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RESUMO 

 
A bactéria Pasteurella multocida ocasiona inúmeras perdas econômicas associadas a doenças 
respiratórias e, em alguns casos, ao processamento de produtos de origem animal. A cólera 
aviária (CA) está entre as principais doenças causadas por este microrganismo. Entre os 
diversos mecanismos de virulência existentes, a formação de biofilmes demonstra ser um 
importante fator para a proteção e para a sobrevivência bacteriana em ambientes hostis. 
Estudos sobre a capacidade de formação de biofilmes de P. multocida não são frequentes 
quando comparados com aqueles envolvendo outros microrganismos. Da mesma forma, a 
formação de biofilme geralmente não é relacionada com a patogenicidade dos isolados. Por 
esta razão, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de formação de biofilme in vitro 
de isolados de P. multocida e a sua relação com a patogenicidade das cepas, além da 
ocorrência de genes do locus tad. Os resultados sobre a capacidade de aderência 
demonstraram que a maioria dos exemplares analisados (52,12%) foram classificados como 
fracamente aderente e mais de 40% (40,42%) não produziram biofilme. Na análise por PCR 
para a detecção de genes do locus tad, observou-se que 56,52% das 94 cepas analisadas foram 
positivas para os quatro genes selecionados (tadB, tadD, tadE e tadG). Após o agrupamento 
das amostras as cepas foram relacionadas com os seus respectivos IPs, anteriormente obtidos 
em estudo in vivo. O IP médio das cepas classificadas como não produtoras de biofilme 
apresentou diferença estatística significativa (p˂0,05) em relação ao IP das cepas 
moderadamente produtoras. Da mesma forma, os exemplares classificados como fracamente 
produtores de biofilme diferiram significativamente do grupo de cepas moderadamente 
produtoras. Entretanto, não houve diferença significativa (p>0,05) do IP dos exemplares não 
produtores de biofilme e dos fracamente produtores. Concluiu-se com este trabalho que cepas 
de P. multocida isoladas de casos de CA e de pulmões de suínos possuem capacidade de 
adesão em superfície de poliestireno, geralmente apresentando níveis baixos de aderência. Os 
genes tadB, tadD, tadE e tadG, foram detectados em conjunto na maioria das cepas analisadas 
e não houve associação significativa entre a presença dos mesmos e a origem de isolamento. 
Da mesma forma, não houve associação entre a presença dos genes tadB e tadD com a 
capacidade de formação de biofilme das cepas. Em geral, cepas de menor patogenicidade 
apresentaram uma maior capacidade de formação de biofilme em placas de poliestireno. 
 
Palavras-chave: Biofilme, Pasteurella multocida, patogenicidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

Pasteurella multocida bacteria causes numerous economic losses associated with respiratory 
diseases, and in some cases, to the processing of animal products. Fowl Cholera (FC) is 
among the main diseases caused by this microrganism. Among the various existing virulence 
mechanisms, the formation of biofilms proves to be an important factor for the protection and 
for bacterial survival in hostile environments. Studies on biofilm formation capacity by P. 
multocida are infrequent when compared to those involving other microrganisms. Moreover, 
biofilm formation is not generally related to the pathogenicity of isolates. For this reason, the 
aim of this study was to evaluate the in vitro biofilm formation capacity of P. multocida 
isolates and their relationship with the pathogenicity of strains, besides the occurrence of 
genes tad locus. The results of the adherence capacity showed that most of the analyzed 
samples (52.12%) were classified as weakly adherent and more than 40% (40.42%) did not 
produce biofilm. In PCR analysis for detection of gene tad locus, it was found that 56.52% of 
the 94 strains analyzed were positive for the four selected genes (tadB, tadD, tadE and tadG). 
After grouping the samples, the strains were related to their respective IPs, previously 
obtained in an in vivo study. The average IP of the strains classified as non-biofilm producers 
show statistically significant difference (P<0.05) compared to the IP of moderately producing 
strains. Similarly, classified samples as weakly biofilm producers differ significantly from the 
group of moderately producing strains. However, there was no significant difference (p> 
0.05) of the IP of the non-producing samples of biofilm and of the weakly producers. It was 
concluded from this work that P. multocida strains which were isolated from CA and pig 
lungs have the ability of adhesion in polystyrene surface, usually presenting a low level of 
adhesion. The tadB, tadD, tadE and tadG genes, were detected along with in most of the 
analyzed strains and there was no significant association between the presence of these genes 
and their isolation of origin. Similarly, there was no association between the presence of tadB 
and tadD genes with biofilm-forming ability of the strains. In general, less pathogenic strains 
showed a higher capacity biofilm formation in polystyrene plates. 
 
