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ABSTRACT.- Borowski S.M., Ikuta N., Lunge V., Fonseca A., Marques E. & Cardoso M. 2002. 
[Antigenic and phenotypic characterization of Pasteurella multocida strains isolated from 
the Iungs of pigs with pneumonia and/or pleuritic lesions.] Caracterização antigênica e 
fenotípica de cepas de Pasteurella multocida isoladas de pulmões de suínos com pneumonia e/ou 
pleurite. Pesquisa Veterinária Brasileira 22(3):97-103. Centro de Pesquisas Veterinárias Desidério 
Finamor (CPVDF/Fepagro), Estrada do Conde 6000, Eldorado do Sul, RS 90001-970, Brazil. E­
mail: sbrki@zaz.com.br 

The antigenic and phenotypic variation among 22 strains of Pasteurella multocida isolated 
from pig lungs with pneumonia and/or pleuritic lesions was studied. Phenotypic tests consisted 
of biochemical assays and antimicrobial sensitivity tests. Ali isolates fermented mannitol and 
sorbitol, but none fermented arabinose. Fourteen fermented xylose, 4 trehalose, 2 dulcitol 
and 1 maltose. Analyzing these characteristics, 5 different biochemical groups were revealed. 
There was a wide variation in the results of antimicrobial sensitivity testing to 9 products, 
with 50% of isolates showing sensitivity at Ieast to 7. No antimicrobial agent was able to 
inhibit ali strains. The highest efficiency (72% sensitivity) was observed with amoxycillin (30 
mg). Spectinomycin (100 mg) presented the lowest efficiency, 45.5%. Antigenic characterization 
consisted in capsular serotyping and assessment ofvariability of an outer membrane protein 
gene (ompH), using polymerase chain reaction (PCR) and digestion with 5 endonuclease enzymes 
(restriction fragment Iength polymorphism, RFLP). Out of 22 strains, 21 were classified as 
capsular type A and one as type D. Characterization of ompH revealed 7 different patterns. 
They corresponded well to previously established biochemical groups. 

INDEX TERMS: Pasteurella multocida, pigs, pneumonia, pleuritis. 

RESUMO.- Foi analisada a variabilidade antigênica e fenotípica 
de 22 cepas de Pasteurella multocida isoladas de pulmões de 
mínos com pneumonia e/ou pleurite. Os testes fenotípicos 
foram realizados pela determinação de características bio­
químicas e sensibilidade a agentes antimicrobianos. Todos 
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os isolados fermentaram manitol e sorbitol, mas nenhum 
arabinose; 14 foram capazes de metabolizar xilose, quatro 
trealose, dois dulcitol e um maltose. A análise destas carac­
terísticas permitiu agrupar os isolados em 5 padrões 
bioquímicos distintos. Quanto à sensibilidade a nove agen­
tes antimicrobianos, verificou-se grande variação, com ape­
nas 50% dos isolados sensíveis a pelo menos sete dos nove 
antibióticos testados. Nenhum princípio ativo foi capaz de 
inibir todos os isolados. A melhor eficiência foi observada 
com a amoxicilina (30 mg); 72,7% dos isolados se mostraram 
sensíveis. A menor eficiência foi demonstrada pela espectino­
micina (100 mg) com 45,5%. A caracterização antigênica con­
sistiu na sorotipagem capsular e determinação de variabili­
dade do gene de proteína de membrana externa (ompH) pela 
reação em cadeia da polimerase (PCR) e digestão com cinco 
enzimas de restrição. Das 22 cepas, 21 foram compatíveis 
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com sorotipo capsular A e uma com D. A caracterização do 
gene ompH agrupou os isolados em sete padrões distintos 
que apresentaram boa correlação com os testes bioquímicos. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Pasteurella multocida, suínos, pneumonia, 
pleurite. 

Classificação CNPq: 5.05.02.00-0 Medicina Veterinária Preventiva. 

INTRODUÇÃO 

A Pasteurella multocida é um microorganismo que faz parte da 
flora comensal do trato respiratório superior dos suínos. Al­
gumas cepas estão relacionadas com a rinite atrófica pro­
gressiva e outras com pleurites e pneumonias. Estas patolo­
gias são altamente contagiosas e de grande relevância eco­
nômica na suinocultura moderna (Pijoan 1992, Sobestiansky 
et ai. 1999). 

