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RESUMO

Actinobacillus pleuropneumoniae é o agente etioldogico da pleuropneumonia suina,
enfermidade amplamente distribuida no rebanho suino mundial, responsavel por
prejuizos econdmicos relevantes. Possui 12 sorotipos, determinados por técnicas de
sorotipificagdo baseadas nos antigenos capsulares. A similaridade estrutural destes
antigenos € responsavel por reagdes cruzadas, observadas entre os sorotipos 1, 9 e 11,
sorotipos 3, 6 e 8, e sorotipos 4 e 7; o que pode dificultar a sorotipificagdo. Além disso, ¢
descrita a ocorréncia de amostras ndo sorotipificaveis. O conhecimento do sorotipo
prevalente nos surtos da enfermidade € necessario aos programas de profilaxia.

Procurando contornar as dificuldades normalmente encontradas na sorotipificagdao
de 4. pleuropneumoniae, a técnica de RAPD foi avaliada na genotipificacdo de amostras
sorotipificaveis e ndo sorotipificaveis do agente. Foram utilizadas amostras ATCC dos
12 sorotipos e amostras dos sorotipos 1, 3, 4, 5a, 5b, 7, 11 e 12 isolados no Brasil. Os
primers OPG-10 e OPG-19, utilizados individualmente nas reagdes, foram mais
adequados para a diferencia¢do dos sorotipos.

O primer OPG-19 detectou polimorfismos semelhantes entre os sorotipos 1, 3, 4,
5, e 11; e sorotipos 7 e 12. O perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-10 diferenciou
os isolados de campo dos sorotipos 1, 7, 11 e 12. Os sorotipos 3 e 5 apresentaram padrio
de RAPD semelhantes, sendo diferenciados pelo perfil de exotoxinas caracteristico,
determinado previamente através de PCR. Este primer identificou quatro diferentes
perfis de RAPD no sorotipo 3. Um destes foi semelhante ao obtido com o sorotipo 11.
Neste isolado, foi detectada a presenca dos genes para Apxl e ApxIl, caracteristicos do
sorotipo 11.

As amostras do sorotipo 4 apresentaram perfil de RAPD semelhante ao
identificado nos sorotipos 3 ou 5 com o primer OPG-10, sendo identificada, por PCR, a
presenca dos genes para Apxl e ApxIl, os quais ndo sdao caracteristicos do sorotipo.
Estas amostras foram isoladas em anos posteriores as amostras dos sorotipos 3 e 5

analisadas.



Foi possivel caracterizar 13 das 14 amostras ndo sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae obtidas de suinos com sinais clinicos da doenca. Entre as 4
amostras ndo sorotipificaveis isoladas de leitdes sem sinais clinicos, apenas uma foi
caracterizada através de RAPD. E possivel que as demais amostras sejam outras
bactérias NAD-dependente isoladas do trato respiratdrio de suinos.

Amostras caracterizadas como A. minor e A. indolicus apresentaram perfis de
RAPD divergentes dos identificados em isolados puros de A.pleuropneumoniae,
comprovando a capacidade da técnica na caracterizagdo do agente. Diferentes amostras
do mesmo sorotipo de A. pleuropneumoniae apresentaram polimorfismos de RAPD
idénticos, demonstrando reprodutibilidade da técnica.

Os resultados comprovam a capacidade de tipificacdo de A. pleuropneumoniae
através de RAPD. A pesquisa de primers adequados para a diferenciagdo dos sorotipos
3, 4 e 5 deve aprimorar sua caracterizagdo, o que pode vir a contribuir com as técnicas
de sorotipificagdo tradicionalmente utilizadas, ou permitir o uso como método de

confirmag¢do nas amostras cuja sorotipificacdo ¢ problematica.



ABSTRACT

The swine pleuropneumonia is a highly contagious disease caused by the
bacterium Actinobacillus pleuropneumoniae. The disease is spread worldwide, being
responsible for significant economic losses. Until now, 12 serotypes have been
described, determined by methods involving the detection of capsular antigens. Due to
structural similarities in these antigens, cross reactions have been reported between
serotypes 1, 9 and 11; serotypes 3, 6 and 8; serotypes 4 and 7; leading to difficulties in
the serotyping. Besides, there are isolates that are not serotypeable. It should be pointed
out that the determination of the prevalent serotype in outbreaks of the disease is
necessary for taking the correct prophylactic measures.

Taking into account all these difficulties in serotyping A. pleuropneumoniae, we
have evaluated the RAPD technique for the genotyping of both serotypeable and non-
serotypeable isolates. In this study, the ATCC reference strains for the 12 serotypes and
isolates from Brazil (serotypes 1, 3, 4, 5a, 5b, 7, 11 and 12) were analyzed. Two primers,
named OPG-10 and OPG-19, were the most suitable to analyze the different
A. pleuropneumoniae isolates. These primers were used isolated in RAPD reactions.

A very similar RAPD pattern between serotypes 1, 3, 4, 5, and 11; as well as
between serotypes 7 and 12, was observed using primer OPG-19. The OPG-10 primer
has been shown to be the most appropriate to differentiate field isolates belonging to the
serotypes 1, 7, 11 and 12. Samples from serotypes 3 and 5 gave rise to similar RAPD
patterns, being differentiated by the RTX toxin genes profile determined by PCR.
Samples belonging to the serotype 3 presented four divergent RAPD patterns, as
detected by the OPG-10 primer. One of these RAPD patterns was identical to the one
from serotype 11. The RTX toxin genes profiling by PCR indicated the presence of
genes for toxins ApxI and ApxII in this isolate.

Serotype 4 samples presented a RAPD pattern similar to the one observed in
serotypes 3 or 5, detected by the OPG-10 primer. The apxI and apxII genes, that are not
present in this serotype, were detected in these samples. These samples were isolated in

recent years compared with the serotypes 3 and 5 samples analysed in the present study.



Using the RAPD profiling was possible to characterize 13 out of 14 non-
serotypeable isolates obtained from animals displaying clinical signs of the disease.
Among the 4 non-serotypeable isolates obtained from pigs without clinical signs, only
one was characterized by RAPD. One possibility is that the samples that could not be
characterized are, in fact, other NAD-dependent bacteria isolated from the upper
respiratory tract of swines.

Samples identified as A. minor and A. indolicus presented a very diverse RAPD
pattern when compared to A. pleuropneumoniae, further supporting the use of this
technique to characterize the latter species. Moreover, different isolates belonging to the
same serotype presented the same RAPD pattern, indicating that the technique was
reproducible.

Taken together, the results presented in this work indicate the potential of using
the RAPD technique to differentiate between serotypes of A. pleuropneumoniae.
However, further studies should be carried out in order to try to find more adequate
primers to differentiate serotypes 3, 4 and 5 and the others serotypes described in

A. pleuropneumoniae.



1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA.

1.1 A insercao da suinocultura na economia.

O aumento da demanda por alimentos ¢ uma conseqiiéncia esperada diante do
crescimento da populacdo mundial. Neste contexto, a suinocultura destaca-se como uma
das atividades primarias que apresentaram maior desenvolvimento, tornando-se
altamente tecnificada e geradora de renda; por conseguinte, fornecendo um produto de
qualidade aos consumidores. A producao mundial de carne suina vem crescendo desde
1977 numa taxa de 2,07% ao ano, quando a producado era de 42,9 milhdes de toneladas
de carne; alcancando 86,4 milhdes de toneladas em 1998 (EVOLUCAO DA
SUINOCULTURA, 2001). Em ambito mundial, ¢ atualmente a carne mais consumida,
mesmo em paises cuja populagdo dispdoe de baixa renda (GOMES, 1993), mantendo a
média de 14,52 Kg por habitante ao ano em 1998 (EVOLUCAO DA
SUINOCULTURA, 2001).

Da producao mundial de suinos, 60% concentra-se nos paises em desenvolvimento
e o restante nos paises desenvolvidos. Apenas o continente asiitico detém 60,3% do
plantel mundial (EVOLUCAO DA SUINOCULTURA, 2001), do qual a China mantém
o maior rebanho, com 422,56 milhdes de cabegas no ano de 1999 (FAO, 2000). Avalia-
se que a producdo nestes paises venha a obter um incremento frente as restricdes
impostas pela comunidade européia diante dos problemas ambientais e sanitarios, o que
deve favorecer a exportacdo de carne suina. Portanto, paises detentores de uma
suinocultura competitiva e com condigdes sanitarias adequadas serdo promissores no
mercado.

Estima-se que a produgdo de carne suina aumenta 6% ao ano no Brasil, detentor de
um plantel de 36,5 milhdes de cabecas e 2,2 milhdes de matrizes no ano de 2000, o que
o coloca como o0 quarto maior rebanho (EVOLUCAO DA SUINOCULTURA, 2001) e
sétimo produtor de carne suina, com 1,75 milhdes de toneladas em 1999 (FAO, 2000). A

adaptacdo da industria suinicola no pais pode ser entendida pelas caracteristicas de
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grandes areas territoriais € ao clima predominantemente tropical, os quais favorecem a
obtengdo de graos. As regides Sul e Sudeste concentram a producdo de suinos, com 40%
do plantel brasileiro; observando-se incremento da atividade na regido Centro-Oeste
(GOMES, 1993; CANEVER & SANTOS FILHO, 1999).

A cadeia produtiva da suinocultura brasileira representa R$ 10 bilhdes no PIB
nacional (ANTUNES, 2001) e ¢ responsavel pela renda de 2,7 milhdes de pessoas, das
quais 733 mil dependem diretamente da atividade (EVOLUCAO DA
SUINOCULTURA, 2001). Presente em quase metade das propriedades rurais do pais, a
suinocultura contribui para a viabilizacdo de pequenos e médios produtores agricolas,
tradicionalmente utilizando mao-de-obra familiar; o que gera empregos e fixa o
trabalhador ao campo (GOMES, 1993). Os estados da regido Sul lideram o volume de
produgdo, cuja atividade é desenvolvida na maioria por pequenas propriedades que
participam de sistemas integrados, coordenados por agroindustrias ou cooperativas
(BOHRER, 1993). No Rio Grande do Sul, os suinos estdo presentes em 76% dos
estabelecimentos rurais, dos quais 16% comercializam os animais; estando a maior parte
do rebanho concentrada em propriedades com até 50 hectares (VIOLA & BARTELS,
1993).

A taxa de desfrute, correspondente a propor¢ao de animais abatidos no rebanho,
que em 1975 era de 37%, evoluiu para 61% em 1998 (MARTINS, 1999), valor este
considerado baixo se comparado com os indices dos principais paises produtores.
Contudo, os niimeros destes paises equiparam-se aos registrados pelos estados da regiao
Sul, especialmente Santa Catarina (GOMES, 1993).

O Brasil conta com 118 industrias frigorificas, responsaveis pelo abate de 24,9
milhdes de suinos no ano de 2000, dos quais 19,48 milhdes foram realizados sob
inspe¢ao federal. Da producdo brasileira, 66% ¢ destinada ao mercado interno,
principalmente sob a forma de produtos industrializados; registrando-se no ano de 2000
um consumo per capita de 10,9 quilos de carne. A regido Sul, livre de febre aftosa e
peste suina cléssica até¢ 1999, foi responsavel pela exportacdo de 82 mil toneladas de
carne suina neste periodo. J& em 2000, o volume de exportacdes foi de 127 mil

toneladas, sendo os principais compradores a Argentina, Hong Kong e Russia;
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esperando-se atingir um valor proximo a 190 mil toneladas no ano de 2001, apesar das
restricdes impostas pelos mercados importadores frente aos surtos de febre aftosa

registrados no Rio Grande do Sul (ABIPECS, 2001).

1.2 Enfermidades do trato respiratorio dos suinos.

Embora detentor de numeros expressivos de rebanho e producdo, a industria
suinicola brasileira apresenta fatores que contribuem para torna-la pouco competitiva.
GOMES (1993) destaca a necessidade de mudancas nas politicas de pregos, produto e
produtividade.

No aspecto sanitdrio, as enfermidades respiratérias podem ser consideradas um
dos principais obstaculos a producdo de suinos em todos os paises produtores, nos quais
apresentam-se endémicas ha varias décadas. Devido ao seu cardter enzodtico e as
dificuldades praticas encontradas na profilaxia e combate, estas doencas tornam-se
relevantes no contexto econdmico da suinocultura (MADEC, 2001), sendo objeto de
diversos estudos que buscam melhorar o quadro observado a campo.

As doencgas respiratorias estdo amplamente distribuidas nas granjas nacionais,
sendo que a industrializagdo do sistema de produgdo de suinos favorece o surgimento
destas, devido ao aumento do contato entre os animais. Segundo PIFFER et alii (1985),
estas enfermidades sdo de origem multifatorial, cujas manifestagcdes resultam dos
agentes etiologicos ¢ de fatores ambientais. Além do confinamento dos animais, a
prevaléncia ¢ também associada a introdu¢dao de animais oriundos de outras granjas;
mistura freqiiente de lotes de animais, principalmente quando ha exposi¢cdo a grupos
mais velhos de suinos; e ventilagdo insuficiente nas instalacdes (STEVENSON, 1998).

Os prejuizos econdmicos decorrentes de enfermidades respiratorias advém ndo
somente da mortalidade causada ao longo das etapas de produgdao, mas também pela
diminui¢do da taxa de crescimento e conversdo alimentar, gastos com medicacdo, e

perdas ao abate, onde se consideram a condenagdo de carcagas ou o aproveitamento
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condicional destas (HUNNEMAN, 1986; PLOMGAARD, 1999; KICH & PONTES,
2001). As perdas sdo evidentes principalmente no periodo de crescimento e terminacao,
quando os animais s3o expostos a infec¢do apos a perda da imunidade passiva
(PLOMGAARD, 1999). Portanto, as estratégias a serem adotadas durante a ocorréncia
destas doencas devem considerar a severidade das mesmas e estimar os prejuizos
decorrentes. As medidas curativas adotadas nunca devem ultrapassar as perdas
estimadas (PIFFER, 1985).

O trato respiratorio dos suinos pode ser colonizado por diversos patdgenos, entre
bacterianos e virais. As lesdes decorrentes apresentam-se de diferentes formas, atingindo
tanto o trato respiratorio superior quanto inferior (MADEC, 2001). As doencas
bacterianas que sdo associadas ao surgimento de sinais clinicos e lesdes respiratdrias nao
sdo numerosas, destacando-se a pleuropneumonia (Actinobacillus pleuropneumoniae),
pneumonia micoplasmica (Mycoplasma hyopneumoniae) e a rinite atrofica (Bordetella
bronchiseptica e Pasteurella multocida) devido a freqiiéncia e intensidade com que
atingem os rebanhos (PIFFER, 1985; DESROSIERS, 1998; PLOMGAARD, 1999).
Estas sdo de carater enzootico e estdo amplamente distribuidas no Brasil, embora
existam rebanhos livres (SOBESTIANSKY et alii, 1999; KICH & PONTES, 2001).
Alguns agentes virais que replicam no epitélio ciliado do trato respiratorio dos suinos
sdo responsaveis por enfermidades relevantes, todavia até o0 momento ndo ha registro da
presenga da sindrome respiratéria e reprodutiva dos suinos (PRRS) e coronavius
respiratorio suino no rebanho brasileiro, ocorrendo a doenga de Aujeszky de forma
esporadica (KICH & PONTES, 2001).

A maioria das espécies bacterianas que causa pneumonia em suinos ¢ habitante
normal da nasofaringe e tonsilas, sendo que quase todos os animais sdo carreadores de
diversos potenciais patégenos do pulmado. De modo geral, as pneumonias bacterianas
desenvolvem-se quando o sistema imunoldgico dos pulmdes esta prejudicado
(STEVENSON, 1998).

Os efeitos das enfermidades respiratorias sobre os suinos costumam ser medidos
pela avaliacdo das lesdes ao abate (NOYES et alii, 1990), devendo-se considerar que

alguns animais podem apresentar recuperacdo sem vestigios de seqiielas, porém
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demonstrando prejuizo sobre o ganho médio diario de peso (PIFFER et alii, 1985). Ao
abate, pulmoes, pleura e cornetos nasais sdo examinados quanto a presenca de lesdes,
determinando a ocorréncia, prevaléncia e eficiéncia dos métodos de controle, bem como
a presenca de formas clinicas das enfermidades (KICH & PONTES, 2001).

STRAW et alii (1989) encontraram uma perda média de 37,4 gramas de ganho
médio diario de peso para cada 10% de pulmdo suino afetado por pneumonia. Para
PIFFER et alii (1985), a presenca de pleurisia e hepatizagdo pulmonar superior a 10% do
parénquima ¢ suficiente para o decréscimo do desenvolvimento de suinos, estimando
que a associacdo entre estas lesdes possa levar a reducdo de 14,7% sobre o
desenvolvimento dos animais.

SOBESTIANSKY et alii (1999) observaram a prevaléncia de rinite atréfica e
pneumonias em granjas comerciais da regido Sul do Brasil durante o periodo de 1995 a
1997, identificando rinite atrofica em 42,4% dos animais e pneumonia em 42,6%. No
mesmo estudo, rinite atréfica foi identificada em 98% dos estabelecimentos pesquisados,
enquanto que pneumonia foi encontrada em 100% destes. A prevaléncia de rinite
atréfica e pneumonia no Estado de Santa Catarina foi de 45,9% e 55,3%,
respectivamente. Levantamento semelhante foi feito por SILVA et alii (2001) entre os
anos de 1999 e 2000, abrangendo os principais estados brasileiros produtores de suinos.
Os resultados apontam lesdes de pneumonia e rinite atréfica em 75,7% e 78,1% dos
animais, respectivamente; do que se conclui que ha um aumento na prevaléncia destas
enfermidades.

Estes autores ressaltam a freqliente ocorréncia de enfermidades respiratorias,
sugerindo que as medidas profilaticas adotadas, apesar de amplamente pesquisadas e
difundidas, ndo vém atingindo seu objetivo. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos
no sentido de contemplar esta situagdo, principalmente no que condiz ao
desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico e medidas de prevencao.
Contudo, apesar da difusdo dos programas de sanidade entre os produtores, a
prevaléncia de doengas respiratdrias enzooticas continua elevada. Em muitos rebanhos,
as altas taxas de mortalidade e a manifestagdo dos sinais clinicos poderiam ser evitadas

com o uso de medicagdo e medidas adequadas de manejo, porém o quadro permanece
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inalterado (MADEC, 2001). Sao, portanto, necessarios esfor¢os nao s6 curativos, mas

principalmente preventivos, o que nem sempre vém sendo observados.

1.3 Pleuropneumonia suina.

A pleuropneumonia suina, cujo agente etiologico € o Actinobacillus
pleuropneumoniae, ¢ uma enfermidade largamente distribuida pelo rebanho suino
mundial, estando presente em praticamente todos os paises que desenvolvem a producao
de suinos (TAYLOR, 1999). O primeiro relato foi registrado em 1961, quando SHOPE
(1964) descreveu um surto de doenga respiratoria que acometeu suinos na Argentina. Os
animais apresentaram distirbios respiratdrios severos, evoluindo a morte em 24 a 48
horas apds o inicio dos sinais clinicos. O autor isolou o agente, caracterizando-o como
pertencente ao género Haemophilus, e sugeriu a denominacdo de Haemophilus
pleuropneumoniae.

A freqiiéncia com que ocorre € os prejuizos econdmicos decorrentes tornam a
pleuropneumonia significante na suinocultura atual. J& na década de 70, emergiu como
uma enfermidade respiratéria bacteriana de suinos preocupante aos produtores e
médicos veterinarios (FENWICK & HENRY, 1994). A doenga caracteriza-se pelo
desenvolvimento de broncopneumonia necrdtica e hemorragica, com exsudagdo de
fibrina, causando pleurisia (SEBUNYA & SAUNDERS, 1983; PIFFER et alii, 1987,
FENWICK & HENRY, 1994). Apresenta-se normalmente de forma severa e muitas
vezes fatal (SEBUNYA & SAUNDERS, 1983).

Surtos ja foram descritos nos paises do continente Europeu, bem como diferentes
partes dos Estados Unidos, Canada, México, América do Sul, Japao, Taiwan e Australia
(NICOLET, 1992). No Brasil, o primeiro relato de pleuropneumonia ¢ do ano de 1981,
sendo registrados varios surtos desde entdo. Pode-se considerar a hipotese de que o

agente tenha sido introduzido no pais através da importagdo de suinos portadores; ou
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ainda que ja estivesse presente no rebanho brasileiro, surgindo pelas condigdes de

confinamento da cria¢ao (PIFFER et alii, 1987).

1.4 Transmissao da enfermidade.

Considerando que o agente ¢ transmitido primariamente através de exsudatos
respiratorios (STEVENSON, 1998), o sistema convencional de suinocultura, tipicamente
intensivo, estd associado ao surgimento da enfermidade. Fatores estressantes aos suinos,
como transporte, mudangas bruscas de temperatura (SEBUNYA & SAUNDERS, 1983),
alta umidade do ar e ventilagdo insuficiente contribuem para sua disseminacao,
predispondo a doenca (NICOLET, 1992).

A principal forma de dispersao de A. pleuropneumoniae € através do ar, ocorrendo
a transmissdo pelo contato direto entre os animais, o que também € possivel através de
aerossol a curtas distdncias. O agente sobrevive por um curto periodo de tempo no
ambiente, podendo permanecer viavel por alguns dias se estiver protegido por muco ou
outro tipo de material organico, sugerindo a transmissao através de fomites, veiculos e
possivelmente moscas; os quais, no entanto, tém importancia secundaria. Os suinos
portadores constituem o meio mais freqiiente de disseminagdo do agente ao serem
introduzidos em rebanhos sem exposi¢ao prévia a enfermidade (NICOLET, 1992). O
desenvolvimento da doenga clinica depende de varios fatores, desde a viruléncia do
agente, o nimero de organismos presentes no ambiente, a suscetibilidade imunologica

dos animais, incluindo as condi¢des do confinamento (FENWICK & HENRY, 1994).

1.4.1 Patogenia da enfermidade.

A patogenia da pleuropneumonia suina ainda ndo ¢ completamente entendida,
embora venha sendo extensivamente estudada. A infeccdo geralmente ocorre através de
aerossol ou por contato, quando os suinos suscetiveis inalam um nimero limiar de
A. pleuropneumoniae, ¢ esse coloniza as tonsilas, posteriormente aderindo ao epitélio

alveolar (FENWICK & HENRY, 1994; TAYLOR, 1999). A. pleuropneumoniae foi
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encontrado associado a superficie do epitélio tonsilar apés 30 minutos da inoculagao,
sugerindo que esta ligacdo provavelmente ¢ o primeiro passo de colonizagdao do trato
respiratorio. Em estagios posteriores da infec¢do, o agente foi encontrado associado as
paredes das criptas tonsilares ou distribuido nestas, o que indica sua sobrevivéncia no
local durante o estado de portador (CHIERS et alii, 1999). Sob condi¢gdes experimentais,
ficou comprovada a transmissao através de aerossol (SAVOYE et alii, 2000). O niimero
de organismos necessario para causar doenca clinica depende da viruléncia do sorotipo e
da imunidade do animal (FENWICK & HENRY, 1994). A densidade de
A. pleuropneumoniae nos pulmdes geralmente ¢ maior do que na traquéia ou cornetos, €
sua multiplicacdo no parénquima pulmonar parece ser determinante para o surgimento
da doenga clinica (KUME et alii, 1983).

As lesdes pulmonares decorrentes sdo severas, citando-se hemorragia, edema e
trombose; sugerindo que a vasculatura pulmonar ¢ o alvo inicial durante a infeccao
(DIDIER et alii, 1984). No pulmao, o agente ¢ rapidamente fagocitado pelos macrofagos
alveolares, ou adere a estes, secretando exotoxinas cuja acdo ¢ potencialmente toxica aos
macrofagos e células do epitélio alveolar, bem como células endoteliais dos capilares
alveolares (TAYLOR, 1999); inibindo as defesas do organismo e permitindo
estabelecer-se no hospedeiro (FREY, 1995a). A acdo das exotoxinas associada a
resposta inflamatodria induz trombose localizada, edema, necrose isquémica e pleurite
fibrinosa (FENWICK & HENRY, 1994). A capsula é o componente primario
responsavel pela protecao do agente contra a acdo de células fagocitarias (INZANA,
1991; TAYLOR, 1999).