Key-words: Biofilm, Pasteurella multocida, pathogenicity. 
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1.   INTRODUÇÃO 
 

 
A indústria avícola tem como base um sistema complexo e dinâmico, em que as ações 

conjuntas nas áreas de manejo, nutrição, genética e de sanidade projetaram o Brasil como o 

terceiro maior produtor de frangos do mundo, juntamente com Estados Unidos e China Além 

disto, o país mantém-se como o maior exportador do setor, ofertando um volume significativo 

de proteína de origem animal em curto prazo e com baixo custo de produção (AMARAL, 

2014).  

No 1o trimestre de 2015 foram abatidas no Brasil 1,380 bilhão frangos de corte. Este 

resultado significou uma queda de 1,9% em relação ao trimestre imediatamente anterior e um 

aumento de 2,1% na comparação com o mesmo período de 2014. A Região Sul foi 

responsável por 59,2% do abate nacional de frangos no 1o trimestre de 2015, seguida pelas 

Regiões Sudeste (20,5%), Centro Oeste (15,1%), Nordeste (3,7%) e Norte (1,5%) (IBGE 

2015).  

Além do elevado consumo de carne de aves, que chegou a 41,80 kg por habitante no 

ano de 2014 (UBABEF, 2014), a avicultura nacional é uma forte geradora de empregos 

diretos e indiretos, além de representar uma fonte de renda para milhares de famílias de 

produtores integrados no Rio Grande do Sul (ZANATTA, 2008). 

Nesta posição de destaque, a produção avícola possui atualmente um importante papel 

sócio econômico, o que faz necessário uma atenção mais detalhada no que diz respeito à 

saúde dos planteis. O crescimento econômico das indústrias está inteiramente relacionado 

com o aumento de tamanho dos sistemas de produção, bem como com o aumento da 

densidade animal em uma determinada área geográfica. Esta situação geralmente promove 

condições favoráveis para a multiplicação, disseminação e para a perpetuação de diversos 

patógenos, especialmente se as medidas de biosseguridade forem negligenciadas (SESTI, 

2004). 

Entre os patógenos capazes de causarem doenças em diferentes espécies animais, 

destaca-se a bactéria Pasteurella multocida, um bacilo Gram negativo que ocasiona inúmeras 

perdas econômicas associadas a doenças respiratórias (MORAES, 2014) e, em alguns casos, 

ao processamento de produtos de origem animal (Ribeiro et al. 2012). A cólera aviária (CA) 

está entre as principais doenças causadas por P. multocida, além da rinite atrófica progressiva 

em suínos, a septicemia hemorrágica em bovinos e a pasteurelose em coelhos (Ferreira et al. 

2012, Wilkie et al. 2012). Casos esporádicos de infecções no homem também podem ocorrer 
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e são geralmente associados a arranhaduras e mordidas causadas por cães e gatos (Gerardo et 

al. 2001, Kawashima et al., 2010). Estas infeções podem variar de crônicas a septicêmicas e 

fatais, como geralmente é observado nos casos de CA e de septicemia hemorrágica (Wilkie et 

al. 2012). 

