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RESUMO

O Actinobacillus pleuropneumoniae € o agente da pleuropneumonia suina, doenca infecto-
contagiosa amplamente distribuida no rebanho suino mundial e de importancia econémica
significativa, podendo afetar suinos susceptiveis de vérias idades. O agente possui 15
sorotipos conhecidos, 0s quais podem apresentar reacGes cruzadas em testes diagnosticos,
dificultando a sorotipificagcdo. A determinagdo do sorotipo de ocorréncia em um dado surto
e/ou regido € importante na promocao da profilaxia, mas ndo é a Unica exigéncia para um
efetivo controle. Em razdo da diversidade genética e das diferencas na viruléncia entre as
amostras, mesmo em amostras de um mesmo sorotipo, € necessario o desenvolvimento de
métodos que possam diferenciar as amostras isoladas a campo em diferentes surtos da doenca.
O objetivo deste trabalho € o de desenvolver e padronizar técnicas de biologia molecular,
visando a genotipificacdo de isolados de A. pleuropneumoniae. A primeira técnica a ser
padronizada foi o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), na qual foram utilizados os
primers OPG-10 e OPG-19 (Operon Technologies). Entretanto, as tentativas iniciais de
padronizacdo da técnica evidenciaram que a mesma possui uma baixa reprodutibilidade. Em
varios experimentos, amostras em duplicata divergiam quanto ao padrdo de amplicons
obtidos. A segunda foi a ERIC-PCR — técnica molecular baseada na amplificacdo por PCR de
sequéncias de consenso presentes em elementos palindromicos repetitivos (ERIC —
Enterobacterial Repetitive Intragenic Consensus). O método ERIC apresentou
reprodutibilidade entre amostras em duplicata e distin¢do efetiva dos diferentes sorotipos e
amostras de campo. O padrdo de amplicons gerado pela técnica também permitiu minuciosa
andlise filogenética das amostras isoladas de campo, na qual todas as amostras testadas
puderam ser identificadas e caracterizadas individualmente, podendo ser agrupadas em
subpopulacdes filogeneticamente relacionadas. A partir dos resultados obtidos é possivel
realizar estudos epidemioldgicos mais detalhados do agente no nosso meio. A pesquisa
alcancou seus objetivos na diferenciacdo dos isolados, porém, outros métodos devem ser
pesquisados e padronizados para auxiliar a sorotipificacdo e a genotipificacdo do agente.
Entre eles podemos citar a identificagdo dos genes que codificam para as toxinas Apx
(Actinobacillus pleuropneumoniae RTX toxins) e as técnicas RFLP (restriction fragment
length polymorphism) e AFLP (amplified fragment length polymorphism).



ABSTRACT

The Actinobacillus pleuropneumoniae is the agent of porcine pleuropneumonia, contagious
infectious disease widely distributed in the world and of significant economic importance,
affecting susceptible pigs of various ages. The agent has 15 known serotypes, which may
cross-react in diagnostic tests, making it difficult to serotyping. Determining the serotype of
occurrence in a given outbreak and / or region is important in promoting prevention, but it is
not the only requirement for effective control. Due to the genetic diversity and differences in
virulence between samples, even in samples of the same serotype, it is necessary to develop
methods that can differentiate isolates the field in different outbreaks. The objective of this
work is to develop and standardize techniques of molecular biology, aiming genotyping of
isolates of A. pleuropneumoniae. The first technique to be standardized was RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), in which the primers used were OPG-10 e OPG-19 (Operon
Technologies). However, initial attempts to standardize the technique showed that it has a low
reproducibility. In several experiments, duplicate samples differed in the pattern of amplicons.
The second was the ERIC-PCR - molecular technique based on PCR amplification of
consensus sequences present in repetitive palindromic elements (ERIC — Enterobacterial
Repetitive Intragenic Consensus). The method showed reproducibility between duplicate
samples and effective distinction of different serotypes and field samples. The pattern of
amplicons generated by the technique also allowed detailed phylogenetic analysis of strains
isolated from field, in which all the tested samples could be identified and characterized
individually and can be grouped into phylogenetically related subpopulations. From the
results obtained it is possible to perform more detailed epidemiological studies of the agent in
our midst. The study achieved its objectives in the differentiation of isolates, however, other
methods must be researched and standardized to help serotyping and genotyping the agent.
Among them we can cite the identification of the genes encoding the toxins Apx
(Actinobacillus pleuropneumoniae RTX toxins) and the techniques RFLP (restriction
fragment length polymorphism) and AFLP (amplified fragment length polymorphism).
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1 INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade de grande importancia no agronegdcio brasileiro,
principalmente nos estados do sul do pais, e possui papel significativo na fixacdo de
trabalhadores no campo e de empregos diretos e indiretos em toda a cadeia produtiva. No
Brasil, a atividade € predominantemente de pequenas propriedades rurais, com 80% de
criagdo em unidades de até 100 hectares (WILKINSON; ROCHA, 2005) e corresponde a
28,7% dos estabelecimentos rurais brasileiros (IBGE, 2006). A carne suina é a mais
consumida no mundo, atingindo 37,45% do consumo total de carnes (PORKWORLD, 2011).
Ja no Brasil, a carne bovina representa 55% do consumo total, a carne de frango, 30%, e a
suina, apenas 15%.

