ com maior ou menor
aspecto mucdide, tendendo a se tornar confluentes.
N&o mostraram hemélise em placa de dgar-sangue
e nfio cresceram em agar Mac Conkey. As reacdes
bioquimicas foram as caracteristicas da espécie.

Tipificagio das amostras
Das 24 amostras, 23 foram classificadas como

tipo capsular A ¢ uma como tipo D (amostra 1/95).
Esses resultados foram similares aos encontrados
por outros autores (PIJOAN et al., 1983;
IWAMATSU ¢ SAWADA. 1988; AWAD-
MASALMERH et al., 1994), que reforgam a
afirmagdo de RUTTER (1983), PIJOAN (1992) e
ZHAO et al. (1992) de quc as cepas de P
multocida tipo A s3o mais importantes no processo
pneuménico do que as do tipo D. Acredita-sc que a
razdio pela qual as cepas do tipo A sio encontradas
como maijor freqiiéncia no pulmio estaria
relacionada com a presenga de capsula de Acido
hialurdnico, o que dificultaria a fagocitosc pelos
macréfagos alveolares (PIJOAN, 1992),

Determinagio da viruléncia em camundongo

Os valores da DL 50 constam na Tabela 1,
observando-se grande diferenga entre elas, variando
de < i até 1012 UFC. A amostra mais patogénica
foi a 710, isolada de caso clinico, € a menos
patogénica foi aF1I14, isolada de¢ pulmdes coletados
em frigorificos.

Na Tabela 2, sdo apresentados os dados de
viruléncia comparativa entre amostras isoladas de
casos clinicos e aquelas de materiais de frigorificos.
Com o nimero de amostras utilizadas, nio foi
possivel afirmar serem as isoladas de casos clinicos
mais virulentas do que as isoladas a partir de pulmdes
de frigorificos. No estudo de algumas amostras
(indicadas como “ND” na Tabela 2) todos os
camundongos morreram, nao sendo possivel
determinar com precis@o as unidades formadoras
de coldnia que seriam necessarias para matar 50%
dos camundongos.

Diferengas na viruléncia entre amostras de
P. multocida tém sido descritas por outros autores.
CHANDRASEKARAN ¢ YEAP (1982) ao
estudarem amostras isoladas de suinos observaram
quc aquelas pertencentes ao sorotipo B foram
altamente virulentas, as do tipo A moderadamente
e as do tipo D as menos virulentas. Em coelhos,
OKERMAN et al. (1979) observaram grande
diferenga na DL50 com a inoculagio subcutinea.
As amostras que haviam causado septicemia foram
mais virulentas (DL50 < 10*) do que as que
determinaram apenas lesdes localizadas no sistema
respiratorio (DLS0 > 108),

Varios autores tém estudado a relagio entre
a viruléncia ¢ a presenga ou ndo de determinadas
estruturas na célula bacteriana (CURTIS et al.,
1980). Ja foi comprovada a associagdo entre a
presenga de capsula e a viruléncia de cepas de P
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. multocida por diversos modelos experimentais (DE
‘KRUIF, 1921; HEDDLESTON et al., 1964).
Entretanto, outros autores nio conﬁrmaram essa
correlagdo (CURTIS et al., 1980). Esses autores
nio encontraram relagdo entre viruléncia e
morfologia colonial ou bacteriana, concluindo que a
capsula nfio é um indicativo de viruléncia. Salientam
ainda que a natureza da viruléncia da P. multocida
¢ obscura, mas que a auséncta de viruléncia para
camundongo de pelo menos uma amostra pode ter
sido causada pela perda de um plasmidio.
Entretanto, DIALLO et al. (1995) observaram
correlagdo negativa entre a presenga de plasmidios
em amostras de P multocida isoladas de cdlera
aviaria ¢ a viruléncia em camundongo. -

TABELA1- Valores da DL 50 nas amostras de P.
== mnuliocida estudadas

AMOSTRA  ORIGEM* ~ DL50
76 cC 10%7
Ta cC 1058 -
Fr cC <1051

710 CcC <1
Ca CC 101
Pii8 FRI 1078
cn2 FRI 1027
=[] FRI 1058
Pi1g FRI 102
1/95 : CcC <1024
805 CC 1008
1265 cc <1032
P43 FRI 1048
P21 FRI <10%6
Pli47 FRI 1088
803 cC ND
1133 CcC 1084
P23 FRI - 10%
Fil14 FRI 1002
1621 CC <1038
1363 CcC <1075 |
P15 FRI 1080
1628 CcC <1044
PI7 FRI 108

* CC: casos clinicos; FRI: frigorifico
ND = nao determinado
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TABELA 2- Distribuigfio dos valores das DL 50 entre
as amostras de P. multocida isoladas de
casos clinicos e de frigorificos

DL50 % DE AMOSTRAS NA CATEGORIA
Casos Clinicos  Frigorificos

<103 30,80 18,20
10*a 108 15,30 27,30
108'a10® 7.70 36,30
10812 10" 00 910
ND 46,20 910
TOTAL 100,00 100,00

ND= Nio determinado

Seriam necessarios estudos adicionais para
determinar a presenca de determinadas estruturas
e/ou fatores que poderiam explicar as diferencas
observadas na DL50 em camundongo, tais como a
produgdo de toxinas, varia¢Ges no perfil molecular
e a presenga ou nédo de fimbrias ou outras adesinas
nas cepas de P multocida. Resultados preliminares
de estudos em andamento no nosso laboratéric (nio
publicados) indicam ndc haver relagdo entre a
produgdo de toxinas por algumas cepas e a sua
viruléncia em camundongo, bem como com as
diferencas obtidas por padrdes de polimorfismo
molecular determinado através da andlise do
comprimento de fragmentos, produzidos por
enzimas de restricio (RFLP) do gene codificador
de uma proteina da membrana externa (OmpH)
amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho
indicaram haver grande diferenga nas DL.50 de P,
multocida entre as amostras estudadas, variando
de < 1 até 10 '*2UFC. No foi observada diferenga
de viruléncia entre as amostras isoladas de casos
clinicos e de pulmdes de frigorificos.
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