Entre os diversos mecanismos de virulência existentes, a formação de biofilmes 

demonstra ser um importante fator para a proteção e para a sobrevivência bacteriana em 

ambientes hostis, tais como em tecidos ou sobre uma superfície inerte, onde estão expostos à 

luz, dessecação, pressão osmótica e a variações de pH e de temperatura (Costernon et al. 

1995, Sutherland 1997, Costernon et al. 1999). O biofilme é uma comunidade estruturada de 

células bacterianas inclusas em uma matriz polimérica extracelular auto produzida, a qual está 

anexada a uma superfície biótica ou abiótica (Hall-Stoodley & Stoodley 2009). Infecções que 

envolvem microrganismos que apresentam este modo de crescimento são geralmente crônicas 

e de difícil tratamento (Costerton et al. 1999). A capacidade do agente de iludir o sistema 

imunológico nestas condições, bem como de resistir a elevadas concentrações 

antimicrobianas, facilitam a persistência do microrganismo no hospedeiro (Lemon et al. 2008, 

Silva et al. 2014). 

O Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos estima que 75% das infecções em 

seres humanos são causadas pela formação e persistência de biofilmes (Richards & Melander 

2009). Considerando a extensa participação destas comunidades microbiológicas em 

infecções humanas, é provável que os biofilmes também estejam relacionados a uma 

variedade de infecções causadas em animais (Clutterbuck et al. 2007, Cochrane et al. 2009). 

Atualmente, as principais bactérias com potencial para a formação de biofilme incluem 

representantes dos gêneros Pseudomonas, Vibrio, Salmonella, além de Escherichia coli 

(Cochrane et al. 2009, Rajagopal et al. 2013). Estudos recentes sugerem que P. multocida 

também pode formar biofilmes, inclusive em pulmões de suínos (Ross 2006, Rajagopal et al. 

2013, Moraes et al. 2014). Entretanto, tais estudos não são frequentes quando comparados 

com aqueles envolvendo outros microrganismos. Da mesma forma, a formação de biofilme 

geralmente não é relacionada com a patogenicidade dos isolados. 

As principais estruturas associadas à virulência e identificadas em cepas de P. 

multocida são a cápsula e o lipopolissacarídeo (LPS). Contudo, outros genes são definidos 

como importantes marcadores de virulência em P. multocida (Wilkie et al. 2012). Estes 

incluem genes que codificam proteínas de membrana externa (ompH, oma87), genes 

relacionados ao metabolismo do  ferro (hgbA, hgbB, exBD-tonB) e aqueles que codificam 

fímbrias e adesinas (ptfA, pfhA, tad) (Ewers et al. 2006, Corney et al. 2007, Hatfaludi et al. 
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2010). Os genes do locus tad já foram descritos como marcadores de adesão. Regiões 

homólogas do locus de biossíntese do gene desempenham um importante papel na formação 

de biofilmes, na colonização e na patogênese de outros membros da Família Pasteurellaceae 

e de algumas bactérias Gram-negativas (Tomich et al 2007, Moraes et al. 2014). 

Como a bactéria P. multocida consiste em um importante patógeno envolvido em 

infecções respiratórias, estudos relacionados à formação de biofilmes tornam-se necessários. 

O biofilme pode constituir-se em um dos fatores de virulência para a sobrevivência da 

bactéria no hospedeiro (Rajagopal et al. 2013). Por esta razão, o objetivo deste estudo foi 

avaliar a capacidade de formação de biofilme in vitro de isolados de P. multocida e a sua 

relação com a patogenicidade das cepas, além da ocorrência de genes do locus tad. 
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1.   MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 
1.1  Amostras de Pasteurella multocida 

 
Um total de 94 cepas isoladas de casos clínicos de CA e de pulmões de suínos ao abate foi 

selecionado para o estudo. Todas as amostras encontravam-se estocadas em sangue total de 

ovino a uma temperatura de -80ºC. A reativação e os testes preliminares de confirmação das 

amostras puras de P. multocida foram realizados conforme descrito por Glisson et al. (2008) e 

Furian et al. (2013). 