Os surtos apresentam carater que varia de superagudo a cronico, sendo que os
sinais clinicos variam de acordo com a imunidade do rebanho, as condigdes ambientais e
o grau de exposicao ao agente (NICOLET, 1992). A severidade sera maior, portanto, em
rebanhos sem historico da enfermidade (SEBUNYA & SAUNDERS, 1983). Suinos de
todas as idades podem ser acometidos, observando-se que leitdes em crescimento
pertencentes a rebanhos cronicamente infectados sdo os mais vulneraveis e severamente
afetados. Outras categorias, como matrizes ¢ neonatos, podem também desenvolver a

forma severa da enfermidade (NICOLET, 1992; FENWICK & HENRY, 1994;
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STEVENSON, 1998). A pleuropneumonia suina possivelmente acomete
simultaneamente todos os animais alojados no mesmo galpao, podendo ser difundida
através das instalacdes ou ainda permanecer restrita a uma determinada area da granja
(FENWICK & HENRY, 1994). Em um surto tipico da enfermidade, ocasionado por uma
cepa virulenta, a morbidade pode exceder a 50%, com indices de mortalidade variando
de 1 a 10% (FENWICK & HENRY, 1994). Estes valores costumam ser elevados em
suinos de todas as categorias que ndo tiveram contato prévio com o agente (CARTER et

alii, 1995).

1.4.2 Sinais clinicos de pleuropneumonia.

O inicio da enfermidade geralmente ¢ repentino e alguns animais podem morrer
sem demonstragdo de sinais clinicos (NICOLET, 1992). Estes se caracterizam na
enfermidade superaguda pelo surgimento de um ou mais suinos doentes que podem estar
no mesmo alojamento ou ndo, apresentando temperatura corporal em torno de 41°C,
letargia, dispnéia e cianose; além da presenca de exsudato espumoso e hemorragico nas
narinas e boca. Os animais podem apresentar diarréia discreta e vomito, além de faléncia
cardiaca e circulatéria; quando se observa cianose no nariz, orelhas e membros,
evoluindo para toda a superficie corporal. A progressdao a morte ¢ rapida, ocorrendo em
torno de 18 a 36 horas. Em neonatos, a doenga cursa com septicemia, geralmente fatal
(NICOLET, 1992; STEVENSON, 1998). A forma aguda pode atingir suinos confinados
no mesmo ou em diferentes galpdes. Os animais apresentam temperatura entre 40,5°C a
41°C (NICOLET, 1992). Insuficiéncia cardiaca geralmente ¢ observada, ocasionando
congestdo das extremidades. A perda de condicdes dos animais ¢ marcante, sendo
aparente apos 24 horas do inicio da enfermidade (TAYLOR, 1999). Os animais
apresentam dispnéia e anorexia, ¢ a doenga pode evoluir para a morte (STEVENSON,
1998).

Apo6s a resolugdo da fase aguda, ¢ possivel o desenvolvimento da forma subaguda
ou cronica, cujos sinais clinicos sdo mais brandos, ocorrendo pouco ou nenhum aumento

da temperatura corporal e variada intensidade de tosse espontanea ou intermitente. A
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intolerancia ao exercicio € evidente nos suinos infectados (TAYLOR, 1999). Os animais
apresentam diminuicdo da taxa de ganho de peso devido a perda do apetite (NICOLET,
1992). As lesdes pulmonares deixam cicatrizes nestes animais, o que favorece o retardo
no crescimento (STEVENSON, 1998). E possivel o surgimento de complicagdes como
artrite, endocardite e abscessos, as quais acometem um pequeno niumero dos animais

com a doenga clinica (NICOLET, 1992).

1.4.3 Les0es macroscopicas e microscopicas.

Num estudo conduzido por MORES et alii (1984), as lesdes de pleuropneumonia
mais importantes foram encontradas na cavidade toracica, envolvendo pulmdes, pleura
e, muitas vezes, o pericardio. Freqiientemente, em casos crdonicos, desenvolvem-se
nddulos delimitados por uma cépsula de tecido conjuntivo, localizados principalmente
nos lobos diafragmaticos (NICOLET, 1992). Nos casos superagudos e agudos, as lesdes
sdo caracteristicas, observando-se pleuropneumonia fibrino-hemorragica e necrotizante.
A distribuigdo das lesdes geralmente ¢ dorsal, unilateral ou lobar, podendo ser bilateral e
difusa (STEVENSON, 1998).

As areas pneumonicas sdo escuras e solidas, seguidamente observando-se pleurisia
fibrinosa (NICOLET, 1992). A fibrina que recobre a pleura tem aspecto escuro e
granuloso quando disposta na forma de camada delgada, ou amarelo brilhante e fibrilar
quando em espessa camada. O parénquima afetado encontra-se falho ou colapsado,
apresentando consolidagdo, cuja consisténcia ¢ firme e eldstica, de coloracdo vermelho
escuro se hemorragico; ou fridvel se necrotico. A fibrina ¢ também responsavel pela
distensao dos septos interlobulares, apresentando-se acumulada no espaco interlobular,
pleural ou subpleural (STEVENSON, 1998).

Embora epistaxe ndo seja relatada na totalidade dos exames ante-mortem, descarga
nasal hemorragica ¢ freqlientemente encontrada. Bronquios e traquéia apresentam
grande quantidade de exsudato espumoso de coloragdo avermelhada (DIDIER et alii,
1984). Os linfonodos bronquiais e mediastinicos apresentam-se com aumento de

volume, edematosos e hiperémicos nos casos agudos, ou ainda esbranquicados nos casos



26

cronicos (MORES et alii, 1984). A cavidade tordcica pode conter exsudato avermelhado
(NICOLET, 1992).

Em muitos casos, as lesdes pulmonares consolidam-se, permanecendo somente o
foco de pleurisia, cuja alta prevaléncia ao abate sugere pleuropneumonia (NICOLET,
1992). Isso ocorre especialmente em lesdes cronicas, quando a fibrose na pleura causa
aderéncia focal ou difusa entre os pulmdes e as superficies da cavidade toracica. A
presenga de broncopneumonia purulenta costuma ser um indicativo de infeccdo
bacteriana secundaria (STEVENSON, 1998).

Os achados histopatoldgicos sdo mais caracteristicos nas infec¢des de carater
superagudo ou agudo do que nos casos cronicos, os quais sdo normalmente
acompanhados por infec¢des oportunistas que tornam as lesdes diversificadas e de dificil
interpretacdo. Estas incluem a presenga de areas pulmonares irregulares necréticas ou
hemorragicas, com infiltragdo de neutrofilos degenerados (STEVENSON, 1998),
embora a reagdo inflamatoria seja predominantemente mononuclear, o que sugere
infeccdo por A. pleuropneumoniae (MORES et alii, 1984). Os vasos sangliineos e
linfaticos pulmonares apresentam severa congestdo, vasculite e trombose. Os alvéolos
normalmente sdo preenchidos por células mononucleares, predominando macréfagos,
linfocitos e células do epitélio alveolar, havendo ainda a presenga de fibrina, hemorragia
e cocobacilos (DIDIER et alii, 1984).

Os animais que sobrevivem as infec¢cdes agudas ou que estio infectados de forma
subclinica sdao os que se tornam carreadores de A. pleuropneumoniae, o qual permanece
no trato respiratorio, especialmente nas lesdes necrdticas do pulmao ou nas tonsilas.
Nestes animais, o agente pode ainda ser encontrado na cavidade nasal, porém com
menos freqiiéncia (BRANDRETH & SMITH, 1987; KUME et alii, 1984; NICOLET,
1992). Muitas vezes, posteriormente a infec¢do aguda, ¢ estabelecido um carater cronico
e enzootico da enfermidade, cuja baixa e constante exposicao induzem imunidade ao
rebanho, restringindo uma nova infec¢do (SEBUNYA & SAUNDERS; 1983). A
introdu¢do de um novo sorotipo de A. pleuropneumoniae em rebanhos cronicamente
infectados normalmente resulta em baixa morbidade, e anticorpos serdo detectados

somente em suinos cuja nova cepa tenha sido capaz de colonizar o tecido pulmonar
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(NIELSEN, 1988). A ocorréncia de surtos da enfermidade ¢ remota em rebanhos
infectados de forma endémica, onde a maioria dos animais tem um alto titulo de
anticorpos naturalmente induzido; bem como em granjas onde as praticas de manejo e as
condi¢cdes ambientais sdo adequadas e os suinos sdo livres de outras doencas
(FENWICK & HENRY, 1994).

Embora infec¢des prévias por outros patdgenos ndo sejam necessarias para o
desenvolvimento de pleuropneumonia, os sinais clinicos podem ser exacerbados por
infecgdes anteriores ou concomitantes, geralmente causadas por Mycoplasma spp,
Salmonella spp, Pasteurella spp, PRRS e Aujezsky (FENWICK & HENRY, 1994;
TAYLOR, 1999). Pasteurella multocida foi isolada concomitantemente a
A. pleuropneumoniae em 94% das infecgdes mistas encontradas por DIDIER et alii
(1984). Outros isolados secundarios foram identificados neste estudo como Bordetella
bronchiseptica, Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes, Bacillus spp, Salmonella
cholerasuis e Mycoplasma spp. FONSECA et alii (1999), utilizando pulmdes obtidos de
granjas comerciais do Rio Grande do Sul, demonstraram nestes a presenca simultanea de
Mycoplasma hyopneumoniae com A. pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e
Streptococcus spp. o hemoliticos, demonstrando que uma enfermidade clinicamente

significativa dificilmente est4 associada a infec¢des causadas por um tinico patogeno.

1.4.4 Diagnostico da pleuropneumonia suina.

A historia clinica e as lesdes sdo fundamentais para o diagnostico pressuposto de
pleuropneumonia, o qual ¢ facilitado pela suspeita de surtos agudos da enfermidade.
Nestes casos, o diagndstico final ¢ obtido pela observacdo das lesdes caracteristicas,
além do isolamento do agente. Em casos cronicos, a identificacdo de
A. pleuropneumoniae ¢ dificil (NICOLET, 1992; STEVENSON, 1998). Como
diagnostico diferencial, devem ser consideradas as infecgdes causadas por
Actinobacillus suis e Salmonella choleraesuis ou a combinacdo de outros agentes como
M. hyopneumoniae, Pasteurella multocida e M. hyorhinis; cujas lesdes decorrentes sao

similares a pleuropneumonia (STEVENSON, 1998). Nas fases agudas e superagudas, o
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diagnostico diferencial deve considerar principalmente cdlera suina, erisipela e infecgdes
estreptococicas. Nos casos subagudos e cronicos, as lesdes pulmonares devem ser
diferenciadas daquelas decorrentes de infec¢des por Arcanobacterium pyogenes,
Staphylococcus aureus € Fusobacterium necrophorum (TAYLOR, 1999).

Testes sorologicos sdao utilizados como ferramenta diagndstica de
pleuropneumonia; todavia tém grande importincia ao evidenciar a condi¢do de
imunidade do rebanho e a disseminacdo da infec¢do (NIELSEN, 1988). Para
HUNNEMAN (1986), a sorologia ¢ adequada para a identifica¢do dos rebanhos
infectados, porém suinos soronegativos pertencentes a um rebanho soropositivo devem
ser considerados infectados. Convém ressaltar que nenhum teste soroldgico € totalmente
sensivel e especifico, portanto a utilizacdo de uma combinagdo destes ensaios pode ser
necessaria para a interpretacao dos resultados (NIELSEN, 1988).

NIELSEN (1988) destaca os testes de fixacdo do Complemento, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e aglutinagdo em tubo como testes sorologicos para
A. pleuropneumoniae. O teste de fixacdo do Complemento j4 foi bastante utilizado. Sua
interpretacdo devia considerar a historia clinica do rebanho, uma vez que
freqiientemente poucos animais apresentam titulo de anticorpos para o agente, € em
rebanhos cronicamente infectados o niimero total de animais soropositivos pode variar
consideravelmente. A aglutinagdo em tubo ndo detecta a imunidade passiva nos leitdes
apos 4 semanas de vida, o que sugere sua utilizagdo para a identificacdo de infecgdes
recentes em animais até esta faixa de idade. Atualmente, estas provas foram substituidas
pelo teste de ELISA, de execugdo mais rapida e simples, e bastante sensivel.

A maioria dos rebanhos de paises produtores de suinos ¢ endemicamente infectada
por A. pleuropneumoniae, apresentando-se sorologicamente positiva, porém sem
demonstrar sinais clinicos da doenca. Esses animais podem estar infectados por cepas
pouco virulentas ou as condi¢des de manejo do rebanho sdo adequadas e impedem a
manifestacdo da doenga. Alguns rebanhos podem ser sorologicamente negativos, sem
evidéncias de doenca clinica. Estes sdo considerados mais vulneraveis, tornando as

medidas de biosseguranga fundamentais (FENWICK & HENRY, 1994).
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1.4.5 Terapia e profilaxia da enfermidade.

A terapia parenteral com antibidticos aplicada aos suinos afetados por
pleuropneumonia geralmente ¢ efetiva se realizada nos estdgios iniciais da enfermidade,
quando pode reduzir a mortalidade (DESROSIERS, 1998; TAYLOR, 1999). Muitos
isolados sdo ainda sensiveis a penicilina, o que traz resultados satisfatdrios no tratamento
e tem baixo custo de utilizagdo. O uso de medicagdo por via oral nao ¢ recomendado aos
suinos afetados, os quais apresentam-se inapetentes (DESROSIERS, 1998). Os animais
demonstram aparente recuperagdo clinica apds a terapia; porém a infeccdo do rebanho
ndo ¢ eliminada (TAYLOR, 1999).

Para FENWICK & HENRY (1994), a ocorréncia de pleuropneumonia induz a
duas situacdes especificas, as quais envolvem a manuten¢do do rebanho livre da
enfermidade ou a convivéncia com esta em baixo nivel de impacto econdomico; obtidas
com a utilizagdo de técnicas de manejo que buscam o controle ou a erradica¢do da
doenga. E possivel manter um rebanho com nivel basal de infecgdo, adotando medidas
especificas. Estas incluem a manuten¢do de adequadas condigdes climaticas e de
densidade populacional, preven¢do do contato entre os leitdes desmamados e as
matrizes, bem como o contato entre os suinos jovens e os mais velhos. O manejo all in,
all out torna-se, portanto, fundamental. Repetidos testes sorologicos devem ser
realizados nas matrizes, pois as infeccdes geralmente surgem nos leitdes de granjas
soropositivas (HUNNEMAN, 1986). O uso de medicagdo ou técnicas de desmame
precoce segregado pode ajudar na prevencao. Este, realizado entre 16 a 18 dias de vida
dos leitdes, resulta em satisfatoria, ainda que incompleta, protecdo contra os surtos da
doencga (DESROSIERS, 1998).

Embora preconizada, a erradicacdo ndo ¢ um método unanime entre os produtores,
uma vez que envolve a total substituicdo do plantel por suinos oriundos de rebanhos
clinicamente e sorologicamente negativos para A. pleuropneumoniae. Além disso, o
risco de novos surtos da doenca nao sera eliminado apos a substituicdo dos animais se
medidas adequadas de manejo ndo forem adotadas (FENWICK & HENRY, 1994). A
maioria das estratégias de erradicacdo combina medicagdo com exclusdo parcial da

populacdo, além de mudangas no manejo. O insucesso na eliminagdo do agente ¢ muito
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comum, porém ha uma significativa redu¢do no surgimento de sinais clinicos, lesdes ¢

mortalidade (PLOMGAARD, 1999).

1.4.6 Implicacdes econdomicas da enfermidade.

Na avaliagdo do desempenho econdomico de uma unidade de terminagdo de suinos
acometida por um surto de pleuropneumonia, PROTAS et alii (1985) encontraram um
aumento de 38% quanto as despesas originadas pelo uso de medicamentos e perdas de
animais, se comparado ao periodo anterior ao surto; salientando que este procedimento
necessita de uso mais intenso de mao-de-obra, o que contribui para a elevagdo dos
custos.

ZIZLAVSKY et alii implantaram um programa de vacinagdo e medicacdo em
rebanhos com ocorréncia de pleuropneumonia e pneumonia micopldsmica.
Posteriormente, foi observado um aumento do ganho médio didrio de peso nas
categorias de suinos com 7 a 30 quilos, e de 30 a 110 quilos de peso corporal. Isto
correspondeu a redugdo em 6,2 dias e 16 dias no periodo de terminagao, respectivamente
para cada categoria. A conversdo alimentar foi reduzida, diminuindo o consumo em 2,5
quilos e 17,6 quilos de alimentagdo para cada classe animal, respectivamente. O indice
de mortalidade foi reduzido de 5,9% para 2,9% apés a adog¢do do programa. Ao mesmo
tempo, foi demonstrada a redugdo das lesdes pulmonares ao abate. Estes dados
demonstram que os beneficios obtidos no periodo de terminacdo justificam o custo
econdmico do programa de profilaxia.

A ocorréncia de pleuropneumonia com casos freqiientes de morte, seguidamente
tornando-se uma enfermidade de carater cronico no rebanho, € os prejuizos econdomicos
decorrentes das perdas tornam a enfermidade de especial interesse no sentido de
desenvolver novos métodos que auxiliem o diagndstico, e favorecam, desta forma, a

prevengao.
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1.5 Bactérias NAD-dependente isoladas do trato respiratorio de suinos.

Os membros da familia Pasteurellaceae dependentes do fator V. ou NAD
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo) presentes no trato respiratério superior dos suinos
sdo espécies que tém importidncia como patdégenos ou apenas constituem-se habitantes
normalmente isolados de animais sadios. Estes organismos sdo Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Actinobacillus minor, Actinobacillus
porcinus e Actinobacillus indolicus. Os trés ultimos eram anteriormente conhecidos
como Minor group; taxons D e E; e taxon F, respectivamente; sendo reclassificados apos
analises de comparacdo DNA-DNA e analise dos genes que codificam para rDNA 16S
(MOLLER et alii, 1996). Estas espécies pertencem a microflora normal dos suinos;
contudo 4. pleuropneumoniae nem sempre ¢ isolado de animais sadios (MOLLER &
KILIAN, 1990).

Haemophilus parasuis, embora mais conhecido por ser o agente etiologico da
doenga de Glésser, ¢ geralmente isolado da cavidade nasal de suinos clinicamente
sauddveis, embora ndo seja encontrado em pulmdes sadios; sendo considerado um
patogeno oportunista do pulmdo (STEVENSON, 1998). E diferenciado de
A. pleuropneumoniae principalmente por nao ser hemolitico, sendo negativo para a
producdo de urease e positivo para a presenca de catalase; além de diferengas quanto a
fermentagdo de glicideos (KIELSTEIN et alii, 2001).

A participagdo de Actinobacillus minor na etiologia de pneumonias suinas nao esta
bem esclarecida, embora esteja presente em pulmoes com lesdes de pneumonia ou sem
lesdes aparentes (RAPP et alii, 1985). MOLLER & KILIAN (1990) identificaram o
organismo constituindo 20% da flora residente do trato respiratdrio de suinos sadios,
estando também presente nas tonsilas e mucosas da boca e lingua. 4. minor colonizou
persistentemente as tonsilas de suinos gnotobidticos inoculados por via intranasal,
contudo estes animais ndo apresentaram alteracdes macroscopicas ou histologicas nos
orgdos toracicos examinados na necropsia (BRANDRETH & SMITH, 1986). O agente
apresenta-se como um organismo nao hemolitico, positivo para a producio de urease e

negativo para a producdo de indol. Possui capacidade de fermentar glicose, manose,
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maltose, sacarose e rafinose, porém ndo fermenta arabinose, inulina, esculina, manitol,
sorbitol e inositol (MOLLER et alii, 1996). A alta prevaléncia de H. parasuis e A. minor
em lesdes pulmonares cronicas sugere seu envolvimento em pneumonias cronicas de
suinos, possivelmente interagindo com Pasteurella multocida e Mycoplasma
hyopneumoniae (PIJOAN et alii, 1983).

Actinobacillus porcinus ¢ um organismo nao-hemolitico, negativo para a producao
de urease, presenca de catalase e producdo de indol. A fermentacdo da maioria dos
glicideos ¢ variavel, porém nao fermenta inulina, esculina e salicina (MOLLER et alii,
1996). A espécie Actinobacillus indolicus nao ¢ hemolitica, sendo negativa para a
formac¢do de urease, positiva para a presenga de catalase e produgdo de indol. Fermenta
galactose, glicose, manose, maltose e sacarose, ndo fermentando arabinose, inulina,
esculina, salicina, manitol, sorbitol e inositol (MOLLER et alii, 1996). A incapacidade
de degradar uréia questiona a classificacao das espécies porcinus e indolicus no género
Actinobacillus (KIELSTEIN et alii, 2001).

O isolamento de A. minor, A. porcinus e A. indolicus em culturas puras obtidas de
lesdes de pneumonia levanta questdes quanto ao seu papel de agentes unicamente
colonizadores do trato respiratorio suino (KIELSTEIN et alii, 2001). Procurando
investigar a patogenicidade destas espécies, CHIERS et alii (2001) infectaram suinos
gnotobidticos com estas, através da via oral ou intranasal. Sinais clinicos e alteragdes
nos pulmdes e pleura ndo foram observados nos animais, exceto um leitdo infectado com
A. porcinus, o qual apresentou ataxia. O agente foi isolado do cérebro e dos cornetos
deste animal. Dos demais suinos, foi isolado A4. minor das tonsilas de um animal,
A. indolicus das tonsilas de dois suinos, e A. porcinus das tonsilas de um leitdo. Ainda
que os autores ndo tenham investigado a presenca de lesdes microscopicas nestes suinos,
os resultados indicaram a baixa patogenicidade destes agentes; apesar da utilizagdo de

animais mais suscetiveis a infecgoes.
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1.6 Actinobacillus pleuropneumoniae.

As semelhangas demonstradas pelo género Haemophilus aos géneros Pasteurella e
Actinobacillus quanto ao requerimento de NAD incentivaram estudos que pretendiam
uma reavaliagdo taxonomica de espécies pertencentes ao primeiro género. Inicialmente
identificado como Haemophilus pleuropneumoniae, A. pleuropneumoniae foi transferido
ao género Actinobacillus, devido aos estudos de homologia de DNA demonstrarem sua
estreita relacdo com a espécie Actinobacillus lignieresii (POHL et alii, 1983).

Actinobacillus pleuropneumoniae ¢ um patdgeno bacteriano especifico de suinos,
infectando o pulmdo através da rota respiratoria, podendo causar pneumonia se
inoculado no interior da traquéia de animais suscetiveis. Os fatores de viruléncia de que
dispdem permitem-no superar as defesas naturais do pulmao (STEVENSON, 1998).

Os suinos sdao hospedeiros especificos, possivelmente pela capacidade do agente
em obter ferro apenas da transferrina suina, e por fatores especificos de aderéncia
(INZANA, 1991). Uma cepa isolada de artrite em cordeiro mostrou-se capaz de induzir
experimentalmente lesdes de pneumonia em suinos, as quais ndo puderam ser
distinguidas daquelas causadas por isolados de suinos (BIBERSTEIN et alii, 1977). O
isolamento de A. pleuropneumoniae entre os agentes causadores de otite média e interna

em um leitdo desmamado sugere uma nova patogenia para o agente (DUFF et alii,

1996).

1.6.1 Sorotipos de A. pleuropneumoniae.

A. pleuropneumoniae possui 2 biotipos, determinados pelo requerimento de NAD
para o crescimento. O biotipo 1 ¢ NAD-dependente, enquanto que os organismos NAD-
independentes sdo descritos como biotipo 2. Este ltimo foi anteriormente descrito como
Pasteurella haemolytica-like (TAYLOR, 1999).