A cadeia produtiva de suinos vem se destacando pelos ganhos tecnoldgicos e pelo
volume de investimentos injetados na atividade. H& também um forte dinamismo na
producdo, com sensiveis alteragdes na escala de producdo (RODRIGUES et al., 2009). Uma
grande porcdo da producdo brasileira de carne suina parte de um processo integrado, com
disponibilidade de insumos como graos de milho e de soja, que resulta em uma atividade com
menor custo de producdo e, consequentemente, mais competitiva no cendrio externo. O custo
de producdo de carne suina é considerado o menor quando comparado a outros paises de
grande producdo, como Estados Unidos e China.

A expectativa de producdo de carne suina para o ano de 2013 é de 107,4 milhdes de
toneladas no mundo e de 3,4 milhGes de toneladas no Brasil (USDA, 2013) — fazendo com
que o Brasil ocupe o quarto lugar no ranking de producdo. A exportacdo de carne suina do
Brasil em 2011 foi de 582 mil toneladas (ABIPECS, 2011). Entretanto, com o fechamento do
mercado ucraniano — que possui 24% de participacdo da exportacdo da carne suina brasileira
— em 2013, houve uma retracdo de 53% nos embarques de exportacdo. Apenas no més de
maio de 2013 houve uma queda de 17,88% na exportacdo de carne suina no Rio Grande do
Sul — que deixou de arrecadar pelo menos US$ 729,6 milhdes em exportacdes do produto
devido as barreiras impostas pelo pais.

Todas essas informagdes evidenciam a importancia econdmica da producdo suina no
mundo e no territdrio nacional. Dentre os problemas sanitarios encontrados na suinocultura
brasileira, as doencas respiratdrias estdo entre as mais prevalentes e se apresentam de forma
enzodtica. Segundo Mores e Zanella (2006) entre 1996 a 1999, de um abate nacional de 33%,
as condenacOes devido a presenca de lesGes envolvendo o pulmdo e a pleura foram de
0,639%. As doencas respiratorias suinas possuem diversas causas — fatores infecciosos,

ambientais, sanitarios e de manejo. Os principais agentes infecciosos primarios sao:



Mycoplasma hyopneumoniae, Virus da doenca de Aujeszky e Actinobacillus
pleuropneumoniae. Outros patégenos comuns, como pasteurelas e estreptococos, se
apresentam em forma de infeccdes secundarias.

Muitos estudos apontam interacdo entre as causas e entre 0s agentes infecciosos, que
pode potencializar os efeitos e a gravidade das doencas respiratorias. Segundo Alberton e
Rocha (2010), esta sinergia entre agentes infecciosos nos quadros de pneumonia tem sido
denominada como o Complexo de Doencas Respiratérias dos Suinos (CRDS), onde os
principais agentes infecciosos primarios sdo: Circovirus Suino tipo 2 (PCV2), Virus da
Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos (PRRS), Virus da Influenza (SIV),
Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Haemophilus parasuis e Pasteurella multocida. Os agentes das doencas respiratorias mais
comuns na suinocultura variam de regido para regido, assim como suas importancias
econdmicas e sanitarias.

A pleuropneumonia suina, causada pelo Actinobacillus pleuropneumoniae, é
importante em diversas criacfes brasileiras — especialmente em granjas terminadoras que nao
realizam vazio sanitario ou em granjas de ciclo completo. A doenca estad associada com a
producdo intensiva e € relacionada com fatores ambientais e de manejo (COELHO et al.,
2004). Segundo Mores e Zanella (2006), um estudo soro-epidemiolégico em granjas de suinos
localizadas em alguns Estados brasileiros, cujas amostras de soro foram colhidas entre 1966 a
1999, indicou uma prevaléncia de anticorpos para o A. pleuropneumoniae de 48,27%. O
estudo também sugere que tanto a doenca de Glasser, cujo agente é o Haemophilus parasuis,
como a pleuropneumonia suina sdo mais importantes em rebanhos melhorados, grandes e com
bom “status” sanitario.

