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Nowadays pig intensive production systems increase microbial selection pressure favo-
ring spread of respiratory diseases. The bacteria Pasteurella multocida is associated with
various respiratory diseases in pigs under farming conditions causing high economic los-
ses. In vitro biofilm formation has been described in P multocida which role is described
in tissue colonization, enhancing resistance to host defenses and antibiotics. The aims of
this study were to analyze the occurrence of P multocida in pig pneumonia and health lung
microbiota, and occurrence of tad locus genes in these isolates. Seventy isolates of P multo-
cida were analyzed which sixty seven were from lungs with lesion and three from healthy
lungs. Serotype A occurred mainly in lung lesion (85.71%), in healthy lung, instead, only
serotype D was observed. Genes tadA, tadB, tadC, tadD, tadE, tadF and tadG were present
in 89.55% isolates from lesion lung. Genes tadA, tadB and tadC were present in all isolates
from healthy lungs but, tadD, tadE tadF and tadG were present in 0%, 33.3%, 33,3% and
66.6%, respectively. This work associated tadD, tadE and tadF gene positive isolates of P
multocida to lung pneumonic lesions.

INDEX TERMS: Swine, Pasteurella multocida, gene tad, pneumonia.

RESUMO.- Os atuais sistemas de criacdo intensiva de su-
inos aumentam a pressdo de selecdo microbiana propi-
ciando a disseminagdo de doencas respiratorias. A bacté-
ria Pasteurella multocida é associada a diversas patologias
respiratérias em animais submetidos a esse tipo de cria-
¢do, causando grandes perdas econdmicas. A formagao de
biofilme foi descrita in vitro em P. multocida e fatores ana-
lisados indicaram a facilitacdo na colonizagdo dos tecidos,
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aumentando a resisténcia as defesas do hospedeiro e aos
antibidticos. Os objetivos deste trabalho foram analisar a
ocorréncia de P multocida em pneumonias de suinos e na
microbiota de pulmdes sem lesdo e a ocorréncia dos genes
do ldcus tad nestes isolados. Foram analisados 70 isola-
dos de P. multocida de pulmdes, sendo sessenta e sete com
lesdo e trés sem lesdo. Isolados do sorotipo A ocorreram
principalmente em pulmoes com lesdes (85,71%), enquan-
to em pulmoes sem lesdo observou-se somente o sorotipo
D. Os genes tadA, tadB, tadC, tadD, tadE tadF e tadG esta-
vam presentes em 89,55% dos isolados de pulmdes com
lesdes. Os genes tadA, tadB e tadC estavam presentes em
todos os isolados de pulmdes sem lesdao, porém os genes
tadD, tadE, tadF e tadG estavam presentes em 0%, 33,3%,
33,3% e 66,6%, dos isolados sem lesdo, respectivamente.
Neste trabalho observou-se a associacdo da ocorréncia dos
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genes tadD, tadE e tadF em isolados de P. multocida e a pre-
senca de les6es em pulmoes.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Suinos, Pasteurella multocida, genes
tad, pneumonia.

INTRODUCAO

Pasteurella multocida (P. multocida) é um bacilo Gram-ne-
gativo capaz de causar doencas em varias espécies, levan-
do a perdas econdmicas, especialmente associadas as in-
dustrias de processamento de produtos de origem animal,
no mundo todo (Borowski 2001, Ribeiro et al. 2012). Esta
bactéria é transmitida por pequenas quantidades de par-
ticulas suspensas no ar e pelo contato direto com animais
doentes, sendo capaz de causar patologias como a célera
avidrio, septicemia e pneumonia em bovinos, rinite atréfi-
ca progressiva, pleurisia e pneumonia em suinos (Boyce et
al. 2010). Uma vez que faz parte da microbiota da mucosa
oral de caes e gatos, casos de pasteurelose em humanos sdo
geralmente associadas ao contato com esses animais, atra-
vés de mordeduras e/ou arranhaduras (Collins et al. 2012,
Nagata et al. 2013, Nguefack et al. 2014).