 As cepas foram reativadas em caldo infusão de cérebro e coração (Brain Heart Infusion 

– BHI – Oxoid®) e incubadas em estufa bacteriológica a 37°C por 24 horas. Após este 

período, as amostras foram semeadas por esgotamento em ágar sangue (Oxoid®), adicionado 

de 5% de sangue ovino desfibrinado, e em ágar MacConkey (Oxoid®), meio de cultura em 

que não há crescimento de P. multocida. As amostras foram novamente incubadas a 37ºC por 

24 horas. Posteriormente, as colônias presentes no ágar sangue foram avaliadas de acordo 

com a sua morfologia. A coloração com Giemsa foi utilizada a fim de se observar a 

característica bipolar da célula bacteriana. Por último, realizaram-se os testes de catalase e de 

oxidase. 

 

1.2  Avaliação da capacidade de formação de biofilme a 37°C 
 

 A metodologia utilizada foi adaptada a partir dos trabalhos desenvolvidos por Stepanovic et 

al. (2000), Silva et al. (2014) e Borges (2015). O teste foi realizado em microplacas de 

poliestireno com 96 orifícios de fundo chato e as amostras foram classificadas de acordo com 

a produção de biofilme em quatro grupos: não produtoras, fracamente produtoras, 

moderadamente produtoras ou fortemente produtoras. Uma cepa de Salmonella enteritidis e 

uma de E. coli anteriormente classificadas como fortemente produtoras de biofilmes e 

pertencentes à bacterioteca do CDPA foram selecionadas como controles positivos. O 

controle negativo do teste correspondeu ao caldo TSB sem glicose (Trypticase Soy Broth – 

TSB – Difco®) não inoculado que foi adicionado a três orifícios de cada placa. 

Inicialmente, as amostras foram plaqueadas em ágar TSA sem glicose (Trypticase Soy 

Agar – TSA – Merck®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, uma colônia de 

cada amostra foi inoculada em caldo TSB sem glicose e incubada novamente a 37°C por 24 

horas. Após este período, o cultivo foi diluído em caldo TSB a fim de se atingir a 

concentração correspondente à escala 1 de McFarland (Probac®), a qual indica uma 
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concentração de aproximadamente 3x108 UFC/mL.  Em seguida, 200 µL da suspensão 

bacteriana de cada amostra foram inoculadas em triplicata em placas de poliestireno de 96 

poços de fundo chato (KASVI®), incluindo-se as amostras selecionadas como controles 

positivos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. 

 Após incubação, a suspensão bacteriana foi removida e as placas foram lavadas 

três vezes com 250 µL de solução de cloreto de sódio a 0,9% estéril para a remoção das 

células planctônicas. Posteriormente, 200 µL de metanol (Synth®) foram adicionados para a 

fixação das células bacterianas aderidas e o conteúdo foi removido depois de 15 minutos. As 

placas foram secas à temperatura ambiente e adicionaram-se 200 µL de solução de cristal 

violeta de Hucker 2% para a coloração das células. Após 5 minutos, as placas foram lavadas 

em água corrente e secas novamente à temperatura ambiente. Para a realização da leitura, 200 

µL de ácido acético glacial (Synth®) a 33% foram adicionados e a leitura da absorbância foi 

realizada após uma hora a 550 nm em um leitor de ELISA (Biotek®). O valor da absorbância 

de cada amostra (DOa) foi obtido pela obtenção da média aritmética dos valores dos 3 

orifícios. O ponto de corte foi definido como três desvios acima da média da absorbância do 

controle negativo (DOc). Para determinar a capacidade de formação de biofilme, a seguinte 

classificação foi utilizada: não aderente (DOa ≤ DOc), fracamente aderente (DOc < DOa ≤ 

2xDOc), moderadamente aderente (2xDOc <  DOa ≤ 4xDOc) e fortemente aderente (4xDOc < 

Doa). 