Vários métodos têm sido desenvolvidos para diferenciar 
cepas relacionadas com patologias do trato respiratório. Os 
mais utilizados se baseiam na sorotipagem de antígenos 
capsulares e somáticos, produção de toxina dermonecrótica, 
características bioquímicas e caracterização de ácidos nucléi­
cos (Carter & Subronto 1973, Carter & Rundell 1975, Ahn & 
Kim 1994). 

A caracterização de antígenos capsulares agrupa toda a 
espécie em cinco sorotipos (A, B, C, D e E). Os sorotipos A, D. 
e B já foram descritos em suínos. O último é atípico e confi­
nado a regiões do sudeste da Ásia e China (Pijoan 1992). As 
cepas relacionadas com a rinite atrófica progressiva perten­
cem aos sorotipos capsulares A e D. A caracterização de ce­
pas relacionadas com a rinite é realizada por testes que indi­
cam a presença de toxina dermonecrótica, presente somente 
nas cepas patogênicas (Nag.ai et ai. 1994, Lichtensteiger et ai. 
1996). Os casos de pneumonias e pleurites estão relaciona­
dos principalmente com o sorotipo A e com menor freqüên­
cia com D. Nestes casos não foi comprovada uma correlação 
direta entre patogenia e presença de toxina (Pijoan 1992). 

Os antígenos somáticos também são utilizados para ca­
racterização de cepas, sendo já identificados 16 sorotipos na 
espécie. Os grupos somáticos ocorrem com diferentes gru­
pos capsulares Assim, é comum se referir a uma cepa utili­
zando-se o grupo capsular e o somático. Uma cepa do sorotipo 
capsular A e sorotipo somático 3 é identificada como A:3. 
Sabe-se que algumas composições antigênicas, como 
sorotipos B:2 e E:2 estão relacionadas com septicemias 
hemorrágicas em bovinos na Ásia e África (Wilson et ai. 1992). 
Em suínos as composições antigênicas mais freqüentemente 
encontradas em pulmões com pneumonias, em ordem de 
prevalência são A:3, A:5, D:5 e D:3 (Pijoan 1992). 

Outro enfoque, relacionado com a caracterização 
antigênica foi realizado por Luo et ai. (1997, 1999). Estes au­
tores caracterizaram uma porina denominada proteína H ou 
porina H de 15 sorotipos somáticos de P. multocida. Este 
antígeno consiste de uma proteína majoritária de membrana 
externa (major outer membrane protein H - ompH), que forma 
canais que atravessam a membrana celular. As porinas se ca­
racterizam por serem altamente imunogênicas e capazes de 
induzir proteção em modelos animais. A caracterização de 
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seqüências de ompH de 15 sorotipos somáticos de P. multocid 
revelaram regiões com alto grau de identidade, com varia 
ções confinadas a duas regiões correspondentes a alças ex 
ternas da proteína (regiões hipervariáveis). Estas se mostra 
ram bastante polimórficas entre os diferentes sorotipos es 
tudados. 

Autores têm agrupado cepas de P. multocida com base em 
diferenças de comportamento nas reações bioquímicas 
(Rimler & Rhoades 1989). Essa classificação considera princi­
palmente características como a produção de ácido a parti1 
de determinadas pentases (como xilose e arabinose). 
dissacarídeos (como maltose e trealose) e álcoois polihídricm 
(como sorbitol, manitol e dulcitol). Rosenbusch & Merchan1 
(1939) classificaram isolados de P. multocida em três grupos 
em função da fermentação de xilose, arabinose e dulcitol. O 
grupo I fermentou arabinose e dulcitol mas não xilose, o gru­
po li fermentou xilose mas não arabinose ou dulcitol e o gru­
po III apresentou padrão variável, mais próximo ao grupo I. 

A caracterização de sensibilidade a antibióticos não tem 
sido freqüentemente utilizada para fins taxonômicos, mas 
para direcionamento de uma terapia mais eficiente com 
antimicrobianos. Penicilinas, oxitetraciclinas, sulfonamidas e 
sulfametazina têm sido utilizadas no controle de infecções 
causadas pela P. multocida. Distintos dos isolados humanos, 
os encontrados em suínos sao normalmente resistentes a 
muitos destes antibióticos (Holmes et ai. 1999). 

