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INTRODUGAO: no Brasil, o isolamento bacteriolégico (IBT) de Pasteurella multocida A de
suinos com problemas respiratérios é elevado [4]. Este patégeno, considerado um oportunista
[5], vem sendo associado com lesdes pulmonares necréticas e hemorragicas, observadas tanto
em surtos de campo como em condi¢des experimentais [3, 4]. Estudos moleculares podem
trazer informagdes importantes sobre o possivel papel de amostras de P. multocida A na
patogénese de lesdes pneumonicas. O objetivo deste trabalho é fazer a caracterizacdo
molecular para genes espécie-especifica, de tipagem capsular e de viruléncia de isolados de P.
multocida A obtidos de suinos de terminagédo de oito estados brasileiros.

MATERIAIS E METODOS: foram analisadas 156 amostras de DNA obtidas de isolados de P.
multocida A, provenientes de pulmdes de suinos com pneumonia, coletados em granjas e em
lotes de frigorificos. Os IBT foram realizados em 2011 e 2012, nos estados de MG (41), RS
(38), SP (18), SC (17), MT (14), PR (14), MS (11) e GO (3). A extracdo de DNA dos isolados foi
realizada por choque térmico e o DNA extraido foi utilizado para realizagdo de 2 PCRs
multiplex. Uma PCR foi utilizada para detec¢éo dos genes de tipagem capsular hyaD-hyaC
(tipagem capsular A), dcbF (D), fcbD (F) e do gene kmtl (espécie-especifica) [6] com pequenas
modifica¢Ges e outra PCR foi utilizada para deteccdo dos genes de viruléncia toxA (toxina
dermonecroética), tbpA (proteina de ligagdo da hemoglobina) e hgbB (mecanismos de aquisi¢cdo
de ferro) e pfhA (hemaglutinina filamentosa - fator de adeséo bacteriana) [1]. Para confirmar a
especificidade das técnicas, o DNA de um fragmento amplificado de cada gene foi
sequenciado. As sequéncias obtidas foram submetidas a andlise no banco de dados Genbank,
utilizando a ferramenta BLAST.

RESULTADOS: na PCR multiplex para deteccao dos genes espécie-especifica e de tipagem
capsular, 100% das amostras (156) foram positivas para o gene espécie-especifica kmt1,
94,2% para tipagem capsular A (147/156), 5,8% para tipagem capsular D (9/156) e nenhuma
amostra positiva para tipagem capsular F (0/156). As amostras positivas para tipagem capsular
A, pertencem aos estados de MG (37), RS (36), SP (18), SC (17), PR (13), MT (13), MS (10) e
GO (3) e as amostras positivas para tipagem capsular D aos estados de MG (5), RS (2), MT (1)
e MS (1). Na PCR multiplex para deteccéo de fatores de viruléncia, 31,4% das amostras foram
positivas para pfhA (49/156), 82,7% foram positivas para hgbB (129/156) e a associacéo
positiva (presenca de ambos 0s genes na mesma amostra) para estes genes foi de apenas
14%, com forte associagao negativa (presenga de um ou de outro gene na mesma amostra)
entre eles de 86%. Nenhuma (0/156) das amostras apresentou resultado positivo para os
genes toxA e tbpA. As amostras positivas para o gene pfhA pertencem aos estados do RS (18),
MG (14), SC (6), MT (3) e GO/PR/MS/SP (2 isolados cada) e as amostras positivas para o gene
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hgbB pertencem aos estados de MG (38), RS (22), SP (18), MT (14), SC (13), PR (13), MS (9)
e GO (2). As sequéncias obtidas no sequenciador 3130x| Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) apresentaram compatibilidade com os genes em estudo, quando analisadas no
Genbank.

DISCUSSAO E CONCLUSAO: os resultados mostram que todos os isolados em estudo
correspondem a P. multocida e que o sorotipo capsular A é predominante. Em relacéo aos
genes associados com a viruléncia, na maioria dos isolados detectamos a presenca do gene
hgbB, de acordo com o esperado. A alta prevaléncia de genes de aquisi¢do de ferro, como
importante fator de viruléncia, em P. multocida, bem como seu papel crucial na patogénese,
sugere fortemente o uso destes isolados como atraentes candidatos para o desenvolvimento de
vacinas [2]. Apesar destes isolados serem provenientes de lesdes pneumdnicas, ndo
detectamos a presenca do gene tbpA, que é relacionado como um importante fator de
viruléncia em amostras provenientes de septicemia hemorragica em bovinos [2], tampouco do
gene toxA relacionado com lesées necréticas ocasionadas pela toxina dermonecrética. Em
concordancia com Ewers [2], encontramos resultados similares quanto a presenca de pfhA,
relacionado a presenga de hemaglutinina como um provavel e importante fator de adeséo
bacteriana no trato respiratorio. Entretanto, nossos achados diferem de Ewers [2] em relagdo a
presenca do gene toxA. Assim, estudos experimentais de patogenicidade em suinos, utilizando
isolados positivos para diferentes genes de viruléncia, serdo necessarios para entender se tais
fatores influenciam na sua patogenicidade, bem como a importancia do uso destes genes como
marcadores em estudos epidemioldgicos. Conclui-se que o sorotipo capsular A é predominante
nas lesdes pneumdnicas causadas por P. multocida em suinos e que os isolados apresentam
diferencas em relagdo aos genes de viruléncia estudados.
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