O biotipo 1 possui 12 sorotipos, sendo todos potencialmente patogénicos, ainda

que existam diferencas quanto a viruléncia de cada um; e o biotipo 2 possui 3 sorotipos
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(TAYLOR, 1999). Este ¢ menos patogénico se comparado com as cepas NAD-
dependente, sendo isolado somente nos casos severos da enfermidade; porém ¢ capaz de
induzir enfermidade superaguda e morte (DOM & HAESEBROUCK; 1992). Contudo,
ndo € possivel diferenciar os biotipos quanto as lesdes encontradas nos pulmdes
(KIELSTEIN et alii, 2001). Os sorotipos do biotipo 2 foram caracterizados pelos testes
de hemaglutinagdo indireta e difusdo em gel, € demonstraram possuir pelo menos dois
antigenos de superficie. Reacdes cruzadas ndao foram relatadas entre estes sorotipos
(FODOR et alii, 1989).

A determinacdao do sorotipo ¢ baseada nas diferencas dos antigenos capsulares
(TIMONEY et alii, 1992; FENWICK & HENRY, 1994; CARTER et alii, 1995). Os
sorotipos 1, 9 e 11; sorotipos 3, 6 e 8 e sorotipos 4 € 7 apresentam similaridade estrutural
ou cadeias O de lipopolissacarideos idénticas, o que é responsavel por reacdes cruzadas
entre estas cepas (INZANA & MATHISON, 1987; PERRY et alii, 1990).

A descri¢ao dos sorotipos 1, 2 e 3 foi realizada por NICOLET (1971), enquanto
que os sorotipos 4, 5 ¢ 6 por GUNNARSON et alii (1977). O sorotipo 7 foi descrito por
ROSENDAL & BOYD (1982), sorotipo 8 por NIELSEN & O’CONNOR (1983);
sorotipos 9 e 10 por NIELSEN (1985), e sorotipos 11 e 12 por NIELSEN (1986b).
Posteriormente, o sorotipo 5 foi subdividido em 5a e 5b por NIELSEN (1986a).

A distribui¢do dos sorotipos de A. pleuropneumoniae difere entre regides,
observando-se que em muitos paises somente um sorotipo esta presente, enquanto que
em outros ocorrem varios sorotipos (NIELSEN, 1988). A importancia epidemioldgica
dos sorotipos pode divergir entre paises, pois algumas cepas mostram-se com baixa
viruléncia em determinados continentes, ao passo que podem ser epidémicas em outros
(NICOLET, 1992). No Canada, o sorotipo 1 ¢ predominante, enquanto que o sorotipo 2
¢ 0 mais prevalente na Sui¢a e Dinamarca (NIELSEN, 1988). Na Suécia e Suiga ja foi
i1solado o sorotipo 3, o qual € prevalente na Inglaterra (BRANDRETH & SMITH, 1987).
O sorotipo 4 foi identificado na Inglaterra, Estados Unidos e Suécia, enquanto que o
sorotipo 5 foi isolado nos Estados Unidos, Canadd, Taiwan, Bélgica e Finlandia
(GUNNARSSON, 1979). Na Australia, o sorotipo 1 foi o mais comumente isolado,
seguido dos sorotipos 7, 5,2, 3, 11 e 12 (BLACKALL & PAHOFF, 1995).
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No Brasil foram isolados os sorotipos 5 ¢ 7 entre os anos de 1981 a 1985; os
sorotipos 3, 5 e 7 entre 1986 a 1989; e os sorotipos 1, 3, 5, 7 € 9 no periodo de 1990 a
1993. No Rio Grande do Sul foram identificados os sorotipos 5 € 7, e em Santa Catarina
os sorotipos 3, 5 e 7 (PIFFER et alii, 1997). Em Minas Gerais foram isolados os
sorotipos 1, 3, 6 e 8; dos quais o 6 ¢ 3 foram mais prevalentes (COSTA et alii, 1999).
Recentemente, o sorotipo 12 foi identificado pela primeira vez no pais (KICH et alii,

2000).

1.6.2 Caracterizacgao fenotipica de A. pleuropneumoniae.

As espécies do género Actinobacillus sdo pequenos bacilos gram-negativos,
imdveis, aerdbicos, facultativamente anaerdbicos e fermentadores de glicideos.
A. pleuropneumoniae ¢ um cocobacilo hemolitico (BIBERSTEIN et alii, 1977,
INZANA, 1991; CARTER et alii, 1995), apresentando-se em cultura como colonias
mucoides e iridescentes, com didmetro em torno de 1 a 2 mm (SEBUNYA &
SAUNDERS, 1983; TIMONEY et alii, 1992); cujas cepas virulentas sdo capsuladas.
Multiplica-se rapidamente em meios acrescidos de NAD (TIMONEY et alii, 1992).

As caracteristicas de A. pleuropneumoniae que permitem identifica-lo sdo a
dependéncia de NAD, produ¢do de hemolise, reagdo de CAMP, degradagdo de uréia e
fermentagdo de glicideos especificos (RAPP et alii, 1985). E caracterizado pelas provas
bioquimicas de fermentacdo de glicose, sacarose, ribose, xilose, manitol, manose e
frutose, sendo incapaz de produzir indol. Produz porfirina a partir do acido delta-
aminolevulinico (BIBERSTEIN et alii, 1977; MOLLER & KILIAN, 1990; TIMONEY
et alii, 1992). BLANCHARD et alii (1993) descrevem variagdes na presenga de catalase
e oxidase, bem como na fermentagdo de lactose e xilose. O agente difere das outras
espécies pela hidrolise de leucina aminopeptidase, incapacidade de degradar melibiose e

auséncia de hidrélise pela a-galactosidase (GUTIERREZ et alii, 1993).
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As cepas do biotipo 2 sdo facilmente diferenciadas do biotipo 1 por ndo
dependerem de NAD para a multiplicacdo, suas colonias sdo maiores em agar sangue, no
qual a hemdlise apresenta-se mais forte; e multiplicam-se mais efetivamente em caldos
do que em meios de cultivo sélidos (FODOR et alii, 1989).

O sinergismo entre as toxinas extracelulares de A. pleuropneumoniae e
Staphylococcus aureus ¢ responsavel pelo fendmeno CAMP, observado quando
cultivados em &gar sangue, no qual a zona de beta hemolise parece aumentada pela beta
toxina de S. aureus (TIMONEY et alii, 1992; JANSEN et alii, 1995). Algumas amostras
podem perder a capacidade hemolitica quando subcultivadas em laboratério
(BIBERSTEIN et alii, 1977).

Divergéncias nos resultados das provas tradicionalmente empregadas para
caracterizagdo de A. pleuropneumoniae t€m sido descritas. A ocorréncia de amostras
sorotipificaveis negativas para a producao de urease foi evidenciada por RAPP et alii
(1983); BLANCHARD et alii, (1993); PIFFER et alii (1997) e KICH et alii (2000). Sem
a degradacdo de uréia, PIFFER et alii (1997) basearam-se na presenca de hemolise,
sorotipificagdo, e o isolamento da amostra de lesdes tipicas da enfermidade para
classifica-la como A. pleuropneumoniae.

Uma amostra dependente de NAD, porém negativa para a degradacao de glicose,
apresentou caracteristicas de 4. pleuropneumoniae e A. minor, sendo classificada como
o primeiro pela fermentacdo de manitol e lactose, degradacdo de uréia e incapacidade de
fermentar xilose. Esta amostra foi caracterizada como sorotipo 7, além de ter sido
isolada de lesdo caracteristica; o que ndo condiz com A. minor, descrito como nao
patogénico (PIFFER et alii, 1997). A fermentacdo de glicose foi descrita por
GUTIERREZ et alii (1993) em apenas 12,5% dos isolados de A. pleuropneumoniae.

Variagdes na presenca da reacdo de CAMP e na produgdo de hemolise sdo também
relatadas. GUTIERREZ et alii (1993) identificaram 80,5% dos isolados de
A. pleuropneumoniae como positivos para o teste de CAMP. A produgdo de hemolise foi
variavel, nao sendo observada em todos os isolados; o que, segundo os autores, depende
diretamente da espécie animal da qual a hemdcea utilizada no meio de cultivo foi obtida.

GUNNARSSON et alii (1977) identificaram os sorotipos 1 € 5 como hemoliticos,
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enquanto que os sorotipos 2, 3, 4 ¢ 6 nao apresentaram hemolise. Todas as amostras do
sorotipo 5 isoladas por PIFFER et alii (1997) foram positivas para o teste de CAMP,
enquanto que nem todos os isolados dos sorotipos 3 e 7 demonstraram essa reagao;
possivelmente devido a toxina ApxI, fortemente hemolitica, presente apenas no sorotipo
5. Neste mesmo estudo, foram observadas variacdbes na hemolise de
A. pleuropneumoniae, sendo que todos os isolados dos sorotipos 1, 5 e 9 apresentaram-
se hemoliticos; enquanto que as amostras dos sorotipos 3 e 7 foram hemoliticas em 53%
e 71% dos casos, respectivamente. Estes sorotipos produzem apenas a hemolisina ApxII,
fracamente hemolitica, enquanto que os primeiros secretam ApxI e ApxIl;
possivelmente explicando os resultados encontrados. A reacdo de CAMP foi ainda
identificada fracamente em 2 amostras identificadas como A. minor (RAPP et alii,
1985), o que pode decorrer da dificuldade em diferenciar reacdes fracas de negativas
(KICH et alii, 2000).

Os resultados conflitantes da caracterizagdo bioquimica de A. pleuropneumoniae
sdo freqiientes, tornando necessario analisar os demais dados obtidos a respeito da
amostra para que se possa obter uma defini¢do segura a respeito desta. A complexidade
da interpretagdo destes resultados sugere o emprego de técnicas independentes do

fenotipo para a caracterizagao do agente.

1.6.3 Isolamento de A. pleuropneumoniae.

O isolamento de A. pleuropneumoniae a partir de suinos sadios ou infectados de
forma subclinica muitas vezes € dificil ou ndo € possivel, e deve-se considerar que a
maioria dos rebanhos ¢ endemicamente infectada, dos quais somente uma pequena
fragdo contém animais com a doenga clinicamente aparente (FENWICK & HENRY,
1994). Alguns animais infectados podem nao ser detectados por métodos sorologicos.
PIFFER et alii (2001) ressaltam que somente o uso deste tipo de ensaio nao define a
condi¢do de infeccdo do animal, uma vez que A. pleuropneumoniae foi isolado das

tonsilas de um leitdo, do qual o resultado do teste de ELISA foi negativo e ndo havia
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lesdes pulmonares. Por outro lado, animais positivos para exames soroldgicos podem
apresentar-se clinicamente sauddveis e sem a presenga de lesdes, neste caso a presenca
da infec¢do ¢ confirmada pelo isolamento do agente (JACOBSEN & NIELSEN, 1995;
GAGNE et alii, 1998).

A. pleuropneumoniae ¢ comumente isolado a partir de lesdes pulmonares, muitas
vezes das tonsilas, e de forma menos freqiiente de outras partes do trato respiratério dos
suinos (BRANDRETH & SMITH, 1987). Ha descri¢des do isolamento obtido de suabes
da cavidade nasal (KUME et alii, 1983; TAYLOR, 1999), faringe (GILBRIDE &
ROSENDAL, 1983) e exsudatos bronquiais (TAYLOR, 1999). Utilizando animais
experimentalmente infectados por 4. pleuropneumoniae, MORES et alii (1984) isolaram
o agente em 11 de 16 suinos inoculados, com maior freqiiéncia nos pulmoes, seguido da
traquéia e tonsilas. Em casos superagudos com septicemia ¢ possivel isolar o agente de
outros tratos (NICOLET, 1992).

Freqiientemente, as tentativas de isolamento através da inoculacdo direta no meio
de cultivo sdo frustradas, o que em grande parte deve-se ao crescimento de organismos
contaminantes, caracteristicamente habitantes normais do trato e¢ menos fastidiosos
(KUME et alii, 1983; PIJOAN et alii, 1983). O uso de meios seletivos inibe o
crescimento de muitos organismos gram-positivos, porém nao ¢ tao eficiente em inibir a
multiplicagdo de agentes gram-negativos como P. multocida, Proteus sp. e
Enterobacteriaceae, comumente isolados (GILBRIDE & ROSENDAL, 1983; PIJOAN
et alii, 1983; RAPP et alii, 1985).

Em lesdes agudas de pleuropneumonia, A. pleuropneumoniae pode ser isolado
através de semeadura direta em 4gar sangue suplementado com NAD (BIBERSTEIN et
alii, 1977). Muitas vezes nao ¢ necessario o uso de meios seletivos, devido a presenca de
grande nimero do agente nas lesdes; principalmente se obtido do pulmio, o qual
normalmente ¢ livre de flora contaminante (GILBRIDE & ROSENDAL, 1983;
JACOBSEN & NIELSEN, 1995). Em casos cronicos, o isolamento direto ¢ dificultado,
muitas vezes sendo negativo; o que pode ndo ser devido a presenca do agente em
pequeno numero, mas sim ao efeito inibidor causado por outros agentes menos

fastidiosos sobre o crescimento de 4. pleuropneumoniae (PIJOAN et alii, 1983).
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M¢étodos de isolamento seletivos e indicativos podem facilitar a identificagdo de
A. pleuropneumoniae em floras bacterianas mistas. A partir de tonsilas obtidas em
abatedouros, os meios de agar sangue seletivo e agar chocolate seletivo suplementados
com 0,07% de NAD, 300 pug/ml de bacitracina, lincomicina e cristal violeta a 1 pg/ml,
cada; e 50 png/ml de nistatina foram comparados para isolamento do agente. O primeiro
mostrou-se mais sensivel para o isolamento de A. pleuropneumoniae e redugdo da
populagdo contaminante; porém ambos os meios de cultivo ndo preveniram o
crescimento de Proteus sp.. Convém ressaltar que o meio de cultivo agar chocolate nao ¢
indicativo para A. pleuropneumoniae (JACOBSEN & NIELSEN, 1995).

Procurando identificar a fonte e o método mais adequado para o isolamento
bacteriologico de amostras NAD-dependente obtidas do trato respiratorio superior de
suinos, KICH et alii (2000) utilizaram suabes de secrecdo nasal e tonsilar, além de
bidpsia das tonsilas para semeadura direta em meio de cultivo solido seletivo; diluicao
em caldo seletivo seguido de semeadura em meio de cultivo sélido seletivo; e dilui¢ao
em caldo seletivo com posterior subsemeadura em agar sangue. Foram analisados 117
leitdes provenientes de granjas com histérico anterior positivo ou negativo para
pleuropneumonia, dos quais 120 amostras NAD-dependente foram isoladas. O material
obtido de bidpsia tonsilar semeado diretamente em meio PPLO 4gar acrescido de 2ug de
cristal violeta, 10ng de NAD, 1ug de lincomicina e 1,4ug de bacitracina por ml foi mais
eficiente para o isolamento. Entre as amostras isoladas, 86 foram classificadas como A.
pleuropneumoniae.

A técnica de separagdo imunomagnética vem recebendo destaque no isolamento de
A. pleuropneumoniae. GAGNE et alii (1998) avaliaram este método para o isolamento
do sorotipol a partir das tonsilas, o qual revelou-se mais sensivel do que o isolamento de
cultura direta. O ensaio também ¢ mais especifico pela identificagdo de um sorotipo
determinado, o que pode ser adaptado para o isolamento seletivo de outros sorotipos
através da troca de especificidade do anticorpo empregado. Estes resultados corroboram
o trabalho de PIFFER et alii (2001), no qual o método de isolamento tradicional foi
comparado frente ao método de separagdo imunomagnética para identificagdo do

sorotipo 5b de 4. pleuropneumoniae, a partir de tonsilas. Novamente, a técnica mostrou-
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se superior ao cultivo bacteriano por detectar o agente em 6 suinos de um grupo de 7.
Embora o resultado bacteriologico das tonsilas tenha sido negativo por ambas as
técnicas em um dos animais, foi possivel isolar o agente deste a partir de um abscesso
pulmonar. O isolamento de 4. pleuropneumoniae de animais aparentemente sadios ou
provenientes de rebanhos considerados negativos para a presenga da enfermidade
corroboram com a sugestdo de que o agente ¢ componente da flora normal do trato
respiratorio de suinos (KUME et alii, 1983; KICH et alii, 2000).

Pelas dificuldades praticas no isolamento do agente, tem sido proposto o uso de
Polymerase Chain Reaction (PCR), Reacdo em Cadeia da Polimerase, para sua
identificagdo (SIROIS et alii, 1991). A identificagdo de A. pleuropneumoniae em
tonsilas através de PCR foi quase trés vezes maior se comparado ao isolamento
tradicional em meio de cultivo, sendo identificadas 66 e 19 tonsilas positivas,
respectivamente para cada técnica, de um total de 101 tonsilas (GRAM et alii, 1996).

Os resultados obtidos com essa técnica motivaram sua aplicagdo em amostras
isoladas de campo no Brasil. KLEIN (2000) desenvolveu dois ensaios de PCR, aplicados
na deteccdo dos genes c¢px, envolvidos no transporte da capsula de
A. pleuropneumoniae; € do gene sodC, que codifica para a enzima CuZnSOD do agente.
Foram analisadas 120 amostras NAD-dependente obtidas do trato respiratdrio de suinos,
das quais 111 confirmaram os resultados prévios de caracterizagdo, sendo que os
isolados restantes foram identificados como nao sorotipificaveis, porém diferenciados de
outros organismos NAD-dependente de suinos. COLLARES (2000) desenvolveu teste
semelhante, no qual PCR foi utilizado para identificar os genes 4 dos operons apxl/,
apxIl e apxlIll, responsavel por codificar as exotoxinas de A. pleuropneumoniae. Foram
analisados 52 isolados de campo NAD-dependente previamente classificados através de
sorologia; dos quais 9 foram confirmados como A. pleuropneumoniae, 28 como
A. minor, e 15 como outros organismos. Estes resultados comprovam a especificidade da
técnica de PCR, indicando que a mesma pode auxiliar no isolamento de

A. pleuropneumoniae.
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1.6.4 Viruléncia de A. pleuropneumoniae.

A viruléncia entre os sorotipos de A. pleuropneumoniae ¢ variavel, porém todos
sdo capazes de induzir a doenca em suinos (HAESEBROUCK et alii, 1997). As cepas
mais virulentas, se inoculadas numa concentracio de 10” organismos, podem
desencadear a enfermidade com alta morbidade e mortalidade (STEVENSON, 1998).
Particularmente, os sorotipos 1, 5, 9 e 11 estdo envolvidos nos surtos mais severos da
doenca, quando se associa alta mortalidade. Os sorotipos 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10 e 12, ainda
que produzam lesdes pulmonares semelhantes aos demais sorotipos, sdo geralmente
menos virulentos e causam indices mais baixos de mortalidade (NICOLET, 1992).

Comparando os biotipos de 4. pleuropneumoniae, ambos estimulam a produgdo de
espécies ativas de oxigénio pelos macrofagos alveolares pulmonares e células
polimorfonucleares, porém a resposta induzida pelo biotipo 2 é menor do que o biotipo
1. A capacidade do biotipo 1 de multiplicar-se na presenca dos macréfagos, bem como
combaté-los mais rapido do que o biotipo 2 sugere que o primeiro ¢ mais virulento
(DOM et alii, 1994). A diferenca de viruléncia entre os biotipos foi demonstrada
experimentalmente através da inoculagdo de 23 suinos com os sorotipos 2, 3 e 9,
pertencentes ao biotipo 1. Pleuropneumonia aguda foi induzida em todos os animais, dos
quais 22 morreram. Dos 9 animais inoculados com o sorotipo 2 do biotipo 2, 3 ndo
desenvolveram sinais clinicos da enfermidade, enquanto que os suinos afetados
apresentaram lesdes discretas e focais de pleuropneumonia (DOM & HAESEBROUCK,
1992).

As lesdes pulmonares resultantes da infeccdo por A. pleuropneumoniae devem-se
aos componentes celulares do agente, os quais podem rapidamente atuar sobre o epitélio
respiratdrio; ou ainda devido a resposta do hospedeiro a estes (FENWICK et alii, 1986).
Sabe-se que a patogenicidade de A. pleuropneumoniae esta relacionada a fatores do
ambiente, hospedeiro e do agente infeccioso, ao qual atribuem-se diferentes fatores de
viruléncia, que incluem exotoxinas, capsula, lipopolissacarideos, adesinas, proteinas
ligantes da transferrina, proteinas de membrana externa e proteases (INZANA, 1991;

NICOLET, 1992; HAESEBROUCK et alii, 1997). Estes auxiliam na evasdo a resposta
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imune do hospedeiro e na colonizagao do trato respiratorio (NEGRETE-ABASCAL et
alii, 1994).

1.6.4.1 Exotoxinas de A. pleuropneumoniae.

Toxinas bacterianas pertencentes a familia RTX s3o encontradas em diversos
patdbgenos  gram-negativos pertencentes as familias Enterobacteriaceae e
Pasteurellaceae. Recebem essa denominagdo por conterem séries repetidas de
aminoacidos e caracterizam-se pela citotoxicidade dependente de célcio; inserindo-se na
membrana da célula hospedeira, na qual induz a formacao de canais (KAMP et alii,
1991; FENWICK & HENRY, 1994; JANSEN et alii, 1995). A. pleuropneumoniae
produz as toxinas ApxI, ApxIl e ApxIll, codificadas por quatro genes contiguos, C, 4, B
e D; dispostos em operons. O produto do gene C esta envolvido na ativacdo da toxina, o
gene A codifica para a toxina, enquanto que os genes B ¢ D codificam para proteinas
envolvidas na secrecdo do produto (JANSEN et alii, 1995).

Recentemente foi descrita pela primeira vez uma quarta toxina, ApxIV; secretada
por todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae, porém sendo produzida somente in vivo.
ApxIV ¢ fracamente hemolitica e apresenta sinergismo com a toxina beta hemolitica de
Staphylococcus aureus (SCHALLER et alii, 1999).

ApxI tem peso molecular aproximado de 105 kDa, sendo fortemente hemolitica e
citotoxica. E produzida pelos sorotipos 1, 5, 9, 10 ¢ 11. ApxII é uma proteina de 103
kDa, fracamente hemolitica e moderadamente citotdxica, secretada por todos os
sorotipos, exceto o 10. ApxIIl tem peso molecular de 120 kDa, ¢ produzida pelos
sorotipos 2, 3, 4, 6 e 8; ndo ¢ hemolitica, porém ¢é fortemente citotoxica (KAMP et alii,
1991). As cepas do biotipo 2 produzem somente ApxIl in vivo e in vitro (DOM et alii,
1994).

A presenga das toxinas ¢ peculiar a cada sorotipo, que secreta uma ou até duas
exotoxinas; o que os relaciona ao grau de viruléncia. Os sorotipos 1, 5, 9 e 11 sdo

considerados mais virulentos pelo conjunto de toxinas produzido (KAMP et alii, 1991).
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Para demonstrar o efeito das toxinas de A. pleuropneumoniae na patogenia da
enfermidade, KAMP et alii (1997) submeteram suinos SPF a inoculacdo endobronquial
de culturas dos sorotipos 8 (produtor de ApxIl e ApxIIl) ou 9 (produtor de ApxI e
ApxIl); culturas desprovidas das toxinas Apx; culturas desprovidas de toxinas, porém
contendo as toxinas recombinantes; ou ainda a toxina recombinante inoculada
isoladamente. Os animais que receberam indculos contendo as toxinas na forma nativa
ou somente recombinante demonstraram sinais clinicos da enfermidade, enquanto que os
animais cujo inoculo era desprovido de toxinas apresentaram-se clinicamente saudaveis
ou demonstraram sinais clinicos suaves, e lesdes caracteristicas foram ausentes ou muito
discretas na necropsia. As toxinas recombinantes ApxI e ApxIIl induziram a doenga
clinica e lesdes semelhantes aos animais que foram inoculados com as culturas puras,
mesmo na auséncia de outros componentes da cultura. A inoculacdo de ApxIl
recombinante nao induziu a doenga, ou os sintomas foram brandos, sugerindo que sua
importancia pode ser menos relevante do que ApxI e ApxIIl, embora possa induzir a
doenga clinica. O estudo demonstra que as toxinas sdo essenciais para o surgimento da
enfermidade clinica e das lesdes caracteristicas, sendo que ApxI e ApxIIl; e, em menor
grau, ApxIl, sdo os principais componentes de A. pleuropneumoniae responsaveis pela
indugdo da enfermidade e desenvolvimento das lesoes.