 

1.3  Índice de patogenicidade das cepas 
 

Os índices de patogenicidade (IP) das 94 cepas foram associados com a capacidade de 

formação de biofilme a 37°C. Os IPs foram previamente calculados em uma escala de 0 a 10 

a partir da inoculação experimental de pintos desenvolvida por Pilatti et al. (2016). Neste 

estudo prévio, as cepas foram divididas em três grupos de patogenicidade. O grupo de alta 

patogenicidade apresenta índices variando entre 8 a 10, o de média entre 4 e 7 e o grupo de 

baixa patogenicidade entre 0 a 3 (Pilatti et al. 2016). 

 

1.4  Extração de DNA e pesquisa de genes do locus tad  
 

Uma alíquota de 1 mL de BHI overnight de cada amostra foi separada para extração do DNA, 

utilizando-se o kit comercial de extração NucleoSpin® Tissue (Macherey Nagel®). O DNA 

extraído foi armazenado a -20ºC até o momento da análise por PCR para detecção de quatro 

genes do locus tad (tadB, tadD, tadE e tadG). Os oligonucleotídeos utilizados para a pesquisa 
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dos genes tadB, tadE e tadG e para a pesquisa do tadD foram descritos por Moraes et al. 

(2014) e por Tang et al. (2009), respectivamente (Tabela1). 

 

Tabela 1 - Sequência de oligonucleotídeos dos genes tad e seus respectivos tamanhos de 
amplicons. 

 

Gene Sequência dos primers (5’- 3’) Amplicon Referência 

tadB TTCGCCTAATTGTCCCGTTA 
TGGAAGTTAGGGCAATACCG 150 pb Moraes et al. (2014)	   

tadD TCTACCCATTCTCAGCAAGGC 
ATCATTTCGGGCATTCACC 416 pb Tang et al. (2009) 

tadE TGGATTCGTCCCAAGAGAAC 
ATCTCTCCTACGGGGAGTCG 195 pb Moraes et al. (2014) 

tadG AACTTGCCCAATTGTTCTCG 
CCTTCTGGTTGGACTTCTGC 224 pb Moraes et al. (2014) 

 

Para a amplificação do gene tadD, o protocolo de PCR anteriormente adaptado por 

Furian et al. (2016) no laboratório foi empregado. A amplificação dos genes tadB, tadE e 

tadG foi realizada conforme o protocolo descrito por Moraes et al. (2014) com modificações. 

Neste caso, o mix de reagentes da reação foi composto por 2,5 µL de Tampão 10x, 0,4 µL de 

dNTPs (10 mM - LudwigBiotec®), 0,5 µL de primers (20 pmol - Invitrogen®), 1,5 U da 

enzima GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega®), 1,25 µL de MgCl2 (25 mM - Promega®) e 

17,55 µL de água ultra pura. As reações de amplificação foram realizadas em termociclador 

(Swift MaxPro Thermal Cycler - ESCO Technologies®) com as seguintes condições: 

desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 95°C (30 

segundos), anelamento a 54°C (30 segundos) e de extensão a 72°C (60 segundos), além da 

extensão final a 72°C (10 minutos). A eletroforese dos produtos amplificados foi 

desenvolvida em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo e os géis foram 

fotodocumentados (AlphaDigDoc Pro - Alpha Innotech®) e posteriormente interpretados. As 

cepas padrão de P. multocida ATCC 12945 e de Avibacterium gallinarum ATCC 13360 

foram selecionadas como controle positivo e negativo dos testes, respectivamente. 