Métodos baseados na análise de ácidos nucléicos têm 
sido aplicados na diferenciação de P. multocida. A caracteri• 
zação de perfil de ácidos nucléicos digeridos com restrição 
(DNA.fingerprint) foi utilizada para diferenciar 16 sorotipos 
somáticos por Wilson et ai. (1992). Além destas amostras, 
os autores caracterizaram 84 isolados relacionados com 
casos clássicos de septicemias hemorrágicas em bovinos. 
Foi demonstrado ainda que os padrões de restrição apre­
sentaram boa correlação com os sorotipos somáticos estu­
dados. 

Mogollon et ai. (1998), avaliaram isolados do sorotipo 
capsular A de suínos com pneumonia e os diferenciaram em 
cinco grupos, indicando que mais de um padrão foi encon­
trado simultaneamente numa mesma granja. A limitação desta 
técnica é a necessidade de amostras isoladas em grandes 
quantidades, não sendo possível a análise direta a partir das 
amostras clínicas. Assim, técnicas como a reação em cadeia 
da polimerase (PCR) têm sido desenvolvidas para este fim. 
Existem trabalhos que diferenciam cepas produtoras de toxi­
na dermonecrótica relacionadas com a rinite atrófica (Nagai 
et ai. 1994, Kamp et ai. 1996, Lichtensteiger et ai. 1996). Uma 
outra metodologia foi desenvolvida por Zucker et ai. (1996) 
capaz de diferenciar cepas de mesmo sorotipo capsular pela 
reação em cadeia da polimerase utilizando primers arbitrári­
os (AP-PCR). Neste trabalho foram analisados 44 isolados do 
trato respiratório de suínos que puderam ser identificados 
em sete grupos. O inconveniente do AP-PCR é a necessidade 
de amostras isoladas, já que há grande interferência na 
especificidade do teste em presença de ácidos nucléicos, como 
o do hospedeiro. 

O presente trabalho teve como objetivo a caracterização 
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antigênica, fisiológica e genética de 22 amostras de P. 
multocida isoladas de pulmões de suínos com pneumonia e/ 
ou pleurite no Rio Grande do Sul. A verificação da diversida­
de entre os isolados foi feita pela caracterização de sorotipos 
capsulares, perfil bioquímico, sensibilidade a antimicrobianos 
e diferenciação genética do antígeno de ompH. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Cepas 

Foram utilizadas no presente estudo 22 cepas de Pasteurella 
multocida isoladas em diferentes locais e três cepas de referência. 
Dez cepas foram isoladas de pulmões de suínos abatidos em quatro 
frigoríficos do Estado do Rio Grande do Sul e identificadas como 
PI5, PI21, P17, Fll14, PIII47, Pil8, P11119, F119, PIII43, Cll2 (Stepan 1995). 
Doze isolados foram obtidos a partir cultivos de pulmões colhidos 
de leitões com pneumonia e/ou pleurite no Laboratório de Patologia 
Suína do Centro de Pesquisa Veterinária Desidério Finamor, CPVDF/ 
Fepagro, Eldorado do Sul, RS, e identificados como 76, 805, Ta, 710, 
FR, 1/95, 1265, 1133, 903, 1628, 1363 e 1621. Duas cepas de referência 
do sorotipo capsular D (TCD e FIMB D) e uma do sorotipo capsular A 
(CR) foram também utilizadas. A cepa TCD foi obtida da American 
Type Culture Collection (ATCC n° 12948) e as cepas FIMBD e CR no 
Centro Nacional de Pesquisa em Suínos e Aves, CNPSNEmbrapa, 
Concórdia, SC. 

As bactérias foram cultivadas em meio infuso cérebro e coração 
(BHI) adicionado de 5% de soro eqüino. Os isolados foram mantidos 
sob liofilização até o seu uso para as diferentes provas de 
classificação. 

Sorotipificação com antígeno capsular 
As amostras foram classificadas com base nos antígenos 

capsulares A e D. Empregou-se o teste de acriflavina neutra 1: 1000 
(Carter & Subronto 1973) para a caracaterização das cepas tipo D. O 
teste de hialuronidase, descrito em Carter & Rundell (1975), foi 
empregado para a identificação das cepas do tipo A, utilizando-se 
uma cepa de Staphylococcus aureus produtora de hialuronidase. 