JANSEN et alii (1995) estudaram a ag¢do de cepas do sorotipo 1 de
A. pleuropneumoniae destituidas dos genes que codificam para as toxinas ApxI e ou
ApxII, ou dos genes apxIBD para secrecao das toxinas, sobre neutréfilos. Estes mutantes
ndo foram capazes de induzir lesdo e morte deste tipo celular; comprovando a
importancia destas toxinas na evasdo das defesas do hospedeiro. Através da
demonstragdo de que a inativacdo dos genes apxIBD leva a incapacidade de secretar
ApxI e ApxIl, este estudo comprova ainda que os genes apx/BD s3o essenciais para a
secrecao da toxina ApxII, visto que este operon nao possui os genes B e D.

Evidéncias indicam que a liberagdio gradual de metabolitos de
A. pleuropneumoniae causam a estimulagdo dos macréfagos alveolares pulmonares. Em

baixas concentragdes, as toxinas estimulam o metabolismo oxidativo destas células, sem
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inibicao subseqliente. Porém, quando em concentracdes maiores, segue-se uma inibicao
desta atividade, e os macréfagos sdo combatidos (DOM et alii, 1992).

Suinos infectados por A. pleuropneumoniae produzem anticorpos contra as toxinas
Apx, o que indica sua utilidade como antigenos para fins de diagndstico (KAMP et alii,
1991). ApxIV, por ser antigenicamente especifica e secretada por todos os sorotipos, ¢
promissora quanto ao uso para diagnostico ou producdo de vacinas (SCHALLER et alii,
1999). Ao contrario das infecgdes naturais, as vacinas disponiveis falham na inducao de
anticorpos contra as toxinas (FENWICK & HENRY, 1994). Vacinas comerciais
inativadas contendo ApxI, ApxIl e ApxIIl foram avaliadas frente ao desafio com o
sorotipo 9 de A. pleuropneumoniae. Os sinais clinicos decorrentes da infecgdo
permaneceram por um periodo de tempo mais curto nos animais imunizados comparados
ao grupo controle, do mesmo modo que as lesdes foram menos severas; indicando que
os animais vacinados desenvolveram protecao parcial. O resultado sugere que outros
componentes de 4. pleuropneumoniae podem estar envolvidos na protecdo conferida, ou
ainda que altos titulos sdo necessarios para conferir uma imunidade eficaz (CHIERS et
alii, 1998). Embora o envolvimento das Apx seja comprovadamente essencial na
patogenicidade do agente e também na imunidade, outros componentes de
A. pleuropneumoniae sdo também importantes no desenvolvimento da enfermidade
(HAESEBROUCK et alii, 1997).

Juntamente com proteases, as toxinas Apx foram identificadas no interior de
vesiculas de membrana existentes em A. pleuropneumoniae. Estas, quando liberadas ao
meio, distribuem seu conteudo. O mecanismo de secre¢do das proteases permanece
indefinido, mas acredita-se que possam participar do dano tecidual, além de contribuir
para a colonizagdo do agente. A presenca das toxinas nestas vesiculas aumenta os danos

teciduais decorrentes da liberagdo das proteases (NEGRETE-ABASCAL et alii, 2000).
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1.6.4.2 Capsula de A. pleuropneumoniae.

A capsula ¢é considerada um importante fator de viruléncia de
A pleuropneumoniae, devido a sua capacidade em prevenir a ativagdo do sistema
Complemento, além de inibir a fagocitose (FENWICK & HENRY, 1994). Entretanto,
seu papel na viruléncia e inducdo de imunidade ndo estd totalmente esclarecido. O
antigeno ¢ utilizado para sorotipificagdo ou ensaio soroldogico (INZANA &
MATHISON, 1987). A composi¢ao do extrato purificado de capsula do sorotipo 5 foi
determinada, sendo um dissacarideo de alto peso molecular, formado por 85% de
hexosamina, 12% de hexose, 3% de fosfato, 0,17% de proteina, 0,20% de acidos
nucléicos e 0,01% de endotoxina (INZANA, 1987).

Na avalia¢do da capacidade imunogénica da cépsula, altos titulos de anticorpos
foram detectados no soro de coelhos e suinos imunizados ou convalescentes de
infeccdes experimentais, ambos desafiados com extratos totais do sorotipo 5 de
A. pleuropneumoniae, na presenga de adjuvante. Contudo, a purifica¢do de cépsula deste
sorotipo produziu imunogenicidade baixa nestes animais, apesar da utilizacdo de
adjuvante, se comparada com a bactéria capsulada. Esta observacdo diminui seu
potencial para a utilizagdo isoladamente em vacinas; apesar de ndo haver relato de
indugdo de toxicidade, sinais clinicos ou lesdes de pleuropneumonia (FENWICK et alii,
1986; INZANA & MATHISON, 1987).

Embora a utilizagdo de céapsula em vacinas ndo induza uma resposta imune
satisfatoria, mutantes acapsulados dos sorotipos 1 e 5 de A. pleuropneumoniae
induziram uma forte resposta imune em suinos, sem produzir doenca clinica ou lesdes,
com excecdo de um animal que apresentou pneumonia em 35% da area pulmonar,
porém a bactéria foi recuperada deste na forma acapsulada. Nestes animais, o titulo de
anticorpos para cdpsula permaneceu ausente, enquanto que os animais imunizados com
bactérias capsuladas apresentaram anticorpos para estas. Nao houve alteragdes
qualitativas ou quantitativas na secre¢do de exotoxinas Apx pelas cepas mutantes e,
tendo em vista a importancia destas toxinas na indu¢do de imunogenicidade; os mutantes

acapsulados de A. pleuropneumoniae podem ser bons candidatos para a produgdo de
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vacinas, protegendo os animais frente o desafio com cepas virulentas homologas ou

heterdlogas (INZANA et alii, 1993).

1.6.4.3 Lipopolissacarideos de A. pleuropneumoniae.

Lipopolissacarideos (LPS) sdo os principais constituintes da membrana externa de
bactérias gram-negativas, sendo compostos de polissacarideos e lipideo A. Este ultimo ¢
um componente toxico, considerado endotoxina (HAESEBROUCK et alii, 1997).

Os LPS de A. pleuropneumoniae demonstram um padrao simples de eletroforese,
resultado da constitui¢do de polipeptideos especificos presentes em grande quantidade.
Apresentam forte atividade endotoxica, mesmo quando pequenas quantidades sdo
administradas, o que foi demonstrado apods a inocula¢do em suinos e coelhos, dos quais
os primeiros foram mais sensiveis. A alta sensibilidade dos suinos as endotoxinas
liberadas durante as infecgdes por A. pleuropneumoniae facilita sua penetragdo no
epitélio do trato respiratoério e induzem a pneumonia ou choque. A severidade das
alteragdes costuma ser dependente da dose aplicada, porém a inoculagdo intrabronquial
de LPS isolado de 4. pleuropneumoniae mostrou-se mais toxica do que a administragao
endovenosa (FENWICK et alii, 1986).

Evidéncias do envolvimento de LPS na patogenicidade de A. pleuropneumoniae
foram relatadas por FENWICK et alii (1986), ao demonstrarem que as endotoxinas
purificadas induziram lesdes tipicas dos estagios agudos de pleuropneumonia ao serem

inoculadas pela via intrabronquial em suinos.

1.6.4.4 Proteinas de A. pleuropneumoniae ligantes da transferrina.

Em A. pleuropneumoniae, o sistema de aquisicdo de ferro necessario a
multiplicagdo bacteriana ¢ comum as espécies Actinobacillus, Haemophilus e
Pasteurella, sendo constituido de receptores localizados em sua superficie; formados por

proteinas ligantes da transferrina, denominadas Tbp 1 e Tbp 2. As proteinas de
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A. pleuropneumoniae sao especificas para a transferrina suina, ¢ t€ém sua forma de
atuacdo ligando-se diretamente a esta, sendo expressadas sob condigdes limitadas de
ferro. Tbp 1 sdo proteinas transmembrana que atuam como canais para o transporte de
ferro através da membrana, enquanto que Tbp 2 sdo lipoproteinas que se ancoram a
membrana externa através de residuos de acidos graxos N-terminais. A imunizagdo de
suinos com estas proteinas confere protecdo limitada frente ao desafio com cepas
homologas, o que indica que contribuem para a patogenicidade de A. pleuropneumoniae,
porém estando outros fatores envolvidos (HAESEBROUCK et alii, 1997).

O gene que codifica para uma proteina ligante de transferrina (¢/bA) do sorotipo 1
de A. pleuropneumoniae foi clonado por GERALD et alii (1992), os quais
demonstraram que a seqiiéncia de nucleotideos deste tem 65% de identidade com a
seqiiéncia dos genes #fbA do sorotipo 7. A massa molecular da proteina TfbA do sorotipo
1 foi de 65 kDa, comparado com 60 kDa do sorotipo 7. As analises ainda demonstraram
que os sorotipos 2, 3, 4, 8, 9, 10 e 11 codificam e expressam uma proteina TfbA
altamente homodloga a expressa pelo sorotipo 7; enquanto que os sorotipos 6 e 12
expressaram proteina homoéloga a TfbA encontrada no sorotipo 1. Os genes #fbA dos
sorotipos 5a e 5b foram reconhecidos por uma sonda do sorotipo 1, porém reagiram
fracamente com anticorpos obtidos contra a proteina TfbA do sorotipo 7, o que sugere
que um tipo distinto de proteina TfbA esta presente nestes sorotipos. Estes resultados
levam a considerar a possibilidade de que variagdes entre estas proteinas permitam aos
diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae evitar a resposta imune do hospedeiro

contra cepas heterdlogas.

1.6.4.5 Proteinas de membrana externa de A. pleuropneumoniae.

Viérias proteinas de membrana externa ja foram identificadas nos sorotipos de
A. pleuropneumoniae. CRUZ et alii (1996) caracterizaram uma proteina com peso
molecular de 48 kDa, identificada em todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae e que

estd ausente em espécies gram-negativas relacionadas. Esta proteina apresentou-se
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imunogénica em suinos infectados com os sorotipos 5 ou 1, sugerindo seu potencial
como antigeno responsavel por resposta imune cruzada.

Um anti-soro produzido em coelhos e suinos contra A. pleuropneumoniae
reconheceu trés principais proteinas de membrana externa nos sorotipos 1 a 8, os quais
apresentaram peso molecular de 17 kDa, 32 kDa e 42 kDa, respectivamente. A proteina
de 17 kDa foi comum a Escherichia coli, Pasteurella haemolytica, Actinobacillus
lignieresii, Actinobacillus suis e biotipo 2 de A. pleuropneumoniae; sugerindo que
contém epitopo comum a varios organismos gram-negativos. As proteinas de 32 kDa e
42 kDa apresentaram epitopos comuns a alguns membros da familia Pasteurellaceae, o
que as tornam de pouco potencial para o desenvolvimento de testes de diagnostico
especificos. As proteinas de membrana externa ndo sdo, portanto, antigenos espécie ou
sorotipo-especificos (MacINNES & ROSENDAL, 1987).

RAPP & ROSS (1986) identificaram anticorpos contra proteinas de membrana
externa no soro de suinos infectados pelo sorotipo 5 de A. pleuropneumoniae. O soro
destes animais também reagiu com proteinas de membrana externa dos sorotipos 1 e 7,
no entanto estas proteinas parecem ser tipo-especificas. Vacinas que utilizam
preparagdes de membrana externa do sorotipo 5 de 4. pleuropneumoniae foram capazes
de induzir imunidade em suinos apds o desafio com o sorotipo homdlogo ou sorotipo 1,
sugerindo que este antigeno pode contribuir na imunidade conferida (CRUZ et alii,

1996).

1.6.5 Resposta imune e imunizac¢ao contra A. pleuropneumoniae.

As infecgdes naturais ou experimentais por A. pleuropneumoniae induzem a
resposta imune, a qual € sorotipo-especifica (NIELSEN, 1988). Os anticorpos presentes
sdo IgG e IgA, sendo produzidos contra varios componentes do agente, como capsula,
LPS, exotoxinas, proteinas de membrana externa, superoxido dismutase e proteinas
ligantes de ferro (HAESEBROUCK et alii, 1997; TAYLOR, 1999). No trato respiratorio

superior predomina IgA, enquanto que IgG ¢ encontrada em maior numero nos
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bronquios e alvéolos, tendo importancia na fixagdo do Complemento e adesdo aos
macrofagos (NEGRETE-ABASCAL et alii, 1994).

Anticorpos circulantes podem ser detectados em torno de 10 a 14 dias apods o
periodo de incubagdo, alcangando o titulo méximo em 3 a 4 semanas, o qual persiste em
baixos niveis durante varios meses, ou desaparece apOs a recuperacdo do animal
(NIELSEN, 1988; HAESEBROUCK et alii, 1997; TAYLOR, 1999). A imunidade
passiva ¢ conferida aos leitdes se a matriz foi imunizada, sendo que os anticorpos
permanecem no colostro por um periodo entre 5 a 9 semanas, embora a protecdo ndo
perdure por mais do que 3 semanas (NICOLET, 1992). Segundo PIFFER et alii (1986),
os anticorpos de origem materna sdo essenciais aos leitdes até o periodo compreendido
entre 70 e 90 dias de idade.

Os suinos que sobrevivem a infeccdo desenvolvem forte imunidade espécie-
especifica e sdo resistentes a reinfecc¢ao, independente do sorotipo (NICOLET, 1992),
uma vez que a infeccdo natural com um sorotipo de A. pleuropneumoniae confere
imunidade aos demais sorotipos (NIELSEN, 1988). Avaliando a imunidade espécie-
especifica, CRUIJSEN et alii (1995) infectaram suinos com os sorotipos 3 ¢ 9 de
A. pleuropneumoniae no pulmdo esquerdo e, apods 3 semanas, infectaram o pulmao
direito destes mesmos animais com o sorotipo 9. Os animais convalescentes foram
protegidos contra a reinfec¢do pela cepa homoéloga, porém o grau de imunidade para a
cepa heterologa foi variado. O estudo comprova que existe forte imunidade sorotipo-
especifica, responsavel por protecdo completa, indicando imunidade cruzada entre
sorotipos apds a infec¢do; enquanto que ndo hd uma adequada imunidade espécie-
especifica contra um sorotipo heterologo.

A imunidade cruzada envolve outros componentes além dos anticorpos produzidos
contra as exotoxinas de A. pleuropneumoniae. Isto foi demonstrado pela inoculagao
intranasal de suinos com sorotipo 2 (grupo 1), produtor de Apx II e III; sorotipo 10
(grupo 2), produtor de Apx II; e sorotipo 2 do biotipo 2 (grupo 3), o qual secreta Apx II.
Todos os grupos foram subseqiientemente desafiados com o sorotipo 2 do biotipo 1. Os
suinos do grupo 1 apresentaram anticorpos contra Apx Il e III e, apds a reinfecgdo; 4 de

5 animais apresentaram sinais clinicos leves ou ausentes. Nos suinos do grupo 2, foram
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detectados anticorpos contra Apx I, sendo que 3 dos 5 animais demonstraram sinais
clinicos moderados ou ausentes apos a reinfec¢do. O grupo 3 produziu anticorpos contra
Apx II, ndo desenvolvendo sinais clinicos apds o desafio. A prote¢do conferida ao grupo
2 apo6s o desafio ndo parece ser devido as Apx, pois ambas as cepas secretam um
conjunto diferente de toxinas. As lesdes encontradas nos animais afetados de ambos os
grupos foram pequenas, e indicam que foi conferida apenas imunidade parcial. O estudo
confirma a existéncia de protecdo parcial contra o biotipo e sorotipo heter6logo, o qual
nao produz a mesma toxina (HAESEBROUCK et alii, 1996).

Vacinas inativadas para pleuropneumonia suina estdo disponiveis, protegendo
contra os sorotipos presentes nesta. Portanto, estudos de prevaléncia de sorotipos numa
determinada regido geografica sdo fundamentais aos programas de vacinagdo.
(BLACKALL et alii, 1999). Uma caracteristica desfavoravel das vacinas ¢ a falta de
protecao cruzada (DESROSIERS, 1998). A imunizacdo ndo impede a colonizagao,
infeccdo ou o desenvolvimento da condi¢do de suino carreador do agente infeccioso,
porém reduz a mortalidade, os sinais clinicos e a prevaléncia das lesdes (DESROSIERS,
1998; PLOMGAARD, 1999). Nos animais vacinados hd um aumento da opsonizagao, e
as células fagocitarias sao combatidas pelo efeito das exotoxinas. Portanto, a resposta
imune celular ¢ importante na enfermidade (NEGRETE-ABASCAL et alii, 1994).

A vacinagdo com bacterinas, produzidas a partir de sorotipos de
A. pleuropneumoniae quimicamente inativados, ¢ utilizada na prevengdo da
pleuropneumonia e induz a formacao de anticorpos, entretanto ndo confere imunidade
contra os fatores secretados pelo agente durante a infeccdo. PIFFER et alii (1986)
imunizaram matrizes e subseqiientemente seus leitdes com uma bacterina preparada com
o sorotipo 5 de 4. pleuropneumoniae. Os leitdes foram posteriormente desafiados com o
mesmo sorotipo; observando-se que os animais oriundos de matrizes vacinadas
demonstraram menores indices de ocorréncia de sinais clinicos, mortalidade e presenga
de lesdes caracteristicas de pleuropneumonia frente aos leitdes de matrizes ndo
vacinadas. O agente foi isolado em menor numero da cavidade nasal destes suinos,

comparado aos animais filhos de maes ndo vacinadas. A imunidade passiva ¢
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importante, visto que somente a imunizacao dos leitdes nao foi suficiente para a reducao
dos sinais clinicos.

A imunidade conferida por um extrato livre de células, obtido do sorotipo 1 de
A. pleuropneumoniae, contendo carboidratos, endotoxina e proteina, foi avaliada frente a
bacterinas disponiveis comercialmente. Foi comprovado que a prote¢ao conferida pelo
extrato foi maior do que nos animais imunizados com bacterinas. Os sinais clinicos da
doenca foram discretos, ndo ocorrendo mortes, € o percentual de lesdes pulmonares foi
significativamente reduzido; sugerindo que o extrato pode ser utilizado para imunizagao
sem a adi¢do de produtos purificados ou cé€lulas inativadas. Esta preparagdo, contudo,
ndo elimina o estado de suino portador e confere imunidade apenas frente ao desafio

com cepa homoéloga (FEDORKA-CRAY et alii, 1993).

1.6.6 Sorotipificacao de A. pleuropneumoniae.

Para a sorotipificacdo de A. pleuropneumoniae, torna-se necessario que os isolados
produzam os antigenos capsulares em cultura (GRAM et alii, 2000). A sorotipificagdo ¢
normalmente realizada através de soro-aglutinacdo ou teste de coaglutinagao, sendo que
o resultado pode ser confirmado através dos testes de difusdo em gel de agarose ou
hemaglutinagdo indireta. Estes Gltimos sdo geralmente empregados para a identificacdo
final, no caso da ocorréncia de isolados ndo sorotipificaveis (SEBUNYA &
SAUNDERS, 1983; NICOLET, 1988; NICOLET, 1992; TIMONEY et alii, 1992;
GUTIERREZ et alii, 1993).

A sorotipificacdo e ensaios sorologicos para a deteccdo de anticorpos sorotipo-
especificos de A. pleuropneumoniae costumam ser problematicos devido ao potencial de
reacdo cruzada dos antigenos utilizados (INZANA & MATHISON, 1987). Todos os
métodos sdo eficientes, porém ndo excluem a ocorréncia das reagdes cruzadas entre os
sorotipos relacionados (MITTAL et alii, 1993; MOLNAR & MOLNAR, 1994). Para
NICOLET (1988), o método mais adequado para sorotipificagdo € a coaglutinagdo.

Contudo, ¢ uma técnica inconclusiva na diferenciacdo entre o sorotipo 8 do 3 e 6;
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sorotipo 9 do 1; e sorotipo 7 do 4. Para estes casos, sugere a identificagao final através
das provas de difusdo em gel ou hemaglutinacdo indireta. PIFFER et alii (1987) relatam
a ocorréncia de amostras auto-aglutinantes, o que impede a sorotipificagdo; enquanto
que a ocorréncia de cepas nao sorotipificaveis ¢ bastante freqiiente (FENWICK &
HENRY, 1994).

GUTIERREZ et alii (1993) sorotipificaram 91,7% das 72 cepas de
A. pleuropneumoniae analisadas, observando reag¢do cruzada entre os sorotipos 4 e 7.
GRAM et alii (2000) encontraram 39 cepas ndo sorotipificaveis de um total de 280
caracterizadas através do método de aglutinacdo em latex. Destas, foram sorotipificadas
27 pelos testes de imunodifusdo e hemaglutinacdo indireta; no entanto, 12 amostras
permaneceram ndo sorotipificaveis por reagirem com mais de um anti-soro nas trés
técnicas empregadas.

Entre as amostras identificadas como A. pleuropneumoniae, os sorotipos 1, 5 e 7
foram os Unicos seguramente identificados através de aglutinacdo rapida em placa. Os
resultados indefinidos foram decorrentes da reagdo cruzada entre os sorotipos 3 ¢ 6; 9 e
10; 9 e 11; ou incapacidade de reacdo com os anti-soros utilizados (BLACKALL &
PAHOFF, 1995). Posteriormente, estes autores utilizaram a técnica de difusdo
quantitativa em gel para sorotipificacdo. Para amostras que reagiram com mais de um
anti-soro ou permaneceram ndo sorotipificaveis através deste método, foi usada
hemaglutinagdo indireta. Esta, por sua vez, apresentou reagdo cruzada do sorotipo 6 com
o anti-soro do sorotipo 8, quando testada em amostras de referéncia, assim como os
sorotipos 9 e 11 entre si. Os resultados obtidos com os isolados de campo demonstraram
que apenas 3,4% destes permaneceram nao tipificaveis e 5,1% produziram reagdo
cruzada, comprovando que o método de hemaglutinagao indireta ¢ efetivo, embora ndo
tenha diferenciado os sorotipos 9 e 11. Estes autores sugerem uma combinacido de
diferentes métodos de sorotipificagao para chegar ao resultado final, visto que nenhuma
das técnicas utilizadas identifica os 12 sorotipos individualmente (BLACKALL et alii,
1999).

O conhecimento do sorotipo de A. pleuropneumoniae predominante numa

determinada regido ¢ fundamental em estudos de epidemiologia da enfermidade, devido
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a indicacdo da distribui¢do dos sorotipos e da fonte de infecgdo (NICOLET, 1992).
Além de confirmar o diagndstico microbioldgico, a sorotipificacdo auxilia na selecao do
teste sorologico a ser empregado, considerando-se que estes ensaios sdo sorotipo-
especificos (NIELSEN, 1988); bem como estima a funcionalidade dos testes utilizados
para monitoramento da infec¢do (NICOLET, 1992). Os programas de profilaxia da
enfermidade necessitam da identificagdo dos sorotipos prevalentes e da possivel
introduc¢do de novos sorotipos (HENNESSY et alii, 1993), ressaltando a importancia no
emprego das vacinas correntemente utilizadas, cuja imunidade conferida ¢ sorotipo-
especifica (TIMONEY et alii, 1992; MITTAL et alii, 1993).

Devido a ocorréncia de isolados de A. pleuropneumoniae cuja sorotipificacdo ¢
imprecisa ou nao ¢ possivel determinar, outras alternativas para a caracteriza¢ao destas
amostras sdo propostas. Técnicas independentes das caracteristicas fenotipicas,
correntemente utilizadas na tipificacdo do agente, podem ser uma alternativa e devem

ser investigadas quanto a sua aplicabilidade. A caracterizagdo genotipica vem sendo

utilizada e pode vir a ser empregada nestes isolados.