 



 16 

1.5  Análise estatística 
 

A análise estatística descritiva foi empregada para a determinação da frequência 

absoluta e relativa dos genes de virulência, assim como para o agrupamento das amostras 

quanto à capacidade de formação de biofilme. Os testes não paramétricos do Qui-quadrado 

(χ2) e Exato de Fisher foram utilizados para análise da distribuição das cepas classificadas em 

cada grupo do biofilme. Os testes não paramétricos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitnney 

foram utilizados para a comparação das médias dos índices de patogenicidade das cepas com 

a capacidade de formação de biofilme. O programa Statistical Package for Social Sciences® 

(SPSS) foi utilizado para as análises estatísticas, adotando-se como referencial o nível de 

significância de 5% e o nível de confiança de 95%. 
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2.   RESULTADOS 
 

As cepas de P. multocida de ambas as origens de isolamento foram capazes de formar 

biofilme em placas de poliestireno, conforme demonstram os resultados apresentados no 

Gráfico 1. Contudo, a maioria dos exemplares (52,12%) foi classificada como fracamente 

aderente e mais de 40% das cepas de P. multocida (40,42%) não produziram biofilme. Apesar 

do maior número de exemplares aviários classificados como forte ou moderadamente 

produtores (Gráfico 1), não foi observada diferença estatística (p>0,05) na frequência de 

cepas não produtoras, fracamente produtoras, moderadamente produtoras e fortemente 

produtoras entre as duas origens de isolamento. 

 

Gráfico 1 - Frequência relativa (%) das cepas de Pasteurella multocida classificadas como 
não produtoras, fracamente produtoras, moderadamente produtoras e fortemente produtoras 
de biofilme conforme a origem de isolamento. 

 
 

Na análise por PCR para a detecção de genes do locus tad, observou-se que 56,52% 

das 94 cepas de P. multocida analisadas foram positivas para os quatro genes selecionados 

(tadB, tadD, tadE e tadG). Da mesma forma, todos os protocolos de PCR foram específicos 

aos genes pesquisados (Fig.1). 

Considerando-se a frequência dos genes conforme a origem de isolamento (Gráfico 2), 

constatou-se que mais de 80% das cepas de origem aviária e suína foram positivas para tadB e 

que os genes tadE e tadG foram detectados em 100% dos exemplares, independentemente da 
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origem. Por outro lado, o gene tadD foi detectado em 50% das cepas aviárias e em 83,33%, 

das cepas isoladas de suínos (Gráfico 2). 

 

 

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídio com os produtos de amplificação 
compatíveis com os genes pesquisados. Legenda: MW = marcador de peso molecular (100 pb), amostras 1 e 2 = 
tadB (150 pb), amostras 3 e 4 = tadD (416 pb), amostras 5 e 6 = tadE (195 pb), amostras 7 e 8 = tadG (224 pb). 
A seta tracejada indica um fragmento de 200 pb; a seta preenchida indica um fragmento de 500 pb. 

 

Gráfico 2 - Frequência relativa (%) das cepas de Pasteurella multocida classificadas como 
não produtoras, fracamente produtoras, moderadamente produtoras e fortemente produtoras 
de biofilme conforme a origem de isolamento. 

 
 

A partir da frequência dos genes pesquisados (tadB, tadD, tadE e tadG) através de 

PCR, a relação percentual entre amostras positivas para a presença dos mesmos e a aderência 
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genes pesquisados, 61,53% foram classificadas como exemplares formadores de biofilme, 

incluindo-se uma cepa fortemente produtora. Entre as cepas isoladas de suínos, 57,68% 

apresentaram relação com níveis de aderência, sendo três classificadas como moderadamente 

produtoras. Contudo, a ausência individual dos genes tadB e tadD não apresentou associação 

significativa (p>0,05) com a capacidade de formação de biofilme das cepas de P. multocida. 

Após avaliação da formação de biofilme e agrupamento das amostras, as cepas 

analisadas foram relacionadas com os seus respectivos IPs, anteriormente obtidos em estudo 

in vivo. O IP médio das cepas de P. multocida classificadas como não produtoras de biofilme 

apresentou diferença estatística significativa (p˂0,05) em relação ao IP das cepas 

moderadamente produtoras (Gráfico 3). Da mesma forma, os exemplares classificados como 

fracamente produtores de biofilme diferiram significativamente do grupo de cepas 

moderadamente produtoras. Entretanto, não houve diferença significativa (p>0,05) do IP dos 

exemplares não produtores de biofilme e dos fracamente produtores (Gráfico 3). 

