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Resumo - Os sorotipos A e D da Pasteurella multocida (Pm) estão comumente associados a casos de 

pneumonias e pleurites em suínos. Para a identificação desses sorotipos podem ser empregadas 

técnicas fenotípicas, como os testes de hialuronidase e acriflavina, e genotípica, como o PCR. Assim, 

o objetivo desse trabalho foi comparar a tipificação capsular de isolados de Pm (tipo A e tipo D) de 

suínos utilizando técnicas fenotípicas (testes de hialuronidade e de acriflavina) e genotípica (PCR 

multiplex). Foram analisados na Embrapa Suínos e Aves, em Concórdia/SC, 86 isolados liofilizados 

de Pm obtidos no período de 1981 a 1997, provenientes do Instituto de Pesquisas Veterinárias 

Desidério Finamor (IPVDF). Após realizado o cultivo desses isolados de Pm, 44 dos 86 foram 

recuperados (51,1%). Os testes fenotípicos foram então realizados, sendo 2 amostras do tipo D (4,5%), 

40 amostras do tipo A (91%) e 2 amostras sem tipificação (4,5%), uma vez que tiveram resultados 

positivos para os testes de hialuronidase e acriflavina. No entanto, após esses isolados recuperados 

serem submetidos ao teste genotípico (PCR), 38 foram classificados como tipo A (86,4%) e 6 como 

tipo D (13,6%). Os resultados desse trabalho mostram que, em alguns casos, não existe equivalência 

entre a tipificação fenotípica e genotípica de Pm, neste estudo diferindo em 4/44 isolados (9%). Ainda, 

uma vez que o resultado do PCR é direto, sem a necessidade de interpretação por parte do executor, 

essa técnica se torna mais confiável. 
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COMPARISON OF PHENOTYPIC AND GENOTYPIC TYPIFICATION OF 

Pasteurella multocida ISOLATES FROM PIGS 
 

 

Abstract – Serotypes A and D of Pasteurella multocida (Pm) are commonly associated with cases of 

pneumonia and pleuritis in pigs. In order to identify those serotypes, phenotypic techniques such as the 

hyaluronidase and acriflavine tests, and genotypic techniques such as PCR, can be utilized. The 

objective of this study was to compare the capsular typing of Pm isolates (type A and type D) amongst 

pigs using phenotypic (hyaluronidase and acriflavine tests) and genotypic (multiplex PCR) techniques. 

In this study, 86 Pm isolates from 1981 to 1997, originated from the Veterinary Research Institute 

Desiderius Finamor (IPVDF), were analyzed at Embrapa pigs and poultry, in Concordia/SC. After 

performing the cultivation of Pm lyophilized isolates, 44 from 86 Pm isolates were recovered (51.1%). 

Phenotypic tests were then performed which resulted in 2 isolates of type D (4.5%), 40 isolates of type 

A (91%) and 2 nontypeable isolates (4.5%) because the isolates were positive for both hyaluronidase 

and acriflavine tests. However, after these isolates had been genotypically tested by PCR, 38 were 

classified as type A (86.4%) and 6 as type D (13.6%). The results of this study show that, in some 

cases, there is no equivalency between the phenotypic and genotypic testing methods, as proved in this 

study with 4 out of 44 isolates (9%) being non-equivalent. Furthermore, since the result of PCR is 

direct, without the need for interpretation by the performer, this test becomes more reliable. 
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Introdução - A Pm é uma bactéria de distribuição mundial e possue vários hospedeiros, como 

humanos, pássaros e outros animais (MARKEY et al., 2013). Em suínos, é considerada um agente 

residente do trato repiratório superior e pode estar presente em processos de pneumonias e pleurites 

(HERES, 2009; REGISTER, 2012). Um dos principais fatores de virulência da Pm é sua cápsula 

bacteriana, utilizada para diferenciar os isolados em seis sorotipos com base na sua antigenicidade: 

sorotipos A, B, C, D, E e F (CARTER, 1967). Desses, os sorotipos A e D são mais comumentes 

associados a doenças em suínos, sendo o sorotipo D mais associado com a rinite atrófica (REGISTER 

et al., 2012) e lesões de pneumonia (MORÉS, 2006), e o sorotipo A com pneumonias e pleurites 

(BOROWSKI, 2001; MORÉS, 2006). De acordo com Pijoan et al. (2006), o sorotipo A é o mais 

comumente isolado em casos de pneumonia, mas o sorotipo D também é encontrado. Em relação ao 

cultivo, a Pm é nutricionalmente fastidiosa, crescendo melhor em meios suplementados com soro ou 

sangue ou ainda em ágar chocolate, e não cresce em ágar MacConkey (MARKEY et al., 2013). Cartel 

e Rundell (1975) desenvolveram um teste para reconhecer as cepas do tipo A através da 

despolarização da cápsula após crescimento nas proximidades de uma cepa de Staphilococcus aureus 

produtora de hialuronidase (satelitismo negativo). Para reconhecer as cepas do tipo D, Carter e 

Subronto (1973) desenvolveram uma técnica baseada na reação flocular das cepas com uso de 

acriflavina. No entanto, após o advento da técnica de PCR desenvolvida por Towsend et al. (2001), a 

tipificação capsular genotípica passou a ser o teste padrão ouro em substituição aos testes fenotípicos 

para muitos autores (DZIVA et al., 2008). Assim, o objetivo desse trabalho foi comparar a tipificação 

capsular de isolados de Pm (tipo A e tipo D) de suínos utilizando técnicas fenotípicas (testes de 

hialuronidade e de acriflavina) e genotípica (PCR multiplex).   