O diagnostico da pleuropneumonia suina deve ser realizado através da identificacdo do
agente, por isolamento, PCR ou imunohistoquimicas, associado as evidéncias clinicas.
Entretanto, o entendimento epidemiologico dos surtos, assim como a pesquisa da
rastreabilidade das cepas identificadas e isoladas, se torna uma importante ferramenta no
controle do agente e deve ser empregada também na profilaxia e na prevencdo de futuros
surtos. Para tanto, ha necessidade de pesquisas e desenvolvimentos de métodos que possam
auxiliar neste processo.

Diversas técnicas de biologia molecular foram propostas para a genotipificacdo do A.
pleuropneumoniae e para outros agentes patogénicos. Entre elas podemos citar a identificacdo
dos genes que codificam para as toxinas Apx (A. pleuropneumoniae toxins), que pode auxiliar

também na sorotipificacdo das cepas e tem como vantagem nao necessitar de colénias puras,



diferentemente das técnicas de genotipificacdo e de fingerprinting. Outras técnicas, como
RFLP e AFLP, ja foram desenvolvidas e padronizadas em pesquisas que visavam a
identificacdo e diferenciacdo de agentes patogénicos.

No artigo de Puente-Redondo et al. (2000), a técnica RFLP foi padronizada para
identificacdo de cepas de A. pleuropneumoniae através da analise dos fragmentos de
polimorfismo de comprimento. No mesmo artigo, foi realizado PCR nos genes tbpA e tbpB
(genes que codificam as proteinas de ligacdo da transferrina TbpA e TbpB), que séo
altamente conservados e que tem correlacdo com os sorotipos de A. pleuropneumoniae.
Kokotovic e Angen (2007) desenvolveram uma pesquisa com a técnica AFLP para elucidar a
relagdo genotipica de A. pleuropneumoniae e Actinobacillus lignieresii (agente da
actinobacilose de bovinos conhecida como “Lingua de Pau”) e para investigar a diversidade
intra-espécie de A. pleuropneumoniae.

Ambas as pesquisas tiveram sucesso na padronizacdo das técnicas e na diferenciacéo
genotipica das cepas de A. pleuropneumoniae. Entretanto, também acordam quanto a
confiabilidade dos protocolos desenvolvidos para a genotipificacdo do agente. Ambos 0s
protocolos correlacionam os seus resultados com os sorotipos e objetivam utiliza-los na
caracterizacdo genotipica de amostras ndo sorotipificaveis.

Demonstrada a importancia da pleuropneumonia suina e da pesquisa por métodos
moleculares que objetivam a identificacdo, caracterizacdo e diferenciacdo de amostras
sorotipificaveis e ndo sorotipificaveis de A. pleuropneumoniae, este trabalho visa o
desenvolvimento de métodos moleculares que possam superar as dificuldades encontradas nos
atuais métodos de diagndstico e de analise epidemioldgica do agente da pleuropneumonia

suina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A pleuropneumonia suina é uma doenca multifatorial e de importancia econdmica
significativa para a suinocultura. Esta doenca pode afetar suinos susceptiveis de varias idades
e ocorre principalmente em regifes precarias de criacdo de suinos em todo 0 mundo (QUINN
et al., 2005). E causada pelo agente Actinobacillus pleuropneumoniae, um cocobacilo gram-
negativo pertencente a familia Pasteurellaceae, mesma da Pasteurella spp. e do Haemophilus
parasuis (agente da Doenca de Glasser). Os actinobacilos sdo, em sua maioria, comensais de
membranas mucosas de varias espécies animais, principalmente no trato respiratorio superior
e na cavidade oral. Outros exemplos do género séo o A. lignieressi, agente da actinobacilose
em bovinos, mais conhecida como “lingua de pau”, e o A. equuli, agente da doenca do potro
sonolento. Ja o A. suis causa septicemia com alta mortalidade em leites e pode atingir outras

espécies animais, inclusive o homem - causando septicemia e meningite.