Sdo descritos cinco sorotipos: 4, B, D, E e F de acordo
com os antigenos capsulares (Townsed et al. 2001), sendo
geralmente associado, mas ndo restrito, a um hospedeiro
especifico (Arumugam et al. 2011). Diferentes técnicas de
genotipificacdo tém sido utilizadas para classificar este mi-
crorganismo, como o RAPD (Lee et al. 2011) e MLST (Sil-
va et al. 2012, Bisgaard et al. 2013). Dada a importancia
econOmica desta bactéria, principalmente em sistemas de
producdo de suinos, seus fatores de viruléncia tém sido am-
plamente estudados.

A toxina PMT estd geralmente associada a amostras
toxigénicas e outras bactérias, como a Bordetella bronchi-
septica (B. bronchiseptica), responsaveis por causar rinite
atrofica nos suinos (Backstrom et al. 1988, Ahn et al. 2008).
Sao descritos também, os genes exbB/tonBe hgbA envolvi-
dos no sequestro de ferro, os genes codificadores da neura-
minidase (nanB e nanH), fimbria do tipo IV e proteinas de
membrana externa (OMP e Oma87) (Ruffolo & Alder 1996,
Bethe et al. 2009). Além de dez genes associados a utiliza-
¢do de L-fucose, responsavel pelo metabolismo de carboi-
dratos, fundamentais aos processos bacterianos para aqui-
sicdo de energia em ambiente de baixa disponibilidade de
nutrientes, como o trato respiratério (Johnson et al. 2013).

Os genes do ldcus tad sao essenciais para formacado de
biofilme em varios géneros, como Aggregatibacter, Hae-
mophilus, Pasteurella, Pseudomonas, Yersinia e Caulobacter
(Tomich et al. 2007). Com seu ldcus génico composto por
flp1, flp2, tadV, rcpC, rcpA, repB, tadZ, tadA, tadB, tadC, tadD,
tadE, tadF e tadG ou apenas flp-rcp-tad, tém sido implica-
do na patogénese de diversos géneros bacterianos (Tomich
etal. 2007). Schreiner et al. (2003) relatam que a mutagdo
nos genes fIp-1 e tadA causaram a perda na viruléncia de
amostras patogénicas oriundas de humanos, da regido da
cavidade oral. Harper et al. (2006) e Tang et al. (2009) ci-
tam o tadD como um fator de patogenicidade crucial a ade-
réncias em substratos (tecidos ou materiais) e formacao de
biofilme em P. multocida.
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O objetivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia de
P. multocida em pneumonias de suinos e da microbiota de
pulmdes sem lesdo e a ocorréncia dos genes do lécus tad
nestes isolados.

MATERIAL E METODOS

Amostras foram coletados de 100 pulmdes com lesdes macroscé-
picas de pneumonia (consolidagdo pulmonar, deposicdo de fibri-
na, pleurisia e/ou aderéncia) e 100 pulmoes sem lesdes macros-
copicas em frigorificos de Inspecdo Federal entre 2010 e 2012.
Os pulmdes foram submetidos a exames microbiolégicos para
isolamento de Pasteurella multocida e estes foram confirmados
bioquimicamente pelos testes da catalase, oxidade, urease, Triple
Sugar Iron (TSI) e os agucares: glicose, sacarose, lactose, maltose
e manitol (Quinn et al. 1994).