 

 

Material e Métodos - Foram analisados 86 isolados de Pmliofilizados no Instituto de Pesquisas 

Veterinárias Desidério Finamor (IPVDF), no Rio Grando do Sul, no período de 1981 a 1997. Todos os 

isolados foram coletados de suínos provenientes do Rio Grande do Sule enviados para o diagnóstico 

laboratorial de casos de campo de pleurite, pneumonia ou rinite. Inicialmente, foi realizada tentativa 

de recuperação dos isolados liofilizados.  Para tal, cada liofilizado foi dissolvido em 3mL de ágar 

infusão de cérebro e coração (BHI) e cultivado tanto em BHI quanto em  ágar contendo 5% de sangue 

ovino (AS) e incubado a 37ºC por 18-24h. Após incubação, foi realizada leitura das placas e, quando 

não se obteve crescimento de Pm, foi realizado cultivo e incubação por mais 24 h. Ao final das 48 h de 

incubação, os isolados puros foram estocados em BHI contendo sangue ovino (50%) e armazenados a 

temperatura de -70ºC. Os isolados contaminados foram purificados e estocados da mesma forma. 

Aqueles isolados sem crescimento ou com crescimento apenas de contaminantes foram descartados.Os 

isolados foram classificados fenotipicamente em dois grupos, tipo A e tipo D, de acordo com seu tipo 

capsular, através dos testes de hialuronidase e acriflavina.Para a classificação do tipo A, foi utilizado o 

teste de hialuronidase descrito por Carter e Rundell (1975), que consiste em semear o isolado de Pm 

em ágar sangue na forma de estrias espaçadas e, em seguida, semear uma amostra de Staphilococcus 

aureus produtora de hialuronidase de forma perpendicular às estrias do isolado de Pm, formandoum 

ângulo de 90°. A placa de ágar sangue é então incubada a 37°C por 24h. São considerados isolados do 

tipo A, aqueles com colônias menores próximas à linha de Staphylococcus aureus (satelitismo 

negativo). Para a classificação do tipo D, foi utilizado o teste de acriflavina descrito por Carter e 

Subronto (1973) modificado, que consistiu em semear o isolado de Pm em um tubo com 2mL de BHI 

e, em seguida, incubar a 37°C por 18 a 24h. Após incubação, o tubo era centrifugado (1.500 rpm por 

15 min) e retirava-se 0,5mL do sobrenadante, que era descartado. Acrescentava-se ao concentrado 

restante 0,5mL de uma solução de 1:1000 de acriflavina neutra. São considerados isolados do tipo D, 

aqueles que se autoaglutinam em até 5 min. Ainda foi realizada uma classificação genotípica por 

PCRmultiplexpara detecção dos genes de tipagem capsular hyaD-hyaC (tipagem capsular A), dcbF 

(tipagem capsular D) e do gene kmt1 (espécie-específica para Pm), segundo Towsend et al. (2001). 

 

Resultados e Discussão - O cultivo das amostras liofilizadas resultou na recuperação de 44 dos 86 

isolados de Pm (51,1%). Após realizadosos testes fenotípicos (hialuronidase e acriflavina), 2 amostras 

foram classificadas como tipo D (4.5%), 40 amostras como tipo A (91%) e 2 amostras como sem 

tipificação (4,5%), uma vez que tiveram resultados positivos para ambos os testes de hialuronidase e 

de acriflavina.No entanto, após esses isolados recuperados serem submetidos ao teste genotípico (PCR 

multiplex), 38 foram classificados como tipo A (86,4%) e 6como tipo D (13,6%). Ou seja, houve 
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divergência na tipificação de 4 do total de 44 isolados (9%). A maior prevalência de Pm tipo A já era 

esperada, uma vez que esse sorotipo é mais comumente isolado em casos de pneumonia em suínos 

(PIJOAN et al., 2006). A divergência na tipificação observada nesse trabalho também foi descrita num 

estudo de Arumugam et al. (2011), o qual utilizou as mesmas técnicas descritas no presente trabalho. 

 

Conclusões - De acordo com os resultados observados nesse trabalho, em alguns casos, não existe 

equivalência entre a tipificação capsular de isolados de Pm (tipo A e tipo D) de suínos realizada pelas 

técnicas fenotípicas (testes de hialuronidase e de acriflavina) e a técnica genotípica (PCR multiplex). 

Ainda, uma vez que o resultado do PCR é direto, sem a necessidade de interpretação por parte do 

executor, a tipificaçãocapsular da Pm utilizando essa técnica se torna mais confiável.   
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