 

Gráfico 3 - Distribuição das cepas de Pasteurella multocida de origem aviária e suína 
conforme a formação de biofilme e os índices de patogenicidade (IP) calculados a partir da 
inoculação experimental de pintos. 
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3.   DISCUSSÃO 
 

Diversas bactérias patogênicas estão presentes em animais constituindo biofilmes 

(Costerton et al. 1999). Apesar disto, pesquisas relacionadas à formação de biofilme em P. 

multocida são raras (Olson, 2002, Romanò et al. 2013). As bactérias que possuem esta 

capacidade aderem-se a praticamente todas as superfícies in vitro, desde que existam 

condições adequadas para a fixação. Entre estas condições, a restrição de nutrientes, como o 

caldo TSB sem glicose (Christensen et al. 1982) utilizado no estudo, consiste em uma 

condição importante para a formação de biofilmes (Dewanti &Wong 1995). Além disto, 

Olson e colaboradores (2002) julgaram ser necessária a suplementação com 2% de soro fetal 

bovino e a incubação sob 10% de CO2 das amostras para a formação de biofilme de P. 

multocida em caldo TSB. Tais condições podem ser testadas em trabalhos futuros para 

comparação dos resultados obtidos. 

Vários substratos são empregados para estimular a fixação das bactérias in vitro, os 

quais podem ser hidrofóbicos ou hidrofílicos (Rajagopal et al. 2013). O poliestireno, 

selecionado no estudo, é um material inerte frequentemente utilizado na avaliação da 

capacidade de formação de biofilme por diversas espécies bacterianas (Silva et al. 2014, 

Borges 2015, Narayanan et al. 2016, Salimena et al. 2016). Da mesma forma, estudo recente 

desenvolvido por Rajagopal et al. (2013) menciona a capacidade aderente de P. multocida em 

uma superfície inerte formada por argila bentonita, havendo o pico do crescimento de células 

do biofilme no terceiro dia de incubação. 

O potencial de cepas de P. multocida para formar biofilme foi constatado no estudo 

através do crescimento do organismo sob restrição de nutrientes em placas de poliestireno em 

níveis baixos de aderência para a maioria dos isolados, tanto de origem aviária quanto suína. 

Apesar das cepas analisadas não terem demonstrado forte produção, assim como relatado para 

outras bactérias, como Salmonella spp. (Marquezini 2015) e Pseudomonas aeruginosa 

(Hassett et al. 2009), constatou-se que P. multocida apresenta a capacidade de formar 

biofilme in vitro. Assim, pesquisas sobre a capacidade de aderência deste microrganismo 

tornam-se fundamentais, uma vez que este é um importante patógeno respiratório e o modo de 

biofilme poderia contribuir para uma maior virulência do agente (Rajagopal et al. 2013). 

Para avaliar esta questão, o grau de formação de biofilme foi comparado com o IP 

obtido para as mesmas cepas, o qual poderia ser considerado a expressão in vivo da 

patogenicidade dos isolados (Pilatti et al. 2016). A patogenicidade descreve a gama de todas 

as características de um microrganismo que apresentam papel na infecção e o termo 
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virulência descreve o nível de patogenicidade de um microrganismo específico (Kubatzky 

2012). Contudo, o fato das cepas de P. multocida consideradas de maior patogenicidade terem 

demonstrado menor capacidade de formação de biofilmes no estudo sugerem que outros 

fatores de virulência sejam preponderantes para o processo de infecção, além da simples 

aderência bacteriana. Por exemplo, os principais componentes de superfície de P. multocida, 

cápsula e lipopolissacarídeo, apresentam importante papel na resistência à fagocitose, à 

inibição do sistema complemento e da atividade de peptídeos antimicrobianos (Wilkie et al. 

2012). Além disto, outros fatores de virulência estão envolvidos com a sobrevivência do 

microrganismo no hospedeiro infectado (Wilson et al. 2013) e geralmente as bactérias 

patogênicas apresentam múltiplas adesinas a distintos tipos celulares (Harper et al. 2006, 

Kline et al. 2009). 