Caracterízação bioquímica 
As técnicas utilizadas para a realização das provas bioquímicas 

foram as descritas por Cowan (1975). Foram realizados testes de 
utilização dos seguintes substratos: xilose, arabinose, maltose, 
trealose, sorbitol, manitol e dukitol. 

Colônias puras de cada amostra crescidas por 18 horas em meio 
ágar sangue foram inoculadas em tubos contendo 3 mi de cada 
substrato e incubadas por 24 h a 37°C. Após este período foi realizada 
a leitura. 

Sensibilidade a antimicrobianos 
A sensibilidade in vitro das amostras de P. multocida frente aos 

antimicrobianos foi determinada pela técnica de difusão em discos 
em ágar Müller Hinton (Bauer & Kirby 1966). 

As amostras foram testadas frente aos seguintes antimicrobianos, 
nas concentrações indicadas: amoxicilina (30 mg); oxitetraciclina (30 
mg); ceftiofur (30 mg); tilmicosina (15 mg); enrofloxacina (5 mg); 
espectinomicina (100 mg); canamicina (30 mg); sulfa/trimetoprima 
(25 mg) e neomicina (35 mg). A leitura foi realizada 24' h após e os 
resultados foram interpretados seguindo instruções dos fabricantes. 

Análise de seqüências de ompH 
Foram obtidas seqüências de nucleotídeos do gene ompH de P. 

multocida disponíveis no banco de dados Genbank (números de acesso 

U50907, U52200 a U52213). O alinhamento de todas as seqüências 
foi obtido em um programa de computador Clustal-W 1.6 (European 
Molecular Biology Laboratory, Alemanha). Um par de primers com 
seqüências conservadas entre os sorotipos somáticos foi desenhado 
usando um software de análise de primers (Oligo™, National 
Biosciences, Plymouth, Minnesota, EUA). 

Extração de DNA 
Foi extraído DNA total de cada amostra de P. multocida pela 

técnica fenol/clorofórmio (Sambrook et ai. 1989). Resumidamente, 
as bactérias foram concentradas por centrifugação (12.000 x g por 2 
min.), lavadas em salina fosfatada tamponada e suspensas em 400 
mi de água destilada. Adicionou-se 100 mi de solução de sódio 
dodecil sulfato 5% (Sigma), 20 mg de proteinase K (Sigma) e EDTA 50 
mM, seguindo-se a incubação por 10 min a 37ºC. A extração foi 
realizada com fenol e clorofórmio: álcool isoamílico (24:1); 
posteriormente o DNA foi precipitado usando isopropanol, lavado 
com etanol 70% e ressuspendido em 50 mi de água destilada. 

Condições de reação em cadeia da polimerase 
DNA das cepas de referência e dos isolados (10-20 hg) foram 

amplificados de acordo com as recomendações do fabricante (Cenbiot 
Enzimas, Centro de Biotecnologia, RS), como segue: volume de reação 
50 mi, 1,5 U de Taq polimerase, 0,25 mM de dNTPs, 25 rmol de cada 
primer, 1,5 mM MgCl2 e tampão de reação fornecido pelo fabricante. 

A amplificação foi realizada com um ciclo de desnaturação a 
94°C por três minutos, seguido por 40 ciclos com desnaturação (94ºC) 
por 30 segundos, anelamento (60ºC) por 40 segundos e extensão 
(72ºC) por 60 segundos. Após os 40 ciclos realizou-se extensão final 
(72ºC) por cinco minutos. Após a amplificação, as amostras foram 
analisadas em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio. 

Análise do polimorfismo pela digestão por enzima de restrição 
de ompH 

Os produtos amplificados foram digeridos com as enzimas de 
restrição Alu I, Sau3A I, Dde I, Hinfl e Rsa I (Amersham) de acordo com 
as instruções do fabricante. Os fragmentos digeridos foram 
visualizados após separação por eletroforese em gel de poliacrilamida 
(12,5 %) e corados com nitrato de prata (Sanguinetti et ai. 1994). 