1.7 Genotipificacio de microorganismos.

Ha alguns anos, as técnicas fenotipicas eram o Unico método disponivel para a
caracterizagdo de isolados bacterianos. Embora eficientes, estas apresentam algumas
dificuldades de carater pratico, usualmente a incapacidade de tipificagdo de algumas
cepas, falta de reprodutibilidade do ensaio e baixo poder de discriminagdo. O
desenvolvimento de técnicas moleculares trouxe inimeros beneficios, como a aplica¢do
na tipificagdo de organismos, o que abriu uma nova perspectiva para a caracterizagdo de
amostras; constituindo-se uma alternativa quando os métodos fenotipicos sdo falhos ou
inconclusivos.

Os procedimentos moleculares utilizados para tipifica¢do, capazes de diferenciar

os individuos através de sua constituicdo de acidos nucléicos, sdo conhecidos por
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genotipificagdo, ¢ podem empregar tanto o DNA cromossomal quanto extra-
cromossomal. Estas técnicas tém suas peculiaridades e restricdes, contudo apresentam
algumas vantagens sobre os ensaios tradicionais, ressaltando-se a capacidade de
tipificacdo de todas as amostras, visto que o DNA pode ser obtido de todos os
organismos. Este tipo de ensaio possui maior capacidade de discriminagdo se comparado
aos métodos fenotipicos (FARBER, 1996).

O numero significativo de amostras de A. pleuropneumoniae que apresentam
reacdo cruzada, sdo auto-aglutinantes ou nao sorotipificaveis sugere a busca de métodos
de caracterizagdo independentes de caracteristicas fenotipicas, como meio de
confirmagdo nos casos em que os resultados sdo imprecisos (GRAM et alii, 2000).
Técnicas moleculares podem permitir a identificacdo do agente e, em alguns casos, a
indicagdo dos diferentes sorotipos (CHATELLIER et alii, 1999).

PCR vem sendo amplamente proposta como método de deteccio de
A. pleuropneumoniae (SIROIS et alii, 1991; FREY et alii, 1995; GRAM et alii, 1996;
LO et alii, 1998; COLLARES, 2000; SAVOYE et alii, 2000), porém nem todos os testes
sdo sorotipo-especificos. GRAM et alii (2000) desenvolveram um sistema baseado na
identificacao por PCR dos genes que codificam para uma lipoproteina de membrana
externa (omlA) que permite reunir os sorotipos de A. pleuropneumoniae em grupos.
Desta forma, o grupo I incluiu os sorotipos 1, 9, 11 e 12; grupo 11, sorotipos 2 e 8; grupo
I1, sorotipos 3, 6 e 7; grupo IV, sorotipo 4 e grupo V sorotipos 5a, 5b ¢ 10. Para
conseguir maior discriminagdo entre os sorotipos, o teste foi associado ao PCR para
deteccdo dos genes ativador e estrutural das toxinas de A. pleuropneumoniae (apxICA,
apxIICA e apxIIICA), desenvolvido por FREY et alii (1995b); porém permanecendo sem
diferenciar os sorotipos 1, 9 e 11; e sorotipos 2 e 8.

A técnica de PCR foi também padronizada para a detec¢do dos genes que
codificam para as toxinas de 4. pleuropneumoniae, apxAl, apxAll e apxAIIl; sendo os
resultados capazes de agrupar os sorotipos conforme a produgdo caracteristica de
toxinas. Deste modo, a presenc¢a tinica do gene para a toxina I indica ser o sorotipo 10;
toxinas I e II, sorotipos 1, 5a, 5b, 9 ou 11; toxinas II e III, sorotipos 2, 3, 4, 6 ou §; ¢

somente toxina II, sorotipos 7 ou 12 (COLLARES, 2000).
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) foi utilizado para a tipificacao
de A. pleuropneumoniae, distinguindo 9 dos sorotipos de referéncia. Contudo, os
sorotipos 1, 9 e 11 foram indiferenciados. As amostras isoladas de campo, todas do
sorotipo 9, mostraram padrao de fingerprinting divergente da amostra de referéncia;
provavelmente devido ao longo intervalo entre o isolamento destas. Os autores sugerem
0o uso da técnica como método confirmatério na caracterizagdo de amostras que
apresentam rea¢do cruzada na sorotipificagio (RYCHLIK et alii, 1994).

Este mesmo ensaio foi utilizado por de la PUENTE-REDONDO et alii (2000)
como método para diferenciagdo dos sorotipos de A. pleuropneumoniae apos a
realizagdo de PCR para detecg@o dos genes que codificam para as proteinas ligadoras da
transferrina, Tbpl (tbpA) e Tbp2 (tbpB). A combinagdo dos resultados obtidos com a
técnica sobre os produtos de PCR permitiram discriminar a maioria dos sorotipos, exceto
os sorotipos 4 do 11, e 7 do 9. Os autores sugerem a diferenciacdo destes através da
identificagdo por PCR do gene apxIA, que codifica para a toxina ApxI, proposta por
BECK et alii (1994). A associagdo das técnicas de PCR ¢ RFLP foi também utilizada
para identificacdo do gene aroA que codifica para a enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintetase, de A. pleuropneumoniae, através de PCR, com posterior tipificacao por
RFLP, a qual reuniu as cepas em grupo I, com os sorotipos 1, 4, 5,9, 11 e 12; grupo 2,
com sorotipos 2, 3, 6, 7 e 8; e grupo 3, com sorotipo 10 (MORAL et alii, 1999).

A técnica de ribotipificagdo utiliza sondas de acidos nucléicos para a identificagao
dos genes que codificam para o RNA ribossomal, os quais estdo presentes em todos os
organismos procariotos e sdo altamente conservados (FARBER, 1996). FUSSING et alii
(1998b) realizou a tipificagdo de A. pleuropneumoniae através deste método,
aplicando-o em isolados de campo com o objetivo de investigacdo epidemioldgica. A
técnica ndo permitiu discriminar os sorotipos de referéncia 9 e 11, além dos sorotipos Sa
e 5b. A ribotipificacdo mostrou-se um ensaio adequado para estudos da epidemiologia
de A. pleuropneumoniae, porém deve-se considerar a utilizacdo de outros meios para a
caracterizagdo dos sorotipos (FUSSING, 1998a).

Os estudos envolvendo o uso destes métodos moleculares na diferenciacdo dos

diversos sorotipos de A. pleuropneumoniae ainda nao sao totalmente satisfatorios, visto
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que nao determinam o sorotipo individualmente, necessitando de técnicas
complementares para tanto. Buscando-se um ensaio com estas caracteristicas, Random
Amplified Polymorfhic DNA (RAPD) vem sendo avaliado neste sentido, inicialmente
mostrando-se promissor devido ao custo relativamente baixo de realizacdo e pela
simplicidade de execugdo, se comparado as técnicas ja descritas; posteriormente
revelando-se adequado na caracterizagdo da espécie (HENNESSY et alii, 1993). Este
tipo de ensaio ¢ desejavel, viabilizando sua implantacdo no diagnostico de
A. pleuropneumoniae, para utilizagdo como método confirmatério em amostras cuja
sorotipificagdo permaneca indefinida.

A técnica de RAPD foi avaliada para a identificacdo dos sorotipos de referéncia de
A. pleuropneumoniae, € com os primers utilizados, produziu padrdoes de amplificagdo
peculiares a cada sorotipo, permitindo sua caracterizagdo. A diferenciagdo dos sorotipos
1,9ell;4e7;3,6e8; os quais apresentam reagdo cruzada entre si quando submetidos
aos testes tradicionais de sorotipificacdo, foi uma das vantagens apontadas pelo estudo.
A aplicacdo da técnica em isolados de campo dos sorotipos 1 e 5 produziu resultados
semelhantes (HENNESSY et alii, 1993). Estes autores sugerem a investigacdo da
presenca de plasmideos em amostras cujo perfil apresenta-se divergente dos previamente
identificados.

Por sua vez, CHATELLIER et alii (1999), utilizando RAPD com diferentes
primers, procuraram estabelecer a relagdo entre isolados de A. pleuropneumoniae dos
sorotipos 1 e 5 obtidos de suinos sadios e doentes. Os padroes de amplificacao
encontrados foram variados com cada primer, quando para o sorotipo 1 obtido dos
animais sadios e doentes, indicando diversidade destas cepas. Isolados de um mesmo
sorotipo, oriundos do mesmo rebanho, cujos padrdes de RAPD mostram-se diferentes,
podem sugerir que o plantel esteja infectado por diferentes cepas. Neste mesmo estudo,
0 sorotipo 5 apresentou um unico perfil com cada primer. Ambos os sorotipos testados
ndo apresentaram padrdes de amplificagdo comuns, o que permitiu diferencia-los.

Considerando que diferentes sorotipos devem apresentar genotipos distintos, de
acordo com o primer utilizado, PAJU et alii. (1998) analisaram através de RAPD os

isolados de outra espécie do género, Actinobacillus actinomycetemcomitans, causadora
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de doenca periodontal em humanos. Os autores realizaram a comparac¢ao das amostras
sorotipificadas com as ndo sorotipificaveis, procurando a caracterizacdo destas como
algum dos padrdes previamente determinados. Os resultados permitiram caracterizar as
amostras estudadas como compativeis com os padrdes previamente estabelecidos para as
amostras sorotipificadas; sugerindo que estes isolados tinham uma origem comum.
Contudo, 12% das amostras permaneceram nao sorotipificaveis. Genotipos divergentes
podem indicar o surgimento de novos sorotipos do agente. Este estudo, apesar de
conduzido com uma espécie diferente, sugere a aplicabilidade da técnica na

caracterizagdo das amostras nao sorotipificaveis de 4. pleuropneumoniae.

1.7.1 RAPD como método de genotipificacao.

A técnica de PCR amplifica in vitro seqiiéncias determinadas de DNA utilizando
primers adequados que se ligam as fitas complementares, as quais sdo extendidas pela
acdo da Taqg DNA polimerase. Isto possibilita a geracao de grandes quantidades de DNA
de segmentos especificos do genoma, o que ¢ amplamente utilizado com diversas
finalidades (TAYLOR, 1993).

Baseando-se no principio da técnica de PCR, dois grupos independentes
(WILLIAMS et alii, 1990; WELSH & McCLELLAND, 1990) desenvolveram quase que
simultaneamente um sistema de amplificacdo de segmentos do DNA baseado nesta, a
partir da utilizacdo de primers Unicos, mais curtos e com seqiiéncia arbitraria de
nucleotideos. Esta técnica ficou popularizada como Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), conforme a denominagao conferida por WILLIAMS et alii (1990) e criou
uma nova possibilidade para a andlise do genoma de individuos procariotos ou
eucariotos.

RAPD foi idealizada para uso em mapeamento genético ou para diagndstico,
utilizando a amplificagdo de DNA sem necessitar do prévio conhecimento da seqiiéncia
de nucleotideos do genoma analisado. Como suas particularidades, ¢ um marcador

dominante, cujo ensaio ndo ¢ radioativo, utilizando quantidades pequenas de DNA,
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como 25 ng; além de ser aplicavel a muitas espécies (WILLIAMS et alii, 1993).
Genomas de pequeno tamanho, como Escherichia coli, podem ser submetidos a técnica
(WILLIAMS et alii, 1990).

Virias regides do genoma sdo flanqueadas por seqliéncias repetidas invertidas
perfeitas ou imperfeitas, que permitem ocorrer multiplo anelamento entre o primer € o
DNA (VENUGOPAL et alii, 1993). A amplificagdo ocorre quando duas sequéncias de
DNA complementares ao primer encontram-se adjacentes em cerca de 200 a 2000 pares
de bases, em orientacdo oposta; e a posi¢do do primer esta na correta direcdo 5°—>3’ na
fita contraria. O resultado ¢ a amplificagdo exponencial desta regido, resultando num
discreto segmento de DNA. Apds eletroforese em gel, observam-se multiplos segmentos
de DNA amplificados, resultantes da sintese de varias por¢des do DNA simultaneamente
em diversos pontos do genoma, dirigida pelo primer (MURALIDHARAN &
WAKELAND, 1993; WILLIAMS et alii, 1993; FARBER, 1996).

Na comparagdo de individuos através de RAPD, muitos produtos de amplificacao
resultantes podem ser idénticos entre si, havendo possibilidade de amplificar segmentos
unicos a um individuo. Este polimorfismo obtido ¢ entdo utilizado como marcador
molecular. O ensaio pode detectar uma unica alteragdo no DNA gendmico, uma vez que
mudangas de nucleotideos induzidas na regido do primer produziram alteracdo no
padrao de amplificacdo previamente determinado (WILLIAMS et alii, 1990). O
polimorfismo ¢ utilizado para a diferenciagdo de organismos e pode permitir a
caracterizagdo de isolados da mesma espécie (WELSH & McCLELLAND, 1990;
MURALIDHARAN & WAKELAND, 1993). A acurada sensibilidade em identificar
uma unica troca de base no sitio de ligacdo do primer sugere a utilizacao da técnica na
andlise de individuos proximamente relacionados (WILLIAMS et alii, 1993). A
auséncia do produto de amplificacio pode ser devido a incapacidade de
complementariedade do primer com o sitio de ligagdo, o que ocorre por mutagdes ou
delecdes destes locais ou insergdes responsaveis pelo afastamento de ambos os sitios de
iniciagdo a uma distdincia que a DNA polimerase ndo possa percorrer

(MURALIDHARAN & WAKELAND, 1993; FARBER, 1996).
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Os primers para RAPD sdo escolhidos aleatoriamente, porém considerando que
tenham pelo menos 9 nucleotideos de extensao, uma composi¢do de GC minima de 40%
e auséncia de seqiiéncias palindromicas (WILLIAMS et alii, 1990). A utilizagdo de
oligonucleotideos de seqiiéncia mais curta do que os geralmente empregados na técnica
de PCR assegura a existéncia de muitas regides complementares distribuidas ao acaso no
DNA alvo (MURALIDHARAN & WAKELAND, 1993). Condicdes de baixa
estringéncia, referentes a baixas temperaturas de anelamento e alta forga iOnica,
aumentam a possibilidade de hibridizag¢do destes a seqiiéncia complementar, ressaltando
que os produtos de amplificacdo podem ndo ser resultados de um pareamento perfeito
entre o primer ¢ 0 DNA. Temperaturas de hibridizagdo acima de 40°C costumam inibir
os produtos de amplificacao (WILLIAMS et alii, 1990).

Pares de oligonucleotideos ja foram utilizados em RAPD, resultando em produtos
de amplificacdo distintos daqueles produzidos por primers Unicos. A vantagem
encontrada foi aumentar a possibilidade de obtencdo de polimorfismo ao empregar
diferentes associagdes dos mesmos primers (WELSH & McCLELLAND, 1991;
MICHELI et alii, 1993; WILLIAMS et alii, 1993).

Tendo o objetivo de discriminar cepas de um mesmo organismo, a escolha de
primers € um ponto critico do ensaio. Muitas vezes sao obtidos produtos de amplificacao
do DNA em numero insuficiente ou ainda produtos comuns, em ambos 0s casos
impedindo a diferenciacdo dos isolados. Esta situacdo € relatada por CHARLTON et alii
(1999), que, entre 6 diferentes primers para RAPD utilizados, conseguiram diferenciar
sete cepas de Mycoplasma gallisepticum com apenas um destes oligonucleotideos
empregado isoladamente ou uma associacdo de dois diferentes primers do mesmo
conjunto.

O tempo de execugdo do ensaio ¢ relativamente curto. Usualmente, os programas
utilizados para RAPD incluem 45 ciclos, o que torna o tempo total da reacdo
demasiadamente longo, até 5 horas. Contudo, ha possibilidade de otimizagdo, reduzido-o
para 2,5 horas (YU & PAULS, 1992).

O namero, a reprodutibilidade e a intensidade dos produtos de amplificagdo

obtidos com a técnica sdo resultado de diversos parametros, os quais incluem a
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concentracdo de sais, concentracdo do DNA template; temperatura de anelamento,
pureza, tamanho, seqiliéncia e composicdo do primer escolhido; aparelho termociclador
utilizado; e procedéncia da DNA polimerase (WELSH & McCLELLAND, 1990;
FARBER, 1996).

Considerando que o padrdao dos produtos de amplificagdo deve-se as regides do
DNA alvo possiveis de hibridizarem ao primer, a preparacdo do DNA ¢ um ponto critico
a reprodutibilidade da técnica. Segundo MICHELI et alii (1994), residuos de etanol no
DNA template sao os principais responsaveis pela falta de reprodutibilidade da técnica.

As concentracdes de DNA alvo e primer influenciam a reproducdo do ensaio.
Alguns produtos de amplificagdo sdo detectados com alta concentracao de ambos, porém
outros produtos obtidos com a utilizacdo de baixas concentracdes destes tornam-se de
baixa intensidade ou ainda ausentes quando em altas concentragdes
(MURALIDHARAN & WAKELAND, 1993). Para WILLIAMS et alii (1993),
quantidades excessivas de DNA podem resultar em arraste ou pouca defini¢do dos
produtos amplificados, a0 mesmo tempo que pouca quantidade de DNA pode impedir a
reproducdo do padrao de RAPD. Ressalta-se, portanto, a necessidade de otimizagdo do
teste de acordo com o primer € o DNA alvo antes de ser empregado para a tipificacao.

De forma semelhante, a concentragdo de ions magnésio utilizada na reagdo
interfere na quantidade e qualidade dos produtos de amplificagdo obtidos por RAPD.
PARK & KOHEL (1994) testaram concentracdes de magnésio entre 1,5 a 6,0 mM,
determinando que a concentracdo 6tima foi especifica para cada primer utilizado,
mostrando-se, porém, independente da propor¢do de G/C ou A/T deste. Para a maioria
dos oligonucleotideos testados por estes autores, a concentragdo adequada manteve-se
entre 1,5 a 4,5 mM. A concentragdo 6tima com cada primer deve ser estabelecida pelo
padrdo consistente dos produtos de amplificacdo e pelo maximo polimorfismo de DNA
obtido com a técnica.

Embora com o uso limitado a isolados bacterianos puros, a técnica de RAPD ¢
promissora na tipificacdo de A. pleuropneumoniae devido aos padrdes de amplificacdo
produzidos nao terem sofrido alteragdes apds multiplas passagens em laboratério do

mesmo isolado. E possivel diferenciar os sorotipos ao relaciona-los com o polimorfismo
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de DNA obtido; entretanto, existe a ressalva de que o método ndo permite estabelecer o

significado do fragmento de DNA amplificado (HENNESSY et alii, 1993).

1.8 Objetivos.

Muitos isolados de A. pleuropneumoniae sdo seguramente caracterizados por
métodos bioquimicos e microbiologicos, contudo permanecem sem sorotipificacao
definida, tanto pela ocorréncia de reagdes cruzadas entre determinados sorotipos quanto
pela apresentacdo ndo sorotipificavel da cepa. A parceria firmada entre a UFRGS e a
Embrapa Suinos e Aves vem produzindo avangos consideraveis no estudo da
pleuropneumonia suina, principalmente na darea de diagnodstico molecular, quando
técnicas genotipicas vém sendo aplicadas na caracterizagdo do agente etioldgico,
contornando os problemas tradicionalmente encontrados na definicdo fenotipica
correntemente  utilizada. Contudo, os isolados ndo sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae permanecem sem caracterizagdo, o que sugere a aplicagdo de
ensaios alternativos que permitam uma conclusdo sobre estas amostras. A técnica de
RAPD vem sendo utilizada para a genotipificagdo de diversos géneros bacterianos e ¢
proposta neste estudo como método de caracterizagdo deste tipo de amostra.

Procurando contornar esta deficiéncia, o presente trabalho teve como objetivos
especificos:

1. Padronizagdo da técnica de RAPD em amostras de referéncia de
A. pleuropneumoniae.

2. Aplicagdo da técnica em amostras sorotipificadas de 4. pleuropneumoniae isoladas
de campo no Brasil.

3. Aplicagdo da técnica em amostras ndo sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae
isoladas de campo no Brasil.

4. Avaliacdo da aplicabilidade da técnica na caracterizagdo genotipica de isolados

sorotipificaveis e ndo sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras de Actinobacillus pleuropneumoniae

2.1.1 Amostras isoladas de campo

Foram utilizadas amostras de A. pleuropneumoniae procedentes da bacterioteca da
Embrapa Suinos e Aves (Concérdia, SC), isoladas entre os anos de 1981 e 2001; as
quais foram previamente caracterizadas através de métodos bioquimicos e
microbioldgicos neste mesmo centro de pesquisa. As amostras presentes neste trabalho
foram incluidas em estudos anteriores desenvolvidos em parceria entre a Embrapa
Suinos e Aves, o Programa de Pds Graduagdo em Ciéncias Veterinarias da UFRGS, ¢ o
Centro de Biotecnologia da UFRGS; nos quais foram analisadas através de PCR quanto
a presenca do gene A dos operons apxl, apxIl e apxIIl, que codificam para as exotoxinas
de A. pleuropneumoniae (COLLARES, 2000); e para os genes que codificam para a
proteina CuZnSOD e genes c¢px envolvidos no transporte da capsula de
A. pleuropneumoniae (KLEIN, 2000).

Foram analisadas 78 amostras caracterizadas como A. pleuropneumoniae,
divididas em dois grupos distintos. O primeiro grupo era formado por 68 isolados
provenientes de casos clinicos de pleuropneumonia suina, registrados em varias regides
do Brasil. Destas amostras, 49 foram sorotipificadas por PIFFER et alii (1997), sendo
que 14 permaneceram nao sorotipificaveis (Tabela 1). Este grupo recebeu a inclusao de
5 amostras isoladas e sorotipificadas pela Embrapa Suinos e Aves entre os anos de 2000
e 2001 (Tabela 2); motivo pelo qual, além da caracterizagdo por RAPD, foi realizada
somente a analise por PCR dos genes que codificam para as exotoxinas ¢ dos genes cpx.
Uma amostra do sorotipo 5, pertencente a este grupo, nao foi caracterizada como

pertencente ao subtipo 5a ou 5b.
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TABELA 1. Amostras isoladas de casos clinicos de pleuropneumonia

Sorotipo Nimero de amostras
1 1
3 17
5 1
Sa 1
5b 23
7
11 1
Nao sorotipificavel 14

TABELA 2. Amostras isoladas de casos clinicos de pleuropneumonia,
sorotipificadas nos anos de 2000 e 2001

Sorotipo Numero de amostras
1 1
4 2
7 2

O segundo grupo de amostras era constituido de isolados obtidos de tonsilas de
leitdes sem sinais clinicos de pleuropneumonia, com idade entre 9 a 15 semanas. Estes
animais eram oriundos de seis rebanhos considerados positivos e trés rebanhos
considerados negativos pelo teste de ELISA polivalente para os sorotipos 3, 5 e 7 de
A. pleuropneumoniae, baseado em antigeno lipopolissacarideo de cadeia longa (KICH,
1996). Os rebanhos localizavam-se no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Neste grupo,
16 amostras NAD-dependente eram bioquimicamente classificadas como
A. pleuropneumoniae, das quais 4 eram sorotipificaveis e 12 eram ndo sorotipificaveis.
Destas amostras ndo sorotipificaveis, 8 foram analisadas por COSTA et alii' (2001-
Informe verbal) através de PCR para a presenca do gene que codifica para a exotoxina

Apx IV de A. pleuropneumoniae, além de caracterizadas pela analise do seqiienciamento

' Mateus Matiuzzi da Costa. Curso de Pds-Graduagdo em Biologia Celular ¢ Molecular, Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul; av. Bento Gongalves, 9500, prédio 43421,
bloco 4, laboratorio 213 (mmatiuzzi@bol.com.br).
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dos genes que codificam para rDNA 16S. Estas amostras foram entdo reclassificadas
como outros organismos NAD-dependente do trato respiratdrio dos suinos, ndo sendo
incluidas no presente estudo. O seqiienciamento foi realizado em um seqiienciador
MegaBACE 1000, utilizando o kit para seqiienciamento DY Enamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Portanto, o segundo grupo foi formado por isolados NAD-dependente,
bioquimicamente classificados como A. pleuropneumoniae, hemoliticos e positivos para
a degradacdo de uréia, conforme determinado por KICH et alii (2000); sendo 4 amostras
sorotipificadas. Foram ainda incluidas 4 amostras nao sorotipificaveis, previamente
caracterizadas por técnicas fenotipicas como A. pleuropneumoniae, porém nao

analisadas quanto a presenga do gene para ApxIV e ndo seqiienciadas (Tabela 3).