Extracdo de DNA e PCR especifico para P. multocida e soro-
tipos dos isolados. Para confirmacgdo do género, espécie e soro-
tipos capsulares através do PCR foram utilizados os seguintes ge-
nes: kmt1 (P. multocida), hyaD-hyaC (sorotipo A), bchD (sorotipo
B), dcbF (sorotipo D), ech] (sorotipo E) e fchD (sorotipo F). 0 DNA
foi extraido, seguindo o protocolo de fenol/clorofé6rmio (Sam-
brook & Russel 2004). A PCR especifica para o gene kmt1 e para
os sorotipos foram realizadas a partir do proposto por Townsed et
al. (2001) (volume final de 20ul, 20ng de DNA, 2.4mM de MgCl,, 1x
de Taq Buffer com 50mM de KCI, 1,0uM de cada oligonucleotideo,
0,2mM de dNTPs e 1 U Taqg DNA polimerase). As amplificacdes
para todos os genes foram realizadas em termociclador (BIO-RAD
MyCyclerThermalCycler), com desnaturacio inicial por 5 minutos
a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos para desnaturacdo a
95°C, 30 segundos de anelamento a 54°C e 60 segundos de exten-
sdo a 72°C, seguidos por um ciclo de extensao final por 7 minutos
a 72°C. Como controle positivo foi utilizado o isolado M135/10
de P. multocida, confirmado por sequenciamento do gene kmt1 e
genotipado por MLST (Multilocus Sequence Typing) com as sequ-
éncias depositadas no PubMLST (http://pubmlst.org/pmultoci-
da)(Silva et al. 2012), e como controle negativo, d4gua ultrapura.
Os produtos de amplificacdo foram analisados em eletroforese em
gel agarose 2,0%, corados com Gel Red” (Biotium®), a 10 V por cm,
e observados em ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image-
Lab™. Como marcador de massa molecular utilizou-se o padrdo
100 pb DNA Ladder™ (Fermentas®). Os oligonucleotideos utiliza-
dos e tamanho dos amplicons encontram-se no Quadro 1.

PCR para os genes tad. Para andlise da presenca dos genes
tad, foram desenhados sete pares de oligonucleotideos, sendo
o tadA, tadB, tadC, tadD, tadE, tadF e tadG (Quadro 3). Todos os
oligonucleotideos foram desenhados com base na sequéncia da
amostra de P multocida PM36950 (GenBank CP003022) utili-

Quadro1l. Identificacdo, sequéncias e altura de amplificacao
dos sorotipos de Pasteurella multocida

Sorogrupo Gene Sequéncia 5’ 3’ Tamanho de
amplificacdo
Todos kmt1 ATCCGCTATTTACCCAGTGG
GCTGTAAACGAACTCGCCAC 460
A hyaD-hyaC TGCCAAAATCGCAGTCAG
TTGCCATCATTGTCAGTG 1.044
B bcbD CATTTATCCAAGCTCCACC
GCCCGAGAGTTTCAATCC 760
D dcbF  TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
CATCTACCCACTCAACCATATCAG 657
E ecb] TCCGCAGAAAATTATTGACTC
GCTTGCTGCTTGATTTTGTC 511
F fcbD AATCGGAGAACGCAGAAATCAG
TTCCGCCGTCAATTACTCTG 851
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Quadro 3. Sequéncia de oligonucleotideos dos genes tad e
seus respectivos tamanhos de amplicons

TAD Sequencia 5’ 3’ Tamanho de
amplificacdo
TAD A1 Foward: GGTCGCATCACGAGGACTAT
Reverse: AGGCGAAATTACGATGCAAG 172 pb
TAD B Forward: TTCGCCTAATTGTCCCGTTA
Reverse: TGGAAGTTAGGGCAATACCG 150 pb
TAD C Forward: GTGACCAAAAGCTTCACACG
Reverse: GGGATTGCAGTTTTGCTGAT 221 pb
TAD D Foward: TCGCAACCGCTAATCGACAA
Reverse: GCGGCTTTAAAACAAGTGGC 1274 pb
TAD E Foward: TGGATTCGTCCCAAGAGAAC
Reverse: ATCTCTCCTACGGGGAGTCG 195 pb
TAD F Foward: GATCTAATCAGCCCCGTTGA
Reverse: TATCATTGGCGATTGTACGC 183 pb
TAD G Foward: AACTTGCCCAATTGTTCTCG
Reverse: CCTTCTGGTTGGACTTCTGC 224 pb

zando a ferramenta primer-BLAST" (disponivel em: http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

A amplificacdo dos genes através da PCR foi realizada em um
volume final de 20ul, contendo 30ng de DNA, 20pmol de cada
oligonucleotideo, 2,5mM de MgCl,, 1,5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 1x de taq buffer com 50mM de KCl, 0,2mM de cada
dNTP e agua ultra pura g.s.p. Os produtos de amplificacdo foram
analisados em eletroforese em gel agarose 2,0%, corados com Gel
Red"” (Biotium®), a 10 V por cm e observados em ChemiDoc™ XRS
utilizando o software ImageLab™.