Da mesma forma, a formação de biofilme consiste em um mecanismo de 

sobrevivência diante da restrição de nutrientes que poderia estar associada a cepas de menor 

virulência ou à participação de P. multocida em infecções secundárias. Como exemplo, P. 

multocida tem a capacidade de colonizar pulmões de suínos na forma de biofilme, causando 

lesões geralmente difíceis de serem tratadas devido à dificuldade na ação dos antimicrobianos 

e do sistema monocítico fagocitário (Donlan & Conserton 2002, Moraes et al. 2014). Apesar 

dos resultados obtidos, a capacidade de formação de biofilme conforme a patogenicidade das 

cepas deve ser novamente avaliada em trabalhos futuros a partir da obtenção de um maior 

número de amostras classificadas como fortemente produtoras de biofilme. Esta relação não 

foi possível de ser avaliada estatisticamente no atual estudo devido à presença de uma única 

amostra neste grupo. 

Os genes do locus tad pertencem ao grupo de adesinas putativas (Hatfaludi et al. 

2010). O sistema Tad, presente em diversos gêneros bacterianos, representa o principal 

subtipo de secreção do tipo III e os genes relacionados codificam proteínas necessárias para a 

formação da fímbria Flp que podem ser fundamentais para a formação de biofilmes (Tomich 

et al. 2007, Hatfaludi et al. 2010). Entre os quatro genes selecionados para análise, observou-

se que tadE e tadG foram detectados em 100% dos isolados de CA e de pulmões de suínos. Já 

a frequência dos genes tadB e tadD foi variável em ambas as origens. De maneira semelhante, 

Moraes e colaboradores (2014) detectaram os genes tadA, tadB, tadC, tadE, tadF e tadG em 

100% dos isolados de pulmões de suínos, com exceção de tadD, assim como relatado no atual 

estudo. 

O gene tadD codifica uma adesina de aderência inespecífica (May et al. 2001) e foi 

anteriormente pesquisado em estudos de análise do perfil genético em cepas de P. multocida 
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isoladas de suínos, bovinos e de aves (Tang et al. 2009, Katsuda et al. 2013, Moraes et al. 

2014, Furian et al. 2016). Tais pesquisas também destacam a variação na presença do gene e 

sua associação positiva com o sorotipo A de P. multocida (Tang et al. 2009) e negativa com o 

sorogrupo D da bactéria, como anteriormente foi observado em estudo do nosso grupo (Furian 

et al. 2016). 

Apesar de tadD compor o locus associado com a formação de biofilmes, inclusive 

havendo relação da ocorrência com a presença de lesões pulmonares em suínos e bovinos 

(Khamesipour et al. 2013, Moraes et al. 2014), a sua presença em amostras individuais no 

estudo não apresentou associação significativa com a capacidade de formação de biofilme. 

Tal situação é provavelmente justificada pela detecção de demais genes do mesmo locus 

relacionados com a formação de biofilme e ou por mutações no gene tadD que interferem no 

potencial de aderência de P. multocida (Fuller et al. 2000). 
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4.   CONCLUSÃO 
 

A avaliação da capacidade de formação de biofilme por cepas de P. multocida isoladas 

de casos de CA e do pulmão de suínos demonstrou que o microrganismo possui capacidade 

de adesão em superfície de poliestireno, geralmente apresentando níveis baixos de aderência. 

Os genes tadB, tadD, tadE e tadG, pertencentes ao locus tad, foram detectados em conjunto 

na maioria das cepas analisadas e não houve associação significativa entre a presença dos 

mesmos e a origem de isolamento. Da mesma forma, não houve associação entre a presença 

dos genes tadB e tadD com a capacidade de formação de biofilme das cepas. Em geral, cepas 

de menor patogenicidade apresentaram uma maior capacidade de formação de biofilme em 

placas de poliestireno. 
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