RESULTADOS 
As cepas de referência apresentaram resultados da determi­
nação do sorotipo capsular compatíveis com o esperado: TCD 
e FIMBD pertencentes ao tipo capsular D e CR tipo capsular 
A. Dos 22 isolados de campo, somente a cepa 1/95 se mos­
trou compatível com sorotipo D. Os demais isolados apre­
sentaram resultados compatíveis com o tipo capsular A. Os 
resultados dos testes bioquímicos estão descritos no Quadro 
1. Dentre os isolados analisados, todos foram capazes de 
metabolizar manitol e sorbitol. Nenhum foi capaz de 
metabolizar arabinose. Quanto aos demais substratos houve 
uma variabilidade na capacidade de metabolização dentre os 
isolados: 14 (63,6%) foram capazes de metabolizar xilose, 
quatro (18,2%) trealose, dois (9,1%) dukitol e um (4,5%) 
maltose. Em função do perfil fenotípico os isolados foram 
divididos em cinco padrões (Quadro 1). 

Os resultados do teste de sensibilidade aos antimicro­
bianos estão descritos nos Quadros 2 e 3. Houve grande vari­
ação quanto ao padrão de sensibilidade, não sendo observa­
do nenhum princípio ativo capaz de inibir todos os isolados 
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Quadro 1. Resultados dos testes bioquímicos a partir das cepas de P. multocida estudadas 

Cepas Manª Sor Arab Mal Dul Xil Tre Perfil fe-
notípico 

1133, Fill 4, Ta, 710 +b + + + 
Pl21, FR, 805, 1363, 76 + + li 
Pl5, Pl7 + + + Ili 
Pll8, 1628, Fll9, 1265 Cll2, 1/95, + + + IV 
Plll43, Plll19, Plll47, 1621 
903 + + + V 

FIMB D + + + N 
TCD + + + 
CR + + + 

ªXil = xilose, arab = arabinose, mal = maltose, tre = trealose, sor = sorbitol, man = manitol, dul = dulcitol. 
b+= utilização do substrato, com viragem do indicador; - = sem utilização. 

Quadro 2. Resultados do teste de sensibilidade apresentado pelas 

cepas de Pasteurel/a multocida frente a nove antimicrobianos 

Cepas AMOª XNL TIL SUT EN NE OXT KN ET 

1133 sb s s s s s s s s 
Fil14 1 s s R s s s s 
Ta s s s s s s s s 1 
710 s s s 1 s R s R 
P121 1 R 1 R R 1 s s 
FR s s s s s R s R s 
805 s s s s s R R s s 
1363 s 1 1 1 R R 1 R R 
76 s s s s s s s s R 
Pl5 s 1 1 s R 
Pl7 s s 1 s R R R R R 
Pll8 s s s s s s s s 
1628 1 R s s R s s R 
Fll9 s s s s s R s s 
1265 s s s s s s R s s 
C112 s s s s s s s s 
1/95 s s s s s s 1 s s 
Plll43 s 1 1 1 1 s s R 
P11119 s s s s s s s s s 
Plll47 R R s 1 1 1 s 
1621 1 R R s R R R R 
903 R s 1 R R R R 

ªAMO (amoxicilina 30 µg), XNL (ceftiofur 30 µg), TIL (tilmicosina 15 µg), SUT (sulfa/ 
trimetoprima 25 µg), EN (enrofloxacina 5 µg), NE (neomicina 35 µg), OXT 
(oxitetracidina 30 µg), KN (canamicina 30 µg), ET (espectinomicina 100 µg). 

bs = sensível), R = resistente, 1 = intermediário. 

(Quadro 3). O antimicrobiano que apresentou maior 
percentual de sensibilidade foi a amoxicilina, para a qual 72, 7% 
dos isolados foram sensíveis. A espectinomicina foi o que 
apresentou o menor número de isolados sensíveis (45,5%). O 
perfil de sensibilidade dos isolados demonstrou que alguns 
foram mais sensíveis a um maior número de antimicrobianos 
testados. 

Baseados no trabalho de Luo et ai. (1997), 15 seqüências 
de ompH, pertencentes a 15 sorotipos somáticos foram avali­
adas para desenho e síntese de primers. A localização dos 
primers é relativa a uma região conservada deste gene, e se 
encontram entre as posições 546-567 (Past-3F 5'­
TKGATAAYGGTTCACGCGTTTC-3') e 1145-1169 (Past-4R 5'-CGT 
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AGT CAA CAC CWA GYG CTA AAC C-3') da cepa X-73 (código 
de acesso U50907). Analisando-se estas seqüências, obser­
vou-se deleções e/ou inserções que faziam com que os frag­
mentos de ompH apresentassem diferentes pesos moleculares. 
Os fragmentos delimitados entre os primers Past 3F e Past 4R, 
variaram de 582 bp para o sorotipo somático 11 (código de 
acesso U52208) à 624 bp para a cepa X73 (código de acesso 
U50907). 