TABELA 3. Amostras NAD-dependente isoladas de rebanhos

Sorotipo Nimero de amostras
7 3
12 1
Nao sorotipificavel 4

Todos os isolados de A. pleuropneumoniae utilizados neste trabalho eram
pertencentes ao biotipo 1, hemoliticos e dependentes de NAD; e foram mantidos
estocados em leite desnatado sob temperatura de 80°C negativos. Foram ainda incluidas
as amostras 6983 e 7045, procedentes do segundo grupo, as quais foram
bioquimicamente identificadas como A. pleuropneumoniae por KICH et alii (2000) e
posteriormente reclassificadas como A. indolicus e A. minor, respectivamente, por

COSTA et alii (2001- Informe verbal). A amostra 7045 nao era hemolitica.

2.1.2 Amostras de referéncia de 4. pleuropneumoniae

Os sorotipos de referéncia de A. pleuropneumoniae foram utilizados na selegao

dos primers para RAPD e na padronizagdo da técnica. Foram ainda adotados como
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padrao referencial do polimorfismo de DNA nos ensaios realizados com as amostras
isoladas de campo sorotipificadas. As 13 amostras de referéncia foram obtidas da
Embrapa Suinos e Aves (Tabela 4), e eram mantidas estocadas em leite desnatado sob

congelamento a -80°C.

TABELA 4. Amostras de referéncia dos sorotipos de 4. pleuropneumoniae

Sorotipo Amostra Referéncia

1 Shope 4074 ATCC 27088

2 1536 Dr. R. Ross

3 1421 Dr. R. Ross

4 M62 ATCC 33378
Sa K17 ATCC 33377
5b L20 Dr. R. Ross

6 Femo SCI-A Dra. R. Petersen
7 WEF83 SCI-A Dra. R. Petersen
8 F384 Dra. R. Petersen
9 F60 Dra. R. Petersen
10 13039 Dr. R. Ross

11 56153 Dr. R. Ross

12 1096 Dr. R. Ross

ATCC: American Type Collection
Dr. Richard Ross, lowa University, EUA
Dra. Ruth Petersen, Intervet, Dinamarca

2.2 Meios de cultivo

Quando retiradas dos estoques, as amostras foram cultivadas em &agar sangue
(Oxoid, Inglaterra) com uma estria perpendicular de Staphylococcus aureus durante 18
horas em ambiente de microaerofilia a 37°C. Dos organismos identificados como
A. pleuropneumoniae pela apresentacao de didmetro entre 1 e 2 mm, hemolise, reagdo de
CAMP e satelitismo ao S. aureus; foi retirada uma coldnia representativa, a qual foi
repicada em agar Columbia (Merk, Alemanha) acrescido de 5% de soro bovino estéril e

50 pg/ml de NAD (Sigma Chemical Co.) e multiplicadas sob as condigdes descritas
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anteriormente. ApoOs este periodo, as colonias que se apresentaram iridescentes foram

utilizadas para a extragdo de DNA gendmico.

2.3 Extracido do DNA gendomico

A técnica de extragdo de DNA empregada foi descrita por OSTAIIJEN et alii
(1997), com algumas modificagdes; na qual o raspado de uma placa de cultivo
(60x15x21) foi ressuspendido em 1 ml de solugdo salina (NaCl 0,9%) 0,15M e
centrifugado durante 5 minutos a 12.000g; seguido da ressuspensdo em 700 pl de
solugdo salina 0,15M e adi¢@o de proteinase K (50 pg/ml- Gibco BRL, Estados Unidos)
e SDS 1,7%, permanecendo em banho de dgua a 65°C durante 1 hora. O extrato
resultante foi submetido a purificacdo por volumes iguais de fenol e cloroférmio
(SAMBROOK et alii,1989), seguido da precipitacdo por 0,6 volume de isopropanol e
1/10 volumes de acetato de sdédio 3M, quando permaneceu a -20°C por cerca de 16
horas. O DNA resultante foi recuperado apds centrifugacdo a 12000 x g durante 15
minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o pellet lavado com etanol 70%; quando
entdo foi ressuspendido em TE (Tris HCl 10mM e EDTA ImM, pH 8,0), conforme
descrito por SAMBROOK et alii (1989). O DNA total obtido foi estocado a uma

temperatura de -20°C.

2.4 Oligonucleotideos

Foram utilizados oligonucleotideos sintéticos especificos para RAPD (Operon
Technologies, CA), recomendados por FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998). Os
primers testados eram procedentes do conjunto G, composto de 20 oligonucleotideos de
seqiiéncia diversa e aleatoria, contendo 10 nucleotideos de extensdo e um contetido de

G/C entre 60% e 70% (tabela 5).
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TABELA 5. Seqiiéncias dos primers utilizados

Primer Seqiiéncia

OPG-1 “CTACGGAGGA™
OPG-2 “GGCACTGAGG”
OPG-3 “GAGCCCTCCA*
OPG-4 “AGCGTGTCTG”
OPG-5 YCTGAGACGGA®
OPG-6 “GTGCCTAACC*
OPG-7 “GAACCTGCGG”
OPG-8 “TCACGTCCAC*
OPG-9 “CTGACGTCAC”
OPG-10 “AGGGCCGTCT*
OPG-11 “TGCCCGTCGT?
OPG-12 “CAGCTCACGA®
OPG-13 CTCTCCGCCA*
OPG-14 “GGATGAGACC”
OPG-15 “ACTGGGACTC*
OPG-16 “AGCGTCCTCC*
OPG-17 YACGACCGACA®
OPG-18 “GGCTCATGTG®
OPG-19 “GTCAGGGCAA®
OPG-20 *TCTCCCTCAG®>

2.5 Padronizacao da técnica de RAPD

As condi¢des de amplificacdo foram sugeridas por WILLIAMS et alii (1990) e
eram recomendadas pelo fabricante dos primers (Operon Technologies, CA), porém
foram adotadas com algumas alteragdes. As reagdes tiveram 25ul como volume total,
contendo 10mM de Tris HCI, pH 8,3; 50mM de KCI; 2,5mM de MgCl,; 200uM de cada
desoxiribonucleotideo (dATP, dTTP, dGTP e dCTP); 2,5 unidades de Tag DNA
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polimerase (Cenbiot Enzimas) e 1yl de DNA genomico. A concentracdo de primer
utilizada variou entre 4,6 pmol ¢ 9,2 pmol.

O ensaio foi realizado em termociclador (MJ Research, Inc.), e contou com uma
etapa de desnaturacdo da dupla fita de DNA a 94°C durante 5 minutos, seguida da
hibridizacao do primer com temperaturas que compreenderam 34°C, 35°C, 37°C, e
40°C durante um minuto, e da etapa de extensao a 72°C por um periodo de 2 minutos.
Foram realizados 40 ciclos consecutivos, seguidos de uma etapa final de polimerizagao a
72°C por 5 minutos.

A escolha dos primers adequados para a diferenciacdo dos sorotipos de
A. pleuropneumoniae foi realizada utilizando-se os sorotipos de referéncia 3, 4, Sa e 7.
Os primers que diferenciaram estes sorotipos foram entdo utilizados sob as mesmas
condi¢cdes com os demais sorotipos de referéncia, sendo entdo selecionados os
oligonucleotideos que diferenciaram todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae, quando
foi definido o padrdo de polimorfismo de DNA caracteristico para cada cepa.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados apds eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com Brometo de Etidio (0,5 pg/ml). Como marcador de tamanho
molecular, foi utilizado DNA de A clivado com Hindlll e EcoRI, cujos fragmentos
apresentavam 564, 831, 947, 1375, 1709, 1904 e 2027 pares de bases de extensdo. Os

resultados foram registrados em maquina fotografica Polaroid.

2.6 Validac¢ao da técnica de RAPD

A técnica foi aplicada as amostras sorotipificadas de A. pleuropneumoniae,
utilizando o perfil de amplificacdo previamente obtido com as amostras padrdo como
referencial do polimorfismo de RAPD, com o objetivo de valida-la para caracterizacao
das amostras ndo sorotipificaveis isoladas de campo, definindo os possiveis perfis de

amplificacdo a serem esperados para as amostras ndo sorotipificaveis.
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2.7 Aplicacao da técnica na caracterizacdo de amostras nio sorotipificaveis de

A. pleuropneumoniae

Os polimorfismos de DNA apresentados pelas amostras ndo sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae foram comparados aos previamente obtidos com as amostras
sorotipificadas, procurando caracteriza-los como alguma das cepas conhecidas. Esta
caracterizagdo envolveu os dados anteriormente obtidos para as amostras ndo
sorotipificaveis quanto a presenca dos genes para as exotoxinas e transporte de capsula

de A. pleuropneumoniae.

2.8 Analise dos resultados

O tamanho molecular dos multiplos segmentos de DNA amplificados pela técnica
de RAPD foi determinado utilizando o programa KB, desenvolvido por SILVA? (2001—
Informe verbal). A relagdao genética entre as amostras foi estimada através da andlise dos
segmentos de DNA amplificados obtidos pela técnica de RAPD, utilizando o pacote
RAPDistance Programs, versdao 1.04 (ARMSTRONG et alii, 1996). O programa ¢
proprio para analise de padrdes de polimorfismo de RAPD, e considera as relagdes
estabelecidas por DICE (1945) e NEI & LI (1979).

A andlise ¢ realizada considerando a presenca do segmento amplificado como 1, e
sua auséncia como 0; de modo a gerar uma matriz bindria. A relagcdo genética entre as

amostras ¢ dada pelo coeficiente de Dice, calculado através da formula:

2*n11/(2*n11)+n01+n10), onde:

n=numero de produtos de amplificagdo de DNA

nx= nimero de produtos de amplificacdo de DNA presentes na amostra x

% Sérgio Ceroni da Silva. Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, av.
Bento Gongalves, 9500, prédio 43421, bloco 4, laboratério 213 (ceroni@dna.cbiot.ufrgs.br).
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ny= nimero de produtos de amplificagdo de DNA presentes na amostra y
nl1=numero de produtos de amplificacido de DNA nos quais x=1 ¢ y=1
n00= numero de produtos de amplificacdo de DNA nos quais x=0 e y=0
n01= ntimero de produtos de amplificacdo de DNA nos quais x=0 e y=1
n10=numero de produtos de amplificacdo de DNA nos quais x=1 ¢ y=0
nx=nll +nl0

ny=nll+n0l

O resultado da analise foi apresentado na forma de dendrograma.



3. RESULTADOS

3.1 Padronizac¢ao da técnica de RAPD

3.1.1 Sele¢ao dos primers

Para a diferenciacdo dos sorotipos 3, 4, 5a e 7, utilizados no screening inicial dos
primers, foi considerada a amplificagdo de multiplos produtos de DNA que puderam
diferenciar estas cepas. A maioria dos primers para RAPD do conjunto OPG nao
caracterizaram estes sorotipos, com excecdo do OPG-10 e OPG-19. Estes foram
selecionados para o teste adicional com as demais amostras de referéncia de

A. pleuropneumoniae.

3.1.2 Aplicac¢ao da técnica em amostras de referéncia de A. pleuropneumoniae

A técnica de RAPD foi padronizada de forma a otimizar os resultados obtidos com
as amostras de referéncia. A temperatura de hibridizacao dos primers a fita de DNA foi
definida de modo que multiplos segmentos de DNA fossem amplificados e pudessem
diferenciar os sorotipos. Esta temperatura foi estabelecida em 34°C para os primers
OPG-10 e OPG-19. Temperaturas mais elevadas impediram a amplificagdo de
segmentos de DNA necessarios para a caracterizagdo dos sorotipos.

A concentragdo de primer utilizada em cada reagdo para ambos os primers foi
definida inicialmente em 4,6 pmol. Nas reagdes em que o primer OPG-19 foi utilizado, a
concentragdo mais adequada foi definida em 9,2 pmol. Alteragdes adicionais ndo foram
necessarias nas condigdes de RAPD previamente estabelecidas. Ambos os primers nao
diferenciaram os sorotipos 5a e 5b.

O polimorfismo de DNA detectado com o primer OPG-10 foi considerado

adequado para a discriminagdo entre as amostras de referéncia (Figura 1). Com a
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utilizacdo do primer OPG-19, foram observados muitos produtos de amplificagdo

comuns entre sorotipos (Figura 2).

FIGURA 1- Polimorfismo de RAPD detectado pelo primer OPG-10 nas amostras de
referéncia de A. pleuropneumoniae

M, marcador de tamanho molecular em pares de bases ou pb (DNA de A clivado com
HindIII + EcoRI); 1 a 12, amostras de referéncia de A. pleuropneumoniae

Estes primers foram utilizados para a genotipificagdo das amostras de campo
sorotipificaveis e nao sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae. Como segmentos de
DNA capazes de diferenciar os sorotipos, foram considerados aqueles produtos de
amplificacdo que puderam ser reproduzidos apos repeti¢des da técnica com o mesmo

sorotipo.
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FIGURA 2- Polimorfismo de RAPD detectado pelo primer OPG-19 nas amostras de
referéncia de A. pleuropneumoniae

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1
a 12, amostras de referéncia de 4. pleuropneumoniae

3.2 Aplicacio da técnica de RAPD em amostras sorotipificadas de

A. pleuropneumoniae isoladas de campo

3.2.1 Amostras isoladas de casos clinicos de pleuropneumonia

3.2.1.1 Resultados obtidos com o primer OPG-10

Nas reagdes em que o primer OPG-10 foi utilizado, cada um dos sorotipos 5, 7 e
11 apresentaram um unico padrao de amplificagdo, o qual foi semelhante ao obtido com
a respectiva amostra de referéncia. Contudo, o isolado de campo do sorotipo 5a
apresentou polimorfismo de RAPD idéntico as amostras do sorotipo 5b, ndo sendo
possivel caracteriza-los. A amostra identificada como sorotipo 5 apresentou perfil de

RAPD semelhante ao obtido com os sorotipos 5a e 5b.
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Dentre os segmentos de DNA detectados pelo primer OPG-10 na amostra padrao
do sorotipo 1, foi observada a amplificacdo de um produto com aproximadamente 0,50
kb, o qual ndo foi observado nas amostras isoladas de campo deste mesmo sorotipo
(Figura 3). Embora com essa ressalva, o perfil de RAPD obtido caracterizou esta cepa.

O sorotipo 3 apresentou quatro padrdes distintos de RAPD, detectados pelo primer
OPG-10. Por sua vez, todos estes perfis foram divergentes do obtido com a amostra de
referéncia deste sorotipo. O padrdo predominante foi observado em 14 amostras, e foi
semelhante ao encontrado nas amostras de campo dos sorotipos 5 com este mesmo
primer, pela amplificacdo dos fragmentos com 1,60 kb; 0,90 kb e 0,40 kb. A Figura 3
apresenta o perfil de RAPD prevalente do sorotipo 3 e os produtos de amplificagdao
obtidos pela técnica com o primer OPG-10 para os demais sorotipos.

Os sorotipos 3 e 5 foram diferenciados através do perfil de exotoxinas
caracteristico a cada um, previamente determinado nestas amostras através de PCR por
COLLARES (2000). As exotoxinas encontradas nos sorotipos de A. pleuropneumoniae

sdo listadas na Tabela 6.

M R 1 i 5

2027 2.30 kbt

1904 —} 1'90 kb

1709 — 1.60 kb

1375= 1.20 kb
Q47

831 — 0.90 kb
564 —

0.50 kz

0.40 kb

FIGURA 3- Polimorfismo de RAPD detectado pelo primer OPG-10 em diferentes
sorotipos

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIll + EcoRI); R,
sorotipo de referéncia; 1, sorotipo 1; 2, sorotipo 3; 3, sorotipo Sb; 4, sorotipo 5; 5,
sorotipo 5a; 6, sorotipo 7; 7, sorotipo 11.
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TABELA 6. Relagdo das exotoxinas ApxA secretadas pelos diferentes sorotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae

ApxA Sorotipo

Somente ApxIA 10
Somente ApxITA 7el2
ApxIA e ApxITA 1,5,9ell
ApxIIA e ApxIIIA 2,3,4,6¢8
Adaptado de FREY (1995a)

Os demais polimorfismos de RAPD encontrados para o sorotipo 3, utilizando o
primer OPG-10, foram obtidos com as amostras 6742 e 6967. Estes perfis ndo foram
observados em outros isolados de campo sorotipificados ou amostras de referéncia de

outros sorotipos. Os produtos de RAPD obtidos para estas amostras sdo demonstrados na

M R I M 2 M 3
FIGURA 4- Diferentes perfis de RAPD detectados pelo primer OPG-10 em
amostras do sorotipo 3

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIll + EcoRI); R,

amostra de referéncia do sorotipo 3; 1, perfil predominante do sorotipo 3; 2, perfil
detectado na amostra 6742; 3, perfil detectado na amostra 6967.

Figura 4.

2027
1904
1709
1375

947
831

564
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A amostra 6829, previamente identificada como sorotipo 3, apresentou perfil de
RAPD compativel com o sorotipo 11 (Figura 5). A presenca dos genes que codificam
para ApxIA e ApxIIA, detectada através de PCR (Figura 6), ressalta essa observacao,
uma vez que o produto ¢ secretado por cepas do sorotipo 11; diferentemente do sorotipo

3. Esta amostra foi novamente sorotipificada pela Embrapa Suinos e Aves, porém

M Hii
FIGURA 5- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-10 na amostra 6829 do
sorotipo 3.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6829; 2, amostra isolada de campo do sorotipo 11.

apresentou-se como nao sorotipificavel.
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apxlA apxllA apxlllA

C+ Cl 1 - M C+ Ol 1 i c- M C+ Ol 1 2 G-

298 pb apxlTIA (330 pb}
257 pb apxlA (220 pb)
174 pb apxlLA (164 pb)

FIGURA 6- Detecciao por PCR dos genes apxIA e apxIIA na amostra 6829 do
sorotipo 3.

M, marcador de tamanho molecular, em pb (DNA de pUCI18 clivado com Haelll); C+,
controle positivo da reagdo (reagdo contendo DNA do sorotipo 5b para apxIA e apxlIA,
e DNA do sorotipo 3 para apxIlIA); CI, controle interno da reacdo (reagdo contendo
DNA do controle positivo diluido em 1:1000 acrescido do DNA da amostra 6829); C-,
controle negativo da reacdo (sem acréscimo de DNA); 1 e 2, diferentes preparacdes de
DNA da amostra 6829.

As amostras do sorotipo 4 isoladas de campo apresentaram perfil de RAPD
divergente do obtido com a amostra de referéncia do sorotipo e semelhante ao obtido
com os isolados de campo dos sorotipos 3 e 5, conforme demonstrado na Figura 7 com o
primer OPG-10. Contudo, a presenga dos genes para ApxIA e ApxIIA, detectada através
de PCR (Figura 8), ¢ divergente do perfil de toxinas para o sorotipo, o qual secreta
ApxIIA e ApxIITIA. Estas amostras foram ainda positivas por PCR para a presenga dos
genes cpx envolvidos no transporte de capsula, utilizando os mesmos primers e

condig¢des descritos por KLEIN (2000), o que ¢ demonstrado na Figura 9.
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2027
1904
1709

1375

047
831

M R I 2 M 3
SM i i E i
FIGURA 7- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-10 para as amostras do
sorotipo 4
M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); R,

amostra de referéncia do sorotipo 4; 1 e 2, amostras sorotipificadas como 4; 3, amostra
do sorotipo 5b isolada de campo.

apxlA apxllA apxlIlA

298 pb apxIlTA (330 pb]
257 pb apxIA (220 pb)
174 pb

— apxllA (164 pb)

FIGURA 8- Detecciao por PCR dos genes apxIA e apxIIA nas amostras de sorotipo
4 isoladas de campo.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de pUCI18 clivado com Haelll); C+,
controle positivo da reagdo (reagdo contendo DNA do sorotipo 5b para apxIA e apxlIA,
e DNA do sorotipo 3 para apxIlIA); C-, controle negativo da reagdo (sem acréscimo de
DNA); 1 e 2, isolados de campo do sorotipo 4.
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831 ph
564 ph

715 pb—>

FIGURA 9- Deteccao por PCR dos genes cpx nas amostras de sorotipo 4 isoladas de
campo.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI);
C+, controle positivo da reagdo (reagdo contendo DNA do sorotipo 5b); C-, controle
negativo da reagdo (sem acréscimo de DNA); 3 e 4, isolados de campo do sorotipo 4; 1,
isolado de campo do sorotipo 1; 2 e 5, isolados de campo do sorotipo 7.

Os padrdes de polimorfismo de RAPD obtidos com o primer OPG-10 foram
assemelhados entre os sorotipos 1 e 11, os quais apresentaram como segmentos de DNA
comuns os produtos em torno de 1,90 kb e 1,20 kb. Estes sorotipos foram diferenciados
pela amplificagdo de um segmento de DNA com aproximadamente 2,30 kb, presente no
sorotipo 11. Por sua vez, o sorotipo 7 apresentou perfil de amplificacdo distinto do
encontrado para os sorotipos 3 e 5 através da amplificacdo de um produto com cerca de
1,90 kb presente no sorotipo 7, o qual ndo foi observado nos sorotipos 3 e 5. Estes
apresentaram em comum um segmento em torno de 1,60 kb, ausente no sorotipo 7. A
Figura 10 apresenta os segmentos de DNA amplificados que diferenciaram estes

sorotipos.
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230kh
1.90 kb
1.60 kh

1,20 kb

FIGURA 10- Produtos de RAPD detectados pelo primer OPG-10 que
caracterizaram os sorotipos
M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIll + EcoRI); R,

amostra de referéncia do sorotipo; 1, sorotipo 1; 2, sorotipo 11; 3, sorotipo 3; 4, sorotipo
5b; 5, sorotipo 7.

3.2.1.2 Resultados obtidos com o primer OPG-19 em amostras isoladas de casos

clinicos de pleuropneumonia

A aplicagdo da técnica de RAPD sobre as amostras dos sorotipos 1, 3, 5, 5a, 5b, 7
e 11 obtidas de animais com casos clinicos da enfermidade demonstrou que estes
apresentaram polimorfismos de amplificacdo semelhantes ao obtido com as amostras de
referéncia para o primer OPG-19 (Figura 11). Todavia, muitos produtos de amplificacdo
foram semelhantes, sendo que apenas o sorotipo 7 foi distinto dos demais pela auséncia
de amplificagdo de um segmento de DNA com cerca de 0,50 kb, presente nos demais
sorotipos.

A amostra 6967 do sorotipo 3, obtida de caso clinico de pleuropneumonia, foi a
unica deste grupo que apresentou polimorfismo de RAPD divergente do encontrado nos

demais isolados deste sorotipo, utilizando o primer OPG-19 (Figura 12).
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M R | M R 2 M R i M R E| M R 3

FIGURA 11- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-19 em isolados de casos
clinicos de pleuropneumonia

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); R,
amostra de referéncia do sorotipo; 1, sorotipo 1; 2, sorotipo 3; 3, sorotipo 5b; 4, sorotipo
7; 5, sorotipo 11.

3.2.2 Amostras isoladas de suinos sem sinais clinicos da enfermidade, procedentes

de rebanhos

3.2.2.1 Resultados obtidos com o primer OPG-10

Utilizando o primer OPG-10, o perfil de RAPD obtido com as amostras do
sorotipo 7 foi semelhante ao encontrado para o mesmo sorotipo nas amostras isoladas de
animais com casos clinicos da enfermidade. Por sua vez, a aplicacdo da técnica com o
primer OPG-10 no sorotipo 12 isolado de campo (Figura 13) demonstrou a auséncia de
amplificacdo de um segmento de DNA com cerca de 0,90 kb, quando comparado a
respectiva amostra de referéncia. Este perfil de RAPD ndo foi encontrado em outras

amostras sorotipificadas, caracterizando o sorotipo 12.
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1904
1709
1375

947
831
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M | 2

FIGURA 12- Perfil de RAPD de amostra do sorotipo 3 divergente, detectado pelo
primer OPG-19

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6967 do sorotipo 3; 2, amostra do sorotipo 3 demonstrando o perfil
predominante detectado pelo primer para o sorotipo.