Analise estatistica. Foi utilizada a analise estatistica de re-
gressdo logistica multivariada para verificar associagdo entre as
variaveis sorotipo, presenca de lesdo pulmonar e presenca dos ge-
nes do locus tad nos isolados de P multocida. As variaveis com in-
teracdes significativas (p<0,05) foram posteriormente analisadas
pelo teste exato de Fisher. Todas as analises foram realizadas pelo
programa R versdo 2.14.2 (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria).

RESULTADOS

Foram obtidos 70 isolados, identificados pelos testes bio-
quimicos e amplificagdo do gene kmt1 especifico para Pas-
teurella multocida (Quadro 2). Destes, 67 (67/70) isolados
eram de pulmdes que apresentavam alteracdes macrosco-
picas e apenas trés isolados (3/70) foram de pulmoes sem
lesdes. Na tipificagdo capsular, 85,71% (60/70) das amos-
tras de P. multocida foram positivas para o sorotipo capsu-
lar A e 14,29% para o sorotipo D (10/70).

Na andlise da ocorréncia dos genes do l6cus tad obser-
vou-se que todos os isolados foram positivos para os genes
tadA, tadB e tadC. Os genes tadD, tadE, tadF e tadG, entre-
tanto, apresentaram variacoes na ocorréncia com valores
de 85,71%, 97,14%, 97,14%, e 98,57%, respectivamente.

A analise estatistica através da regressao logistica mul-
tivariada mostrou associa¢do entre sorotipo, presenca de
lesdo e ocorréncia dos genes tad em isolados de P mul-
tocida. Ocorreu também associagdo entre a presenga de
lesdo e o isolados do sorotipo capsular A (p=0,02), sendo
as amostras isoladas de pulmodes sem lesdes somente do
sorotipo D.

A frequéncia de ocorréncia dos genes do l6cus tad tam-
bém apresentou associacdo com o sorotipo capsular. O gene
tadD esteve ausente nos dez isolados do sorotipo D. A ocor-

réncia dos genes tadE, tadF e tadG também foi menor em
isolados do sorotipo D, sendo estatisticamente significativa
a auséncia dos genes tadE (p=0,018) e tadF (p=0,018).

Com relagdo a ocorréncia dos genes do lécus tad em
isolados de pulmdes com e sem lesdes, observou-se que os
genes tad estavam presentes em 100% dos isolados de P
multocida de pulmdes com lesdes, exceto o tadD (Figura 1).
Ja nos trés isolados provenientes de pulmdes sem lesao, os
genes tadA, tadB, tadC estavam presentes em 100% (3/3)
das amostras (Fig.1). Os genes tadE, tadF e tadG estavam
presentes em 33,3% (1/3), 33,3% (1/3) e 66,6% (2/3),
respectivamente, nos isolados. No caso do gene tadD, todos
os isolados (0/3) foram negativos (Fig.1).

Pela andlise do teste de Fisher foi observada a associa-
¢do existente entre a presenca de lesdo e a ocorréncia de
genes tadD (p=0,002), tadE (p=0,001) e tadF (p=0,001)
nos isolados analisados.

tadA tadB tadC tadD* tadE* tadF* tadG

mpulmdoc/lesio M pulm3os/ lesdo

Fig.1. Percentual de ocorréncia de genes tad em isolados de P. mul-
tocida de pulmoes com e sem lesdes macroscopicas. Os genes
marcados com * apresentam diferenca na ocorréncia nos pul-
moes com e sem lesdes (p<0,05).