As cepas de referência e todos os isolados foram subme­
tidos à amplificação de ompH com os primers Past 3F e Past 
4R. Houve amplificação de todas as amostras do estudo, 
com tamanho de fragmentos compatíveis com peso 
molecular esperado (entre 580 a 640 bp, confirmados por 
sequenciamento). Estes dados demonstram que a seqüên­
cia de ompH foi conservada entre todos os isolados de suí­
nos analisados neste trabalho. Além disso, foi demonstrado 
que este gene foi conservado entre cepas do sorotipo 
capsular analisado A e D. As cepas de referência TCD e FIMBD 
e o isolado 1/95 são pertencentes ao tipo capsular D, en­
quanto que a cepa de referência CR e todos os demais isola­
dos pertencem ao tipo capsular A. Analisando-se os sítios 
de restrição polimórficos em ompH do Genbank, foram es­
colhidas enzimas de restrição Alui, Sau3A I, Dde I, Hinf I e 
Rsa I para análise de RFLP (polimorfismo de comprimento 
dos fragmentos de restrição). Assim, os fragmentos amplifi­
cados foram posteriormente digeridos com estas enzimas e 
analisados em gel de poliacrilamida corado com nitrato de 
prata. Nas Figuras 1 e 2 e no Quadro 3 estão apresentados 
estes resultados. 

Quadro 3. Porcentagem das 22 cepas de Pasteurella multocida 
sensíveis, resistentes e com sensibilidade intermediária testadas 

frente a nove antimicrobianos 

AMOª XNL TIL SUT EN NE OXT KN ET 

Sensível 72,7 68,2 68,2 63,6 54,5 54,5 50,0 54,5 45,5 
Intermediário 18,2 13,6 27,3 22,7 18,2 13,6 31,8 27,3 13,6 
Resistente 9,1 18,2 4,5 13,6 27,3 31,8 18,2 18,2 40,9 

ªAMO (amoxicilina 30 µg), XNL (ceftiofur 30 µg), TIL (tilmicosina 15 µg), SUT 
(sulfa/trimetoprima 25 µg), EN (enrofloxacina 5 µg), NE (neomicina 35 µg), OXT 
(oxitetraciclina 30 µg), KN (canamicina 30 µg), ET (espectinomicina 100 µg). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

'ig. 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% corado com ni­
trato de prata. Produtos de amplificação do gene ompH digeri­
dos com a enzima de restrição Hinf 1. Canaletas 1 e 14: pesos 
moleculares de 50 e 100 bp, respectivamente. Canaleta 13: amos­
tra TCD intacta. Entre as canaletas 2 a 12 sequencialmente en­
contram-se os isolados 1628, PII 8, FII 14, 903, PI 7, CR, PI 5, 
TCD, 1/95, FIMB D e 1265. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Fig. 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% corado com ni­
trato de prata. Produtos de amplificação do gene ompH digeri­
dos com a enzima de restrição Rsa 1. Canaletas 1 e 14: pesos 
moleculares de 50 e 100 bp, respectivamente. Canaleta 13: amos­
tra TCD intacta. Entre as canaletas 2 a 12 sequencialmente en­
contram-se os isolados 1628, PII 8, FII 14, 903, PI 7, CR, PI 5, 
TCD, 1/95, FIMB D e 1265. 

Quadro 4. Padrões de restrição obtidos pela digestão de ompH com enzimas de restrição Alu 1, Sau 3A 1, Dde 1, 
Hinf I e Rsa 1. Os pesos moleculares dos fragmentos foram estimados em gel de poliacrilamida e as amostras em 

negrito utilizadas seqüenciadas para confirmação dos pesos moleculares e sítios de restrição 

Cepas Intacto A/111 5au3A I 

1628, 1621 601 55/531 601 
Pll8. Cll2, Plll19, Plll47, Fll9, Plll43 607 490/117 607 
1133, Fll14. Ta, 710 607 550/57 607 
903, 805. 1363, 76, FR, Pl21 640 64/519/58 640 
Pl7, Pl5 615 615 115/500 
125 589 64/468/57 589 
1/95, CR 586 64/522 586 
TCD, FIMBD 580 64/516 580 

ªPF = perfil fenotípico; GM = grupo molecular. 