3.2.2.2 Resultados obtidos com o primer OPG-19

Os produtos de amplificagdo detectados através do primer OPG-19 para as
amostras dos sorotipos 7 foram idénticos aos obtidos com este primer para amostras de
mesmo sorotipo isoladas de suinos com casos clinicos de pleuropneumonia. Este perfil
foi semelhante ao detectado para a amostra do sorotipo 12 (Figura 14), e ambos puderam
ser diferenciados dos demais pela auséncia de um produto de amplificagdo de DNA com
cerca de 0,50 kb. O polimorfismo de ambos os sorotipos foi semelhante as respectivas

amostras de referéncia.
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M R
564 i i
FIGURA 13- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-10 no sorotipo 12

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIll + EcoRI); R,
amostra de referéncia do sorotipo 12; 1, amostra do sorotipo 12 isolada de campo.

M1 2
FIGURA 14- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-19 no sorotipo 12

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra de referéncia do sorotipo 12; 2, amostra do sorotipo 12 isolada de campo.

2027
1904
1709
1375

947
831

564
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A representagao esquematica dos produtos de amplificagdo detectados por RAPD

com os primers OPG-10 e OPG-19 nas amostras sorotipificadas utilizadas no presente

estudo ¢ demonstrada nas Figuras 15 e 16, respectivamente. Em ambas ¢ representado o

perfil predominante do sorotipo 3.

S1*

S1

S3*

S3

S5A*

S5A

S5

S5B*

S5B  S7*

S7

n
—_
—_

*

S12*

S12

kb

95
—_—
—_

2,30
1,90
1,60
1,20
0,90
0,65
0,60
0,50
0,40

FIGURA 15- Representacio esquematica da distribuicio dos produtos de RAPD
detectados pelo primer OPG-10 nos diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae.
*Amostra ATCC do sorotipo

S1* S1 S3* S3 SSa* S5a S5 SS5b* S5b S7*  S§7 S11* S11 S12* S12 kb
I NN NN I S IEEEE IS DD DI S BN BEEEEE DD B . 1,9
I NN NN I S IEEEE IS DD DI S BN BEEEEE DD B . 0,8
I NN NN BN NS DN BN B LI 0,5
I NN I I S IIEEEE DI BEEEEE DD DI BN BEEEEE B D O,4
I N I I IS IIEEEE DI BEEEEE DI BN BN BEEEEE B B - O,3
I N I I S IEEEE DI DD DI BEEEEE DDA BEEEEE B B - O,Z

FIGURA 16- Representacio esquematica da distribuicio dos produtos de RAPD
detectados pelo primer OPG-19 nos diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae.
*Amostra ATCC do sorotipo
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3.3 Aplicacio da técnica de RAPD em amostras nao sorotipificaveis de

A. pleuropneumoniae

3.3.1 Amostras isoladas de casos clinicos de pleuropneumonia

3.3.1.1 Resultados obtidos com o primer OPG-10

Entre os 14 isolados de campo ndo sorotipificaveis analisados, 13 apresentaram os
padroes de amplificagdo de DNA ja encontrados nas amostras sorotipificaveis com os
primers OPG-10 e OPG-19. Estes perfis de RAPD foram compativeis com aqueles
obtidos com os sorotipos 3 e 5, utilizando o primer OPG-10. O perfil de exotoxinas
destas amostras permitiu caracterizd-las como compativeis com o sorotipo 3 (12

amostras) e sorotipo 5 (1 amostra). Alguns dos resultados obtidos com estas amostras

M | 2 M 3 M 4
de

FIGURA 17- Genotipificacdo amostras niao  sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae utilizando o primer OPG-10

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1
a 3, amostras ndo sorotipificaveis; 4, amostra do sorotipo 5b isolada de campo.

sao demonstrados na Figura 17.
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Com o primer OPG-10, a amostra 7300 apresentou perfil de RAPD que permitiu
caracterizd-la como compativel com o sorotipo 3 (Figura 18). A amostra 6949
apresentou perfil divergente dos previamente identificados em amostras sorotipificadas
ou amostras de referéncia, detectados com este primer. Contudo, o perfil demonstrado
com o primer OPG-10 foi semelhante ao encontrado com a amostra 6967 do sorotipo 3,
isolada de suino com caso clinico de pleuropneumonia. Esta amostra apresentava os

genes para ApxIIA e ApxIIIA, sendo portanto caracterizada como compativel com o

M | M 2

FIGURA 18- Genotipificacio da amostra nao sorotipificavel 7300 através do perfil
detectado pelo primer OPG-10.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 7300; 2, amostra do sorotipo 3 isolada de campo.

sorotipo 3 (Figura 19).

A amostra 6941 apresentou perfil de RAPD semelhante ao obtido com o sorotipo 7
com o primer OPG-10. Entretanto, foi detectada a preseng¢a dos genes que codificam
para ApxIIA e ApxIIIA nesta amostra. Considerando que apenas ApxIIA ¢é caracteristica

do sorotipo 7; nao foi possivel caracterizar esta amostra através de RAPD (Figura 20).
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FIGURA 19- Genotipificacio da amostra nio sorotipificavel 6949 através do perfil
detectado pelo primer OPG-10.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6967 do sorotipo 3; 2, amostra 6949.

M 1 M 2

FIGURA 20- Perfil de RAPD detectado pelo primer OPG-10 na amostra nao
sorotipificavel 6941.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6941; 2, amostra do sorotipo 7.

2027
1904
1709
1375
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3.3.1.2 Resultados obtidos com o primer OPG-19 em amostras nio sorotipificaveis

isoladas de casos clinicos de pleuropneumonia

A maioria dos produtos de amplificacdo detectados pelo OPG-19 foi comum a
muitos sorotipos, portanto sua aplicagdo nas amostras ndo sorotipificaveis ndo foi
determinante na caracterizacdo destes isolados. Destas amostras, 12 apresentaram o
mesmo perfil, o qual foi semelhante ao encontrado em amostras dos sorotipos 1, 3, 5 e
11.

Com este primer, as amostras 6949 e 7300 apresentaram polimorfismos de RAPD
divergentes dos previamente detectados nas amostras sorotipificadas. Contudo, foi

possivel caracteriza-las através do perfil detectado pelo primer OPG-10 (Figura 21).

M 2 3
2027
1904
1709
1375
947
831
564

FIGURA 21- Perfis de RAPD divergentes, detectados pelo primer OPG-19 em
amostras nao sorotipificaveis.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6949; 2, amostra 7300; 3, amostra ndo sorotipificavel, demonstrando o perfil
predominante detectado com o primer para amostras nao sorotipificaveis.
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3.3.2 Amostras isoladas de suinos sem sinais clinicos da enfermidade, procedentes

de rebanhos

Entre as amostras ndo sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae obtidas de
rebanhos sem sinais clinicos da enfermidade, somente a 7047 apresentou um perfil
semelhante aos ja obtidos com amostras sorotipificdveis, com ambos os primers. O
perfil dessa amostra, obtido com o primer OPG-10, associado a presenca dos genes para
ApxIIA e ApxIIIA, foi compativel com o obtido com o sorotipo 3 isolado de campo
(Figura 22). Os resultados encontrados com ambos os primers para as demais amostras
deste grupo foram distintos daqueles previamente detectados nas amostras
sorotipificadas ou amostras de referéncia, ndo sendo possivel caracteriza-las (Figura 23).

Um resumo da caracterizagdo por RAPD das amostras nao sorotipificadas isoladas
de casos clinicos de pleuropneumonia e de animais de rebanhos sem sinais clinicos da
enfermidade ¢ apresentado na Tabela 7. A Tabela 8 apresenta os resultados da
genotipificacdo de todas as amostras sorotipificadveis e nao sorotipificdveis de
A. pleuropneumoniae analisadas no presente trabalho. Os dados apresentados na Tabela
9 resumem as informagodes obtidas em estudos anteriores a este, sobre as amostras
isoladas de suinos de rebanhos sem sinais clinicos de pleuropneumonia. Sao indicados
os resultados de sorologia com ELISA-LPS polivalente para os sorotipos 3, 5 e 7 de
A. pleuropneumoniae (KICH, 1996), deteccdo dos genes apxA (COLLARES, 2000) e
deteccao dos genes cpx (KLEIN, 2000).

TABELA 7. Amostras nao sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae caracterizadas
através de RAPD.

CC, amostras isoladas de suinos com casos clinicos de pleuropneumonia

R, amostras isoladas de suinos de rebanhos sem sinais clinicos de pleuropneumonia

* Perfil de RAPD compativel com o sorotipo 3 ou 5.

CC R
Total S3* S5* Total S3*
amostras caracterizadas 13 12 1 1 1

amostras ndo caracterizadas 1 - - 3 -
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Mol M 2

FIGURA 22- Caracterizacio da amostra nao sorotipificivel 7047 pelo primer
OPG-10.

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 7047; 2, amostra do sorotipo 3 isolada de campo.
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FIGURA 23- Amostras NAD-dependente niao caracterizadas por RAPD, isoladas
de suinos sem sinais clinicos.
M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
amostra 6953, primer OPG-10; 2, amostra 6964, primer OPG-10; 3, amostra 6980,

primer OPG-10; 4, amostra 6953, primer OPG-19; 5, amostra 6964, primer OPG-19; 6,
amostra 6980, primer OPG-19
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TABELA 8. Resultados da genotipificacgdo por RAPD das amostras de
A. pleuropneumoniae.

CC: amostras obtidas de suinos com casos clinicos de pleuropneumonia; R: amostras
obtidas de suinos de rebanhos sem sinais clinicos de pleuropneumonia; NT: amostras
nao sorotipificdveis; NC: amostras nao caracterizadas por RAPD; *sorotipo determinado
pela técnica de imunodifusdo em gel de agarose; **perfil compativel, determinado por
RAPD.

= ° g o

g = Genes apx ?j = E g g Genes apx § =y E

& g g e é & g g 2 é

g j= 3} 2 % g =) o 3 %

< e lri|njm|e* |+ < |l |njm|@]* | *
6634 | CC o | o | o 3 3 6829 | CC | o | @ ° 3 11
6635 | CC o | o | @ 3 3 6830 | CC o | o | @ 3 3
6636 | CC o | o | @ 3 3 6832 | CC ° . 1 1
6654 | CC o | o | o 3 3 6834 | CC ° e | 5b 5
6735 | CC o | o | o | NT 3 6835 | CC ° ° 3 3
6740 | CC | o | @ e | 5b 5 6850 | CC ° ° 3 3
6742 | CC o | o | o 3 3 6857 | CC | o | @ e | Sa 5
6743 | CC | o | @ e | 5b 5 6876 | R7 ° ° 7 7
6744 | CC | o | @ e | 5b 5 6936 | CC o | o | @ 3 3
6745 | CC | o | @ e | 5b 5 6941 | CC e | o | o« | NT| NC
6746 | CC | o | @ e | 5b 5 6942 | CC o | o | o | NT 3
6747 | CC ° ° 7 7 6943 | CC o | o | o | NT 3
6751 | CC | o | @ e | 5b 5 6945 | CC o | o | o | NT 3
6752 | CC ° ° 7 7 6946 | CC o | o | o | NT 3
6754 | CC | o | @ e | 5b 5 6947 | CC e | o | o | NT 3
6778 | CC | o | @ e | 5b 5 6948 | CC o | o | o | NT 3
6789 | CC | o | @ e | 5b 5 6949 | CC o | o | o | NT 3
6790 | CC | o | @ e | 5b 5 6953 | R20 o | o NT | NC
6791 | CC o | o | @ 3 3 6964 | R7 | o NT | NC
6792 | CC | o | @ e | 5b 5 6967 | CC o | o | o 3 3
6796 | CC | o | @ e | 5b 5 6974 | R7 ° ° 7 7
6800 | CC | o | @ e | 5b 5 6975 | R7 ° ° 7 7
6801 | CC | o | @ e | 5b 5 6980 | R7 ° e | NT | NC
6802 | CC | o | @ e | 5b 5 7011 | R4 ° o | 12 12
6803 | CC ° ° 7 7 7047 | R11 e | o | o | NT 3
6804 | CC ° ° 7 7 7058 | CC | o | @ o | NT 5
6805 | CC | o | @ e | 5b 5 7114 | CC o | o | o 3 3
6806 | CC | o | @ e | 5b 5 7164 | CC o | o | @ 3 3
6807 | CC | o | @ e | 5b 5 7180 | CC o | o | o 3 3
6813 | CC | o | @ e | 5b 5 7222 | CC o | o | o« | NT 3
6815 | CC | o | @ e | 5b 5 7258 | CC | o | @ ° 1 1
6816 | CC ° ° 7 7 7276 | CC e | o | o | NT 3
6822 | CC | o | @ e | 5b 5 7277 | CC o | o | o | NT 3
6823 | CC ° ° 3 3 7300 | CC ° o | NT 3
6824 | CC ° ° 3 3 7319 | CC | o | @ ° 4 NC
6825 | CC ° o | 11 11 7328 | CC ° . 7 7
6826 | CC ° e | 5b 5 7329 | CC ° . 7 7
6827 | CC ° ° 5 5 7350 | CC | o | @ ° 4 NC
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3.4 Aplicaciao da técnica de RAPD em amostras de A. minor e A. indolicus isoladas

de suinos sem sinais clinicos da enfermidade, procedentes de rebanhos

As amostras NAD-dependente 6983 e 7045, identificadas como A. minor e
A. indolicus, respectivamente, foram submetidas a RAPD com os primers OPG-10 e
OPG-19, os quais detectaram polimorfismos divergentes dos observados nas amostras
sorotipificadas de referéncia ou isoladas de campo de A. pleuropneumoniae. Estes

resultados sdo demonstrados na Figura 24.

Tabela 9. Amostras nao sorotipificaveis isoladas de leitoes de rebanhos sem sinais
clinicos, analisadas através de RAPD

*status do rebanho; ELISA, sorologia do rebanho através de ELISA-LPS; cpx, detecgdo
por PCR dos genes cpx; apxA, detecgao por PCR dos genes apxA; **sorotipo provavel,
de acordo com o perfil de apxA; RAPD, caracterizacdo através de RAPD; S, sorotipo
determinado por imunodifusdo; SR, sem registro prévio de pleuropneumonia; NC, nao
caracterizada por RAPD.

sorotipo
amostra rebanho status*  ELISA  c¢px apxA provavel** RAPD
6964 7 surto S7  positivo - I 10 NC
6980 7 surto S7  positivo  + II 7oul2 NC
7047 11 SR negativo + Ilelll 2,3,4,60u8 S3

6953 20 SR negativo - Ilelll 2,3,4,60u8 NC
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FIGURA 24- Perfil de RAPD detectado pelos primers OPG-10 e OPG-19 para
A. minor e A. indolicus

M, marcador de tamanho molecular em pb (DNA de A clivado com HindIIl + EcoRI); 1,
A. minor, primer OPG-10; 2, A. indolicus, primer OPG-10; 3, A. minor, primer OPG-19;
4, A. indolicus, primer OPG-19.

3.5 Avaliacao dos resultados

O programa RAPDistance foi utilizado para estabelecer a relacdo filogenética a
partir do polimorfismo de RAPD detectado pelos primers OPG-10 e OPG-19 entre as
amostras ATCC e amostras de 4. pleuropneumoniae isoladas de campo. O resultado ¢
apresentado na forma de dendrograma (Figura 25). Foram demonstrados os diferentes
perfis obtidos para o sorotipo 3 com as amostras 6742 e 6967, além do perfil

predominante para o sorotipo.
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FIGURA 25- Relacao filogenética estabelecida pelo programa RAPDistance para os
perfis de RAPD detectados pelos primers OPG-10 e OPG-19 nas amostras de
A. pleuropneumoniae analisadas.

S, sorotipo de A. pleuropneumoniae; ATCC (American Type Collection) amostra de
referéncia do sorotipo.



4. DISCUSSAO

Embora nem todos os métodos diagnosticos para pleuropneumonia suina
determinem o sorotipo de A4. pleuropneumoniae envolvido num surto da enfermidade,
esta informacdo ¢ imprescindivel a implantag¢do de estratégias para o controle da doenga
e para os estudos de epidemiologia do agente. O sucesso da ado¢ao de um programa de
profilaxia ¢ condicionado em grande parte ao conhecimento dos sorotipos prevalentes na
regido, os quais determinam as linhagens a serem empregadas nas vacinas. Portanto, a
caracterizagdo do sorotipo deve ser rapida e precisa.

A sorotipificagcdo ¢ o método usualmente empregado com este objetivo, entretanto
a ocorréncia de similaridade estrutural de antigenos entre determinados sorotipos de
A. pleuropneumoniae torna-a imprecisa em alguns casos, ocorrendo ainda linhagens que
se apresentam ndo sorotipificaveis. Deste modo, a busca por métodos de caracterizagdao
molecular que permitam contornar as dificuldades geralmente presentes na tipificacdo
realizada por métodos fenotipicos vem sendo investigada em diversos organismos.

Logo apods o desenvolvimento da técnica de RAPD, sua capacidade em distinguir
linhagens de um mesmo organismo comegou a ser investigada em diferentes espécies
bacterianas. Sorotipos de A. actinomycetemcomitans puderam ser diferenciados através
da técnica (PREUS et alii, 1993). De forma semelhante a A. pleuropneumoniae, a
caracterizagdo fenotipica desta espécie muitas vezes resulta em amostras nao
sorotipificaveis. Posteriormente, foram identificados 17 padrdes de RAPD entre os 5
sorotipos e amostras ndo sorotipificaveis de 4. actinomycetemcomitans (SAARELA et
alii, 1995). Em A. pleuropneumoniae, a utilizagdo da técnica para a genotipificagdo
possibilitou a caracterizagdo de amostras ndo sorotipificaveis e amostras que
apresentaram reagdes cruzadas nas provas de sorotipificagdo (HENNESSY et alii,
1993).

Considerando a freqiiente ocorréncia de amostras cuja sorotipificagdo ¢ imprecisa

ou ndo ¢ possivel nesta espécie, os resultados de caracterizacdo de microorganismos
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através da técnica, disponibilizados por varios autores, permitiram dirigir a utilizacao de
RAPD para a genotipificacdo de A. pleuropneumoniae. Uma vez que diferencas
observadas nos perfis de RAPD obtidos entre linhagens distintas de um mesmo
organismo podem claramente distinguir os isolados (CHARLTON et alii, 1999),
procurou-se avaliar a capacidade do ensaio em genotipificar as amostras sorotipificaveis,
objetivando correlacionar o polimorfismo de RAPD com o sorotipo. Com isso, foram
fornecidos subsidios para a caracterizacdo das amostras ndo sorotipificaveis.

Embora a aplicabilidade da técnica na diferenciacdo dos sorotipos de referéncia
(HENNESSY et alii, 1993) e de isolados de campo dos sorotipos 1 e 5 de
A. pleuropneumoniae ja fosse comprovada (CHATELLIER et alii, 1999), essa
informa¢do ndo havia sido pesquisada em amostras isoladas de campo do Brasil. No
presente trabalho, foi possivel estabelecer o padrao de polimorfismo de DNA para as
amostras sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae isoladas de campo no pais, utilizando
diferentes primers para RAPD. Um destes, o OPG-10, caracterizou a maioria dos
diferentes sorotipos testados. Estes perfis foram comparados aos obtidos com as
amostras nao sorotipificaveis, esperando-se que estas apresentassem algum dos perfis
previamente estabelecidos para as amostras sorotipificadas. De acordo com PAJU et alii
(1998), a ocorréncia de um mesmo perfil de RAPD entre estas amostras pode indicar
uma origem comum.

Entre os primers testados para a genotipificagdo de A. pleuropneumoniae, foram
selecionados 0 OPG-10 e 0 OPG-19, dos quais apenas o primeiro produziu polimorfismo
de RAPD adequado para a caracterizagdo dos sorotipos. A dificuldade na selecdo de
primers para RAPD, capazes de evidenciar diferengas no genoma que permitam
diferenciar sorotipos de um mesmo agente infeccioso, ¢ relatada por muitos autores. De
modo semelhante, um conjunto de 20 primers foi testado para a genotipificagdo de
A. actinomycetemcomitans por RAPD; dos quais somente 2 foram capazes de
discriminar as amostras (SAARELA et alii, 1995). Do mesmo conjunto de primers que
adotamos, 12 foram utilizados para a diferenciacdo por RAPD de Pasteurella multocida
e Pasteurella haemolytica; sendo que 2 produziram polimorfismos de DNA capazes de

diferencia-las (CHASLUS-DANCLA et alii, 1996).
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No presente estudo, assim como nos demais citados, a maioria dos primers foi
inadequada para a diferenciagdo dos sorotipos devido a incapacidade em amplificar o
DNA template, amplificagdo de um pequeno numero de segmentos do DNA, ou
amplificagdo de segmentos comuns aos diferentes sorotipos. De acordo com
CHARLTON et alii (1999), ha possibilidade de amplificar diferentes segmentos de
DNA com cada primer; entretanto, muitos nao diferenciam as linhagens. A identificacao
de apenas dois primers adequados para o objetivo do presente trabalho ndo foi
surpreendente, considerando a base teodrica da técnica de RAPD; na qual a amplificagdo
do DNA ocorre de forma aleatoéria. A utilizagdo de um maior niamero de primers pode
aprimorar o poder de discriminagdo da técnica. Para tanto, devem ser adotados numa
mesma reagdo, de modo a ndo torna-la laboriosa (SAARELA et alii, 1995). Contudo,
ndo ¢ possivel assegurar o incremento do numero de produtos de RAPD amplificados.

A utilizacao do primer OPG-10 caracterizou os sorotipos 1, 7, 11 e 12, detectando
polimorfismos semelhantes entre os sorotipos 3, 4 e 5. Os sorotipos 3 e 5 foram
diferenciados pelo perfil de exotoxinas Apx, caracteristico a cada um, previamente
determinado através de PCR por COLLARES (2000). Realizando a tipificagdo por
RAPD de amostras dos sorotipos 1 € 5 de A. pleuropneumoniae, CHATELLIER et alii
(1999) concluiram que a técnica foi adequada para tipificar amostras do sorotipo 1. Para
a caracteriza¢do do sorotipo 5, foram necessarias técnicas moleculares complementares,
entre as quais, a detec¢do dos genes apx através de PCR.

Utilizando o primer OPG-10, as amostras do sorotipo 4 isoladas de campo
apresentaram polimorfismo de RAPD distinto do identificado na amostra de referéncia.
Utilizando a técnica de PCR padronizada por COLLARES (2000), estes isolados
apresentaram a amplificacdo dos genes para as toxinas ApxIA e ApxIIA, diferentemente
do esperado para o sorotipo; produtor de ApxIIA e ApxIIIA. Divergéncias no perfil de
toxinas caracteristico para sorotipos de A. pleuropneumoniae, detectado através de PCR,
ja foram relatadas na espécie por CHATELLIER et alii (1999). As amostras deste
sorotipo foram também positivas para a presenca dos genes cpx, envolvidos no

transporte de capsula; detectados pela reacdo de PCR padronizada por KLEIN (2000).
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O perfil de RAPD detectado com ambos os primers para as duas amostras do
sorotipo 4 obtidas de campo foi semelhante ao identificado nas amostras dos sorotipos 3
e 5. Estas amostras do sorotipo 4 foram isoladas entre os anos de 2000 e 2001, num
intervalo de seis meses, ¢ eram procedentes do mesmo municipio do estado de Santa
Catarina; tratando-se do primeiro registro deste sorotipo pela Embrapa Suinos e Aves
(PIFFER’, 2001- Informe verbal). Todas as amostras dos sorotipos 3 e 5 analisadas no
presente estudo foram isoladas em anos anteriores; indicando a impossibilidade do perfil
de RAPD obtido com estes sorotipos tratarem-se do sorotipo 4.