DISCUSSAO

Pasteurelose é uma das doengas mais comuns em suinos de
crescimento e terminagdo em todo o mundo. Amostras to-
xigénicas, capazes de desencadear a rinite atréfica progres-
siva (RAP), sdo associadas principalmente aos sorotipos D
(Amigot et al. 1998). Os isolados de pneumonia geralmente
sdo ndo toxigénicos e podem apresentar os tipos capsula-
res A e D, sendo o sorotipo A o mais prevalente (Ewers et
al. 2006, Bethe et al. 2009). Destacam-se os maiores indices
encontrados em pulmdes com lesdes de pneumonia asso-
ciados ao sorotipo A, em varios paises como o Reino Unido
(82,2%), Alemanha (53,4%) e Coréia do Sul (56,6%) (Da-
vies et al. 2003, Ahn et al. 2008, Bethe et al. 2009). Tang et
al. (2009) relataram a presenca do sorotipo capsular A em
apenas 39,5% das amostras de um total de 233 isolados de
P. multocida obtidos de suinos com doenga clinica respira-
toria, na China. Ainda neste mesmo estudo, o sorotipo D foi
identificado em 54,9% dos isolados. Provavelmente esses
valores se devem ao fato de neste estudo terem sido ava-
liados isolados de varios locais do trato respiratério, sem
descrever a origem tecidual da amostra, ao contrario dos
demais estudos que analisaram apenas os de origem pul-
monar. No Brasil os indices do sorotipo A encontrados va-
riam entre 89,4% (Moreno et al. 2003) a 95,5% (Borowski
etal. 2002), indices similares encontrados em nosso estudo
(85,71%).
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Quadro 2. Isolados de Pasteurella multocida com resultado de sorotipo capsular,
ocorréncia de lesdo e presenca dos genes tad

Isolado Sorotipo  Lesdo tadA tadB tadC tadD tadE tadF tadG
M305/09 A Presente + + + + + + +
M135/10 A Presente + + + + + + +
M142/10 A Presente + + + + + + +
M150/10 A Presente + + + + + + +
M152/10 A Presente + + + + + + +
M153/10 A Presente + + + + + + +
M154/10 A Presente + + + + + + +
M155/10 A Presente + + + + + + +
M158/10 A Presente + + + + + + +
M159/10 A Presente + + + + + + +
M160/10 A Presente + + + + + + +
M161/10 A Presente + + + + + + +
M162/10 A Presente + + + + + + ¥
M163/10 A Presente + + + + + + ¥
M164/10 A Presente + + + + + + +
M165/10 A Presente + + + + + + +
M166/10 A Presente + + + + + + +
M167/10 A Presente + + + + + + +
M171/10 A Presente + + + + + + +
M173/10 A Presente + + + + + + +
M174/10 A Presente + + + + + + ¥
M175/10 A Presente + + + + + + ¥

RS/G09/02 D Presente + + + - + + +
MT/G04/03 D Presente + + + - + + +
MG/F01/01 D Presente + + + - + + +
MG/F01/02 D Presente + + + - + + +
MG/F01/03 D Presente + + + - + + +
MG/F08/01 D Presente + + + - + + +
MS/F08/01 D Presente + + + - + + +
MTF04/01 A Presente + + + + + + ¥
MTF02/02 A Presente + + + + + + +
MTF03/02 A Presente + + + + + + +
MTF06/02 A Presente + + + + + + +
MTGO05/01 A Presente + + + + + + +
MTF01/01 A Presente + + + + + + +
MTF03/01 A Presente + + + + + + +
MTF01/02 A Presente + + + + + + +
MTF02/01 A Presente + + + + + + ¥
MTF03/02 A Presente + + + + + + +
MTG04/02 A Presente + + + + + + +
1B A Presente + + + + + + +