Conforme esperado na análise de seqüências, o gene ompH 
;e mostrou bastante eficiente quanto à identificação de 
Jolimorfismos entre os isolados de P. multocida . A determina­
;ão exata dos pesos moleculares e dos sítios de restrição (Qua­
jro 3) foi realizada pelo sequenciamento dos produtos de 
3mplificação de algumas das amostras. 

DISCUSSÃO 
Das 22 amostras de P. multocida no presente estudo somente 
o isolado 1/95 foi classificado como sorotipo capsular D. Es­
tes resultados foram similares aos encontrados por outros 
autores (Pijoan et ai. 1983, lwamatsu & Sawada 1988, Lopez 
et ai. 1988, Awad-Masalmeh et ai. 1994), o que reforça a afir­
mação de Rutter (1983), Pijoan (1992) e Zhao et ai. (1992) de 
que as cepas do sorotipo A são mais freqüentes de serem 
encontradas em processos pneumônicos. A predominância 
das cepas do sorotipo A pode estar relacionada com a capaci­
dade de aderência às células epiteliais, tornando-as capazes 
de se espalhar pelas vias aéreas sem serem eliminadas pelo 

Ode 1 Hinfl Rsa 1 PFª GM 

39/255/99/208 206/395 228/330/43 IV 1 
39/216/261 /91 607 189/418 IV 2 
39/3 15/1 43/ 11 O 607 186/86/305/30 I 3 

599/41 203/437 225/415 V, 11 , 4 
615 430/185 405/130/80 Ili 5 

39/243/99//208 589 546/43 Ili 6 
38/336/211 188/398 87 /123/333/43 IV 7 

39/240/99/202 580 131 /406/43 IV 8 

mecanismo mucociliar (Glorioso et ai. 1982). No pulmão es­
taria relacionada com a presença da cápsula de ácido 
hialurônico, que dificultaria a fagocitose pelos macrófagos 
alveolares (Pijoan 1992). Foi realizada também a identifica­
ção de cepa toxigênica pela técnica de PCR destas amostras 
(dados não demonstrados no presente estudo). Somente a 
cepa 1/95 apresentou compatibilidade como cepa com toxi­
na dermonecrótica. A baixa freqüência de cepas toxigênicas 
relacionadas com processos pneumônicos encontrada neste 
trabalho corrobora os dados de Pijoan ( 1992), que identifi­
cou também cepas toxigênicas em amostras de lesões nos 
pulmões O autor menciona que esta característica não era 
definitiva para identificar a patogenicidade das cepas, como 
ocorre nos casos de rinite atrófica progressiva. 

Os resultados dos testes bioquímicos obtidos neste estu­
do (Quadro 1) foram semelhantes aos observados por 
Heddleston (1976). O autor, ao analisar 67 amostras de P. 
multocida isoladas de suínos constatou que nenhuma foi po­
sitiva para os testes de utilização da arabinose, maltose e 
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dulcitol. Observações coincidentes também foram obtidas 
com relação aos testes de utilização do manitol, sorbitol, 
trealose e xilose. No presente trabalho observou-se que o 
uso da xilose, trealose, dulcitol e maltose permitiu a diferen­
ciação das cepas e a discriminação em cinco grupos distin­
tos. A fermentação do sorbitol e manitol em todas as cepas 
está de acordo com a definição de P. multocida subsp. multocida 
(Mutters et ai. 1989). 

Quanto aos antimicrobianos testados foi observada uma 
grande diferença de sensibilidade entre os isolados. Nenhum 
princípio ativo testado mostrou ser eficiente para todas as 
amostras. A porcentagem de isolados sensíveis aos 
antimicrobianos variou de 45,5% (espectinomicina) a 72,5% 
(amoxicilina). Quanto à resistência múltipla a antimicrobianos, 
observou-se que 36,4% dos isolados eram sensíveis a um má­
ximo de três antimicrobianos, 13,6% sensíveis de quatro a 
seis antimicrobianos e 50% a pelo menos sete antimicrobianos. 
Estes dados alertam para a seleção de isolados resistentes 
aos antibióticos utilizados nas granjas, e da necessidade de 
um uso menos indiscriminado destes medicamentos para que 
a terapêutica continue com resultados satisfatórios. A classi­
ficação por padrão de sensibilidade a antimicrobianos não 
parece ser muito adequada para fins de caracterização devi­
do a grande variabilidade de padrões existentes, mas sugere 
que seja recomendável a realização de testes de sensibilida­
de in vitro antes de iniciar um tratamento. 