Embora as reagdes nas quais o primer OPG-19 foi utilizado para a diferenciagdo
dos sorotipos de A. pleuropneumoniae tenham resultado em muitos produtos de
amplificagdo comuns entre os sorotipos, este foi selecionado para o trabalho devido a
necessidade em dispor de, pelo menos, dois diferentes oligonucleotideos para a
genotipificagdo. Deste modo, ¢ possivel que um primer diferencie sorotipos que nao
tenham sido caracterizados pelo outro. A utilizagdo de dois diferentes primers
isoladamente em cada reagdo aumenta a capacidade de discriminagdo entre linhagens
que produzem padrdes similares de RAPD, conquanto somente um primer € utilizado
(CHARLTON et alii; 1999). Essa situacdo foi evidenciada com as amostras nao
sorotipificaveis 6949 e 7300, cujo perfil com o OPG-19 foi distinto dos obtidos com
amostras sorotipificaveis, sendo caracterizadas pelo OPG-10. Situagcdo semelhante ¢
descrita por GEARY et alii (1994), os quais utilizaram 2 diferentes primers
individualmente para a diferenciacdo de linhagens de M. gallisepticum através de
RAPD. Algumas vezes, as amostras ndo foram distintas por um primer, sendo entdo
diferenciadas pelo outro.

Acredita-se que os perfis de RAPD obtidos para as amostras sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae possam ser observados em demais amostras desta espécie isoladas
no Brasil, que venham a ser analisadas sob as mesmas condi¢cdes. No estudo de
SAARELA et alii (1995), os isolados de A. actinomycetemcomitans de mesmo sorotipo,
obtidos de individuos ndo relacionados, muitas vezes apresentaram o mesmo

polimorfismo de RAPD. Para tanto, salienta-se que as condigdes da reagdo devem ser

3 Dr. Itamar Piffer. Embrapa Suinos e Aves. Br. 153, Km 110, Concérdia, SC.
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semelhantes as utilizadas em nosso estudo. Padrdes idénticos de RAPD podem ser
obtidos de diferentes extracdes de DNA da mesma cepa, conforme relatado por
CHARLTON et alii (1999) e confirmado por nosso trabalho.

Além de A. pleuropneumoniae, a técnica de RAPD nao foi aplicada a outras
espécies NAD-dependente isoladas do trato respiratdrio superior de suinos. Deve ser
considerado que foram utilizadas amostras puras do agente, assegurando que os
polimorfismos de RAPD obtidos sdo caracteristicos da espécie. Os polimorfismos de
RAPD detectados pelos primers OPG-10 e OPG-19 nas amostras de A. minor e
A. indolicus foram distintos dos obtidos para os isolados de A. pleuropneumoniae,
reforcando a afirmacdo. Utilizando a mesma técnica, porém com primers e condig¢des
diferentes, perfis distintos de RAPD foram detectados em amostras de
A. pleuropneumoniae, A. suis, E. coli, H. parasuis e P. multocida (HENNESSY et alii,
1993). Com a ressalva de tratar-se de um organismo de outra espécie, M. gallisepticum,
os polimorfismos de RAPD detectados neste agente foram distintos de espécies
relacionadas de Mycoplasma, para as quais foram utilizados os mesmos primers e
idénticas condi¢des da técnica (GEARY et alii, 1994).

Alguns isolados de M. gallisepticum apresentaram perfis de RAPD semelhantes
com um mesmo primer, sugerindo que pertengam a mesma linhagem (GEARY et alii,
1994). Isto em parte ¢ confirmado por nossos resultados, nos quais as amostras
sorotipificadas de A. pleuropneumoniae apresentaram perfis caracteristicos com o
primer OPG-10, de acordo com o sorotipo; a excecao dos sorotipos 3, 4 € 5, 0s quais nao
foram diferenciados com este primer. Este tipo de informacdo refor¢a a utilidade da
técnica de RAPD em estudos de epidemiologia do agente infeccioso. Linhagens que
demonstram o mesmo padrdo de amplificagdo podem ser originadas da mesma
propriedade, indicando origem comum (GEARY et alii, 1994).

Diferentes linhagens de M. gallisepticum apresentaram perfis similares
(CHARLTON et alii, 1999), sugerindo-nos que precaugdes devem ser consideradas ao
assumir que dois isolados com o mesmo padrio de RAPD tratam-se da mesma cepa.
Deve-se considerar que A. pleuropneumoniae é um organismo de genoma mais

complexo, portanto esta possibilidade parece mais remota. Essa situagao ¢ reportada aos
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resultados obtidos com as amostras isoladas de campo dos sorotipos 3, 4 e 5, os quais
apresentaram perfis de RAPD semelhantes com o primer OPG-10. Neste sentido, a
similaridade dos polimorfismos de RAPD da amostra ndo sorotipificavel 6949 e da
amostra sorotipificada 6967 ¢é reforgada através do idéntico perfil de genes para as
exotoxinas detectadas em ambas as amostras.

Os sorotipos 1, 7, 11 e 12 de A. pleuropneumoniae demonstraram entre si
diferentes perfis d¢ RAPD com o OPG-10. Os polimorfismos obtidos ndo apresentaram
variagOes nas diferentes amostras de um mesmo sorotipo. Embora os perfis identificados
nos sorotipos 4 ¢ 5 tenham sido semelhantes, estes também nao apresentaram variagdes
no perfil em diferentes amostras analisadas destes sorotipos. Entretanto, com esse
mesmo primer, diferentes isolados do sorotipo 3 demonstraram quatro diferentes perfis
de RAPD, todos distintos do obtido com a amostra de referéncia do sorotipo. O perfil
predominante, observado em 14 das 17 amostras analisadas deste sorotipo, foi
semelhante ao identificado com este mesmo primer nas amostras dos sorotipos 4 e 5.
Essa observacao parece indicar que o primer OPG-10 foi mais adequado para indicar a
heterogeneidade nesta cepa. Essa conclusio ¢ refor¢ada pelos dados obtidos por
SAARELA et alii (1995), os quais encontraram diferentes perfis de RAPD para um
mesmo sorotipo de A. actinomycetemcomitans. O polimorfismo de DNA identificado
através do primer OPG-10 na amostra 6829, caracterizada como sendo do sorotipo 3, foi
divergente do esperado para o sorotipo. Este perfil de RAPD foi compativel com o
obtido com o mesmo primer para o sorotipo 11, o que foi refor¢ado pela presenca dos
genes para ApxIA e ApxIIA na amostra, caracteristicos deste sorotipo. Esta amostra foi
novamente submetida a sorotipificacdo, ndo sendo, contudo, possivel sua caracterizacao
de maneira conclusiva.

Os polimorfismos distintos de RAPD, detectados pelo primer OPG-10 na amostra
de referéncia e nos isolados de campo do sorotipo 3, ressaltam as diferengas no genoma
de amostras deste sorotipo isoladas em diferentes paises, as quais tém sido relatadas
como apresentando variacdes quanto a viruléncia. Embora considerado menos
patogénico, se comparado aos demais sorotipos envolvidos em pleuropneumonia aguda,

no Brasil, o sorotipo 3 vem sendo isolado de lesdes caracteristicas da enfermidade
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(PIFFER et alii, 1987). Esta observacdo sugere que a técnica de RAPD pode ser
utilizada para evidenciar possiveis diferencas no genoma de isolados de um mesmo
sorotipo de 4. pleuropneumoniae com diferentes graus de patogenicidade.

A heterogeneidade encontrada nas amostras do sorotipo 3, pode ser justificada pela
capacidade da técnica em detectar mutagdes pontuais, elisdes ou inser¢des no DNA alvo,
o que pode alterar o perfil de RAPD esperado (WILLIAMS et alii, 1993). Deve-se
considerar que este foi um dos primeiros sorotipos a ser isolado no Brasil, ocorrendo a
partir do ano de 1986 (PIFFER et alii, 1997). Portanto, perfis alternativos de RAPD
poderiam ser esperados para o sorotipo 3, devido a uma possivel maior variabilidade.
Além do resultado obtido com o OPG-10, a amostra 6967 do sorotipo 3 também
apresentou polimorfismo de RAPD distinto do perfil predominante detectado pelo
primer OPG-19, o que reforca a variabilidade desta amostra.

A detecgao de alteragdes no DNA através da técnica parece justificar a ocorréncia
de diferengas no polimorfismo de RAPD detectado pelo primer OPG-10 nas amostras
isoladas de campo dos sorotipos 1, 3, 4 e 12 e as respectivas amostras de referéncia.
Perfis de RAPD divergentes entre isolados de campo e amostras de referéncia sdo
esperados, visto que se tratam de amostras obtidas em diferentes paises.

HENNESY et alii (1993) sugerem que amostras de A. pleuropneumoniae cujos
polimorfismos de RAPD ndo sejam compativeis com os determinados para amostras
sorotipificaveis devem ser investigadas para a presenga de plasmideos. Entretanto,
polimorfismos distintos ndo devem ser atribuidos unicamente a presenca de plasmideos,
cuja influéncia no perfil de RAPD ¢ o acréscimo de produtos de amplificagdo de DNA
ao polimorfismo ja determinado. WARDS et alii (1998) concluiram ser possivel que a
presenca de plasmideos altere o gendtipo detectado pela clivagem por endonucleases de
restricdo em sorotipos de A. pleuropneumoniae, aos quais foram atribuidas diferencas
menores entre os padrdes de clivagem obtidos. Tendo em vista que estes autores nao
detectaram a presenga de plasmideos em todas as amostras de A. pleuropneumoniae
analisadas, outras causas precisam ser consideradas para a ocorréncia de perfis

alternativos de RAPD.
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Diversas caracteristicas estruturais de 4. pleuropneumoniae determinam diferengas
fenotipicas e diversidade antigénica. Porém, ¢ importante salientar que, embora seja
possivel correlacionar a genotipificagdo obtida por RAPD com o sorotipo de
A. pleuropneumoniae, a técnica nao permite estabelecer a relagdo entre qualquer
segmento de DNA amplificado e caracteristicas fenotipicas.

SAARELA et alii (1995) sugerem a baixa capacidade de tipificagdo de
A. actinomycetemcomitans com a técnica de RAPD, a qual ndo diferenciou os isolados
que apresentaram diferentes perfis por ribotipificacdo. A impossibilidade de diferenciar
os sorotipos 3, 4 e 5 de A. pleuropneumoniae através do primer OPG-10, o qual foi mais
adequado para caracterizar os sorotipos analisados, ndo leva a concordancia com estes
autores. Deve-se considerar que a pesquisa de outros primers para RAPD, com o
objetivo de caracterizagdo dos sorotipos nao diferenciados, pode identificar um
oligonucleotideo adequado para este proposito.

A analise dos polimorfismos de RAPD permite tecer hipoteses sobre a relacdo dos
isolados analisados. Linhagens de M. gallisepticum que demonstraram padrdes de
RAPD muito parecidos ou que ndo foram diferenciadas pelo mesmo primer podem ser
relacionadas geneticamente (GEARY et alii, 1994). Os polimorfismos detectados nas
amostras de A. pleuropneumoniae foram analisados através do programa RAPDistance
(ARMSTRONG et alii, 1996), o qual estabeleceu a relacdo filogenética entre os
diferentes perfis de RAPD obtidos com os primers OPG-10 e OPG-19. A andlise ¢
demonstrada na forma de dendrograma, o qual permite visualizar a similaridade entre as
amostras analisadas e a distdncia entre si, determinadas pelo coeficiente de DICE
(1945).

A aplicacio de RAPD nas amostras previamente sorotipificadas de
A. pleuropneumoniae determinou os possiveis polimorfismos de RAPD a serem
identificados nas amostras nao sorotipificaveis. Entre as 18 amostras ndo sorotipificaveis
analisadas pela técnica, 14 puderam ser caracterizadas, das quais 13 foram isoladas de
suinos com sinais clinicos da enfermidade e uma foi isolada de leitdo procedente de
rebanho, sem sinais clinicos de pleuropneumonia. Das amostras de casos clinicos, 12

apresentaram genotipificacdo compativel com o sorotipo 3, o que foi reforcado pela
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presenca dos genes que codificam para ApxIIA e ApxIIIA, caracteristicos deste sorotipo.
A amostra restante teve a genotipificagdo compativel com o sorotipo 5. A linica amostra
ndo sorotipificavel obtida de rebanho, caracterizada pela técnica, apresentou perfil de
RAPD compativel com o sorotipo 3.

O grande numero de amostras ndo sorotipificaveis cuja genotipificagao foi
compativel com o sorotipo 3 parece sugerir que estes isolados sejam provenientes de
surtos relacionados de pleuropneumonia. No entanto, as informag¢des disponibilizadas
sobre a origem das amostras ndo foram suficientes para comprovar esta possibilidade.

Nossos dados indicam que os perfis de RAPD identificados nos sorotipos 3, 4 ¢ 5
sdo bastante semelhantes. Em principio, amostras ndo sorotipificaveis apresentando este
perfil ndo poderiam ser diferenciadas quanto ao sorotipo correto. Contudo, as amostras
analisadas que apresentaram este perfil devem ser, provavelmente, pertencentes aos
sorotipos 3 ou 5, uma vez que foram isoladas em anos anteriores ao surgimento do
sorotipo 4 no Brasil. No entanto, essa observacao reforca a necessidade de identificar um
primer para RAPD que possa diferenciar estes sorotipos, de modo que a técnica possa
ter validade na caracterizacdo de amostras isoladas a partir de entdo, devido a possivel
distribuicao do sorotipo 4 a outras regioes do pais.

Entre as 4 amostras ndo sorotipificadveis cuja caracterizagdo ndo foi possivel
através de RAPD, 3 foram obtidas de leitdes de rebanhos, sem sinais clinicos; € uma foi
isolada de animal com sinais clinicos da enfermidade. Esta amostra, a 6941, apresentou
perfil de RAPD compativel com o sorotipo 7, através do primer OPG-10. No entanto, a
presenca dos genes que codificam para ApxIIA e ApxIIIA indica a possibilidade de ser
algum dos sorotipos 2, 3, 4, 6, ou 8. Destes, a Embrapa Suinos e Aves relata o
isolamento no Brasil apenas dos sorotipos 3 e 4. Portanto, € possivel que a amostra seja
uma variante destes sorotipos, especialmente do sorotipo 3; o qual encontra-se no
ambiente ha mais tempo, possivelmente refletindo no perfil alternativo de RAPD
identificado. Novamente, ressalta-se que o sorotipo 3 foi a linhagem que apresentou
maior variabilidade nos polimorfismos de RAPD obtidos com o primer OPG-10.

As trés amostras de rebanhos ndo caracterizadas por RAPD apresentaram

polimorfismos bastante distintos, os quais ndao foram encontrados nas amostras
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sorotipificadas de A. pleuropneumoniae ¢ em amostras de referéncia dos diferentes
sorotipos. Na amostra 6964 havia sido detectada a presenca do gene para ApxIA
(COLLARES, 2000), tornando-a compativel com o sorotipo 10, cuja deteccdo dessa
unica toxina ¢ caracteristica. No entanto, essa informacdo ndao pode ser confirmada por
RAPD, visto que diferencas entre os polimorfismos da amostra ATCC e o respectivo
isolado de campo podem ocorrer, da mesma forma como registrado com as amostras dos
sorotipos 1, 3, 4 e 12. Essa amostra foi isolada de um rebanho positivo para o teste de
ELISA-LPS polivalente para os sorotipos 3, 5 ¢ 7 de A. pleuropneumoniae (KICH,
1996) e acometido por um surto da enfermidade, causado pelo sorotipo 7 (Tabela 9).
Segundo KLEIN (2000), esta amostra foi negativa para a deteccdo por PCR dos genes
cpx, envolvidos no transporte de capsula; o qual é considerado uma prova espécie-
especifica para 4. pleuropneumoniae. Embora este ensaio ndo detecte a presenga destes
genes na amostra de referéncia do sorotipo 4; sua aplicacdo nas amostras isoladas de
campo deste sorotipo, realizada no presente estudo, foi positiva. Portanto, o resultado
negativo para a presenca dos genes cpx nesta amostra sugere a possibilidade de ser outro
organismo NAD-dependente, que ndo A. pleuropneumoniae.

Por sua vez, a amostra 6980 possui o gene que codifica para ApxIIA
(COLLARES, 2000), sugerindo ser do sorotipo 7 ou 12, tnicos produtores desta toxina
isoladamente. Esta amostra foi também positiva para a presenga dos genes cpx (KLEIN,
2000). Amostras dos sorotipos 7 e 12 foram analisadas por RAPD e os perfis detectados
foram distintos do obtido com esta amostra, a qual ndo pode ser caracterizada pela
técnica. E importante ressaltar que esta amostra foi isolada de um rebanho com registro
prévio de A. pleuropneumoniae, detectado por ELISA (KICH, 1996), e no qual foi
registrado um surto causado pelo sorotipo 7 (Tabela 9). A amostra 6953 apresentou os
genes para ApxIIA e ApxIIIA (COLLARES, 2000), tornando-a compativel com os
sorotipos 2, 3, 4, 6 e 8. Contudo, nao foi identificada a presenca dos genes cpx (KLEIN,
2000), o que possivelmente indica nao se tratar de 4. pleuropneumoniae, e sim de outro
organismo NAD-dependente. Essa amostra foi isolada de um rebanho sem registro da
enfermidade e negativo através de ELISA (KICH, 1996), conforme indicado na Tabela
9.
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Uma questao a ser considerada sobre as amostras negativas para a presenga de cpx
e ndo caracterizadas através de RAPD ¢ a auséncia de informagdes quanto a presenca de
genes para ApxIV e seqiienciamento de rDNA 16S, ndo realizados até o presente
momento. Uma vez que muitos isolados do grupo do qual originaram-se foram
inicialmente identificados por métodos fenotipicos como A. pleuropneumoniae €
posteriormente reclassificados por ambas as técnicas moleculares como outros
organismos (COSTA et alii, 2001- Informe verbal); a possibilidade de que estas
amostras ndo sejam A. pleuropneumoniae nao pode ser desconsiderada. Diferentemente
do que foi sugerido para A. actinomycetemcomitans por PAJU et alii (1998) em situacao
semelhante, a ocorréncia destas amostras ndo sorotipificaveis, cujo polimorfismo de
RAPD nao foi possivel correlacionar com o gendtipo de amostras sorotipificadas, ndo
parece corresponder a novos sorotipos de A. pleuropneumoniae, além dos ja descritos.

E provavel que amostras ndo sorotipificaveis sejam originadas de amostras
sorotipificaveis (PAJU et alii, 1998). As amostras ndo sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae caracterizadas no presente trabalho apresentaram perfis de RAPD
semelhantes aos identificados nas amostras sorotipificdveis, o que parece confirmar a
afirmacao destes autores. A ocorréncia de amostras ndo sorotipificaveis sugere ainda a
possibilidade de obter perfis de RAPD diferentes dos determinados para amostras
sorotipificadas. Para SAARELA et alii (1995), isolados ndo sorotipificaveis de
A. actinomycetemcomitans nao produziram padrdes unicos de RAPD, o que pode sugerir
que estes isolados sdo originados de amostras tipificdveis que perderam a capacidade de
reagir com o anti-soro especifico. Contudo, essa hipotese ndo pode ser confirmada pela
técnica de RAPD.

A capacidade de fornecer informacgdes sobre o perfil genético na auséncia de
qualquer conhecimento da seqiiéncia alvo de DNA torna a técnica de RAPD promissora
para a tipificagdo de organismos. No entanto, o ensaio recebe diversas criticas quanto a
reprodutibilidade dos resultados. Para TYLER et alii (1997), qualquer ensaio molecular
utilizado na tipificagdo de microorganismos deve enquadrar-se nos critérios de
possibilidade de tipificagdo e reproducdo dos resultados, capacidade de discriminagdo e

facilidade de realizacdo e interpretacao dos resultados, além de baixo custo de execucao.
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Segundo FARBER (1996), a reproducdo dos resultados obtidos com a técnica esta
diretamente relacionada a sua padroniza¢do. Nossos resultados com as amostras de
A. pleuropneumoniae comprovam que a repeticdo da técnica em diferentes isolados de
mesmo sorotipo resultou no padrio esperado de RAPD, o que foi considerado
reprodutibilidade do ensaio.

Embora o DNA gendmico utilizado nas reacdes de RAPD ndo tenha sido
quantificado, foi observada a reproducdo do padrio de amplificagio do DNA em
repetidos ensaios, utilizando diferentes extragdes de DNA da mesma amostra. Amostras
cujo perfil de RAPD foi divergente dos demais obtidos foram novamente submetidas ao
ensaio e reproduziram idéntico polimorfismo. GEARY et alii (1994) asseguraram a
reproducdo de seus resultados com a repeticao da técnica em diferentes datas, utilizando
diferentes culturas de cada cepa, extracio de DNA e andlise dos produtos de
amplificacao obtidos.

A ocorréncia de variagdes no aparecimento de fragmentos amplificados de modo
menos intenso pode ocorrer, conforme registrado em nosso trabalho e por outros autores
que utilizaram a técnica (CHATELLIER et alii, 1999). Neste caso, para a analise dos
polimorfismos de RAPD obtidos, sdo desconsiderados estes produtos de baixa
intensidade de amplificagdo. Repeticdes da técnica durante a fase de padronizacdo
possibilitam identificar os segmentos que sdo seguidamente amplificados, os quais
foram considerados para a caracterizagao do sorotipo.

Diferentes técnicas moleculares ja foram propostas para a caracterizacdo de
A. pleuropneumoniae, porém os sorotipos costumam ser determinados por grupos; o que
as tornam de pouca contribuicdo. A técnica de RAPD padronizada para a genotipificagdo
de 4. pleuropneumoniae foi adequada para a diferencia¢do dos sorotipos 1,7, 11 e 12. A
ocorréncia de perfis de RAPD comuns aos sorotipos 3, 5, 5a ¢ 5b ndo permitiu
caracteriza-los unicamente pela técnica; todavia, foi possivel com a utilizacdo de PCR
para a deteccdo dos genes que codificam para as exotoxinas de A. pleuropneumoniae.
Isso ndo reduz a aplicabilidade do ensaio, mas o torna laborioso e oneroso se for
aplicado com o Unico objetivo de caracteriza¢do. O sorotipo 4, pelo polimorfismo de

RAPD semelhante aos sorotipos 3 e 5 e pelo perfil divergente de exotoxinas, ndo pode
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ser caracterizado pelos primers selecionados. Essas observacdes nao inviabilizam os
resultados obtidos, uma vez que o sorotipo 4 somente foi isolado recentemente no pais,
porém ressalta a necessidade de identificacdo de primers adequados para a
caracterizagdo destes sorotipos a partir de ento.

O ensaio de RAPD desenvolvido no presente trabalho complementa a
caracterizagdo das amostras de A. pleuropneumoniae obtida pelas técnicas de PCR para
identificacdo dos genes apxA4 e cpx, desenvolvidas em nosso grupo de pesquisa. Ambas
identificam o agente, sem no entanto caracterizar o sorotipo. Isto indica a possibilidade
de realizar o isolamento inicial em meio de cultivo seletivo, pesquisando a presenga de
A. pleuropneumoniae entre os isolados NAD-dependente através destes ensaios de PCR.
As amostras identificadas como positivas poderiam ser submetidas a RAPD, de modo a
caracterizar o sorotipo.

Considerando a capacidade de tipificagdo por RAPD das amostras de
A. pleuropneumoniae, o trabalho indica como perspectivas uma nova pesquisa de
primers, capazes de diferenciar os sorotipos 3, 4 e 5. Para isso, o conjunto de
oligonucleotideos, cujos primers foram testados individualmente no presente trabalho,
pode ser investigado quanto ao uso em pares, numa mesma reacdo, procurando
identificar outros perfis de RAPD, além dos ja obtidos.

Com estas alteracdes, pode-se considerar a aplicagdo da técnica de RAPD como
um método alternativo para a caracterizagao de amostras cuja sorotipificagdo é imprecisa
ou nao ¢ possivel realizar; ou ainda na caracterizacao de amostras nao sorotipificaveis de
A. pleuropneumoniae. Para qualquer aplicacdo, a utilizagdo de isolados puros ¢
essencial. Neste contexto, conclui-se que o ensaio foi adequado, sugerindo que possa vir
a auxiliar nesse procedimento apds a pesquisa de um primer adequado para a

diferenciacdo dos diferentes sorotipos de 4. pleuropneumoniae.
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