2.1  Pleuropneumonia Suina (PPS)

A pleuropneumonia suina, causada pelo Actinobacillus pleuropneumoniae, ¢ uma
doenca infecto-contagiosa multifatorial que causa lesGes graves no pulmdo e na pleura
(SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; HAESEBROUCK et al., 1997). Os primeiros
surtos foram observados na Argentina, em 1961, por SHOPE (1963), e nos Estados Unidos da
América, por OLANDER (1963). Entretanto, Pattison, Howell e Elliott (1957) relatou um
surto no qual a pleuropneumonia suina era a provavel causa. No Brasil, a PPS foi
diagnosticada pela primeira vez em 1981 (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007). A partir
de entdo, vérios surtos foram diagnosticados nas regides onde a suinocultura intensiva é
praticada. As perdas econdmicas causadas pela doenca ocorrem pela alta mortalidade (forma
aguda), reducdo da producdo, aumento do indice de conversdo e custos associados a
terapéutica e profilaxia (COELHO et al., 2004). Ha também grandes perdas de valor e
condenacédo de carcagas no abate — devido a pleurite. Numa avaliacdo econémica de uma
unidade acometida de surto agudo, os gastos com medicamentos e mortes de animais foram
35% superiores a média registrada antes do surto (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007).

A doenca acomete, principalmente, propriedades onde a suinocultura € intensiva e
confinada. O agente pode estar presente nos animais sem causar sintomatologia, sendo
normalmente carreado por portadores assintomaticos ou portadores da forma crénica, no qual
0 A. pleuropneumoniae se localiza em nddulos pulmonares, abscessos e/ou nas tonsilas. O
agente ndo sobrevive por muito tempo no meio ambiente e é facilmente eliminado pelos

desinfetantes normalmente utilizados, portanto, os portadores s@o a principal fonte de infeccéo
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(QUINN et al., 2005). Ja a introducdo da infeccdo no rebanho ocorre pela introducdo de
animais portadores. A transmissdo ocorre via aer0gena e através do contato direto entre
suinos. A transmissdo nao parece ocorrer quando em distancias acima de quatro metros ou
quando, entre duas baias, existir uma sem animais (SOBESTIANSKY'; BARCELLOS, 2007).
O contagio através de fomites é raro.

Acredita-se que o0 agente, depois de inalado, entra diretamente nos alvéolos
pulmonares através da traquéia e dos bronquios. Varios fatores de patogenicidade permitem a
entrada e a instalacdo do agente nas células do trato respiratorio superior e inferior dos suinos.
Entre as principais, encontram-se: presenca de cépsula e producdo de adesinas e de
exotoxinas. A producdo e a secrecdo de proteases também sdo importantes na protecdo do
agente contra o sistema imunol6gico pulmonar suino. Uma resposta inflamatdria intensa
ocorre logo apos a instalacdo do agente no tecido pulmonar suino. Esta resposta inflamatoria
esta relacionada com os lipopolissacarideos (LPS) da parede celular, secrecdo de urease e
morte de macrdfagos alveolares pelas citolisinas produzidas pelo agente. As lesGes induzidas
pelo LPS do A. pleuropneumoniae sdo ndo hemorragicas e ndo necroticas, indicando que o
LPS ndo é o responsavel pelas lesdes tipicas da pleuropneumonia suina. Entretanto, contribui
fortemente para o desenvolvimento das lesdes, aumenta os efeitos das toxinas Apx (A.
pleuropneumoniae toxins) no processo de fagocitose e tem sido atribuido na adesao do agente
no muco traqueal e nas células traqueais e pulmonares (HAESEBROUCK et al., 1997).

A presenca de capsula permite ao agente protecdo contra a fagocitose e contra a
deposicdo de complexos do sistema complemento na membrana externa do A.
pleuropneumoniae (HIRSH; MacLACHLAN; WALKER, 2004). Outra caracteristica na
patogenicidade do agente é o mecanismo de aquisicdo de ferro através de proteinas receptoras
na superficie celular. Esses receptores sdo expressos em condi¢fes limitadas da presenca de
ferro. O ferro € essencial para o crescimento e multiplicacdo bacteriana e ndo é disponivel nos
espacos extracelulares devido aos complexos com as glicoproteinas do hospedeiro. O
processo de aquisicdo de ferro envolve duas proteinas: Thpl (transferrin binding protein 1) e
Thp2. As Thpl sdo as proteinas transmembranas que servem como canal para o transporte do
ferro através da membrana, enquanto as Tbp2 sdo