Segundo Zhao et ai. (1992), o microorganismo está disse­
minado nas granjas de suínos e estudos epidemiológicos mais 
aprofundados têm sido dificultados pela falta de um método 
discriminatório apropriado, o qual poderia identificar amos­
tras individuais associadas com a doença dentro de um de­
terminado sorotipo ou diferenciar cepas virulentas em popu­
lações de suínos. Rúbies et ai. (1996) ressaltam que as técni­
cas fenotípicas convencionais como sorotipagem, biotipagem, 
determinação da sensibilidade a antimicrobianos e 
fagotipagem não são suficientemente sensíveis para diferen­
ciar clones individuais envolvidos em surtos naturais. 

Métodos moleculares, como a digestão do DNA genômico 
bacteriano utilizando enzimas de restrição, prometem ser 
melhores alternativas aos métodos taxonômicos, sendo con­
sideradas valiosas ferramentas no estudo epidemiológico das 
enfermidades infecciosas. Segundo Valenzuela et ai. (1995), 
esses métodos permitem estabelecer uma relação clonal en­
tre cepas isoladas em diferentes situações epidemiológicas e 
facilitam o estudo da história natural das enfermidades. Por 
outro lado, técnicas descritas como a reação em cadeia da 
polimerase, têm possibilitado um diagnóstico específico e 
rápido, como no caso da identificação de cepas toxigênicas 
de P. multocida em casos de rinite atrófica progressiva. Ainda 
não é conhecida uma informação tão precisa no diagnóstico 
de cepas relacionadas com processos pneumônicos. Nestes 
casos, procura-se primeiramente isolar a bactéria de lesões 
pulmonares com posterior caracterização antigênica, bioquí­
mica ou molecular. Essa análise poderia fornecer subsídios 
para verificar a possível existência de vários clones bacterianos 
numa mesma granja ou região e o relacionamento clonal de 
cepas isoladas de diferentes regiões ou propriedades. 
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O presente trabalho procurou acoplar o ganho de sens 
bitidade do PCR com a utilização de enzimas de restrição d 
um gene que sabidamente apresenta polimorfismo nos Cé 

sos de cepas relacionadas com processos pneumônicos. ( 
geneompH, descrito porLuo etal. (1997, 1999), além de apn 
sentar polimorfismo entre diferentes sorotipos somáticm 
está envolvido em diferenças antigênicas entre cepas que tê11 
sido estudadas para o desenvolvimento de vacinas mais efic: 
entes. Foram desenhados primers em regiões conservada 
entre os diferentes sorotipos, e que flanqueavam as regiõe 
hipervariáveis de ompH. Os primers foram eficientes par 
amplificar tod(?S os isolados e cepas de referência, confirmar 
do que a região escolhida é cónservada para amostras isol. 
das de suínos. A utilização de cinco enzimas de restrição agru 
pou os 22 isolados em sete grupos moleculares (além de u11 
outro grupo, o 8, onde se agruparam as cepas controles d, 
tipo capsular D, TCD e FIMBD). 

Com relação à origem das amostras em estudo, aquela 
isoladas de casos clínicos foram enquadradas em cinco gru 
pos. Com as amostras isoladas de frigorífico também obse, 
vou-se uma tendência à concentração em grupos distintos 
No grupo 2, 87 ,5% dos isolados foram de frigorífico, enqua11 
to que no grupo cinco todos tiveram a mesma origem. 

Observou-se em alguns casos concordância entre os gfu 
pos estabelecidos pelos testes bioquímicos e os grupo. 
moleculares. Nos grupos 1, 3 e 5 houve 100% de concordân 
eia entre as duas provas; no grupo 4, 83%. Esses resultado: 
sugerem que a análise fenotípica baseada na utilização d1 
pentoses, dissacarídeos e álcoois poderia ser usada como tri 
agem para estabelecer diferenças clonais (subtipagem) entre 
determinadas amostras de P. multocida. 
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