2B A Presente + + + + + + +

3B A Presente + + + + + + N

6B A Presente + + + + + 4 N

11B A Presente + + + + + + +
12B A Presente + + + + + + +
13B A Presente + + + + + + +
14B A Presente + + + + + + +
15B A Presente + + + + + + +
16A D Ausente + + + - + + +
16B A Presente + + + + + + +
17A D Ausente + + + - - - -
17B A Presente + + + + + + +
18A D Ausente + + + - - - +
20B A Presente + + + + + + +
25B A Presente + + + + + + i
26B A Presente + + + + + + +
27B A Presente + + + + + + +
28B A Presente + + + + + + +
31B A Presente + + + + + 4 "
32B A Presente + + + + + + +
33B A Presente + + + + + + +
35B A Presente + + + + + + +
41B A Presente + + + + + + +
43B A Presente + + + + + + +
44B A Presente + + + + + + +
45B A Presente + + + + + + "
46B A Presente + + + + + + +
47B A Presente + + + + + + +
48B A Presente + + + + + + +
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A capacidade de formar biofilme aumenta a patogeni-
cidade bacteriana, pois impede a agdo de antimicrobianos
e do sistema monocitico fagocitario (Donlan & Conserton
2002). 0 lécus tad pertence ao grupo das adesinas e é com-
posto por 14 genes, sendo eles o fIp-1-flp-2-tadV-rcpCAB-
tadZABCDEFG, sendo responsavel pela aderéncia e forma-
¢do de biofilme em varias espécies patogénicas, como o
Actinobacillus actinomicetecomytans, Yersinia pestis, Vibrio
cholerae, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aerugi-
nosa e Bordetella pertussis (Kachlany et al. 2000, Tomich et
al. 2007, Bernard et al. 2009, Schilling et al. 2010).

Ao menos 12 genes do l6cus tad sdo requeridos para a
formacdo de todos os fenotipos relacionados a aderéncia,
incluindo a produ¢do do Flp pili, morfologia rugosa das
coldnias, auto agregacdo e formagao de biofilme (Tomich
et al. 2007). Harper et al. (2006) citam que as fimbrias e
adesinas sdo fundamentais para a aderéncia em células do
hospedeiro e que o tadD atua codificando um aparato de
secrecdo requerido para a formacgdo do Flp pili. Fuller et
al. (2000) demonstraram que mutag¢des no gene tadD de P
multocida tornaram a viruléncia da bactéria atenuada. Isto
poderia explicar nossos resultados, onde o gene tadD foi
encontrado na maioria das amostras oriundas de pulmdes
com lesdo 89,55% (60/67) e estava ausente nas amostras
sem lesdo (0/3), apesar de um pequeno numero dessas
amostras, devido a baixa prevaléncia de P. multocida na mi-
crobiota dos pulmdes sem lesao.

Tang et al. (2009) analisando genes de viruléncia em
233 isolados de P. multocida de lesdes pulmonares e rini-
te atrofica obtiveram 101 (43,3%; 101/233) dos isolados
positivos para o gene tadD. Neste estudo, ficou evidenciada
uma correlacdo estatistica entre o sorotipo capsular A e o
gene tadD.

Alguns autores demonstraram que mutagdes nos genes
tadE e tadF em A. actinomycetecomitans ocasionam uma di-
minuicdo na producdo de pili e incapacidade de adesdo em
superficie (Kachlany et al. 2000, Wang et al. 2003, Tomich
et al. 2006). Nos isolados do nosso estudo apenas dois ndo
apresentaram amplificacdo para esses genes (17A e 18A),
sendo ambos de pulmdes sem lesdo, indicando que possa
ter ocorrido uma baixa capacidade de fixacdo no epitélio
pulmonar por parte destes.

Em P. multocida a ocorréncia de genes do locus tad po-
deria facilitar a adesdo da bactéria nas células hospedeiras
e ser um fator de viruléncia importante na ocorréncia de
pneumonia em suinos. Essas novas variantes genéticas
provavelmente originaram-se da necessidade de adapta-
¢do da bacteria ao hospedeiro, através de trocas horizon-
tais de materiais genéticos, conhecido como “ilha gendmi-
ca” (Hacker & Kaper 2000). Analises das y-proteobactérias,
incluindo a familia Pasteurellaceae indicam que a transfe-
réncia horizontal dessas ilhas pode ocorrer entre familias
préximas e estudos mostram que existe uma grande dis-
persao entre os procariotos (Planet et al. 2003).

CONCLUSAO

Os genes tadD, tadE e tadF importantes na adesdo e forma-
¢do de biofilme em P. multocida estdo associados a presen-
¢a de lesdes pulmonares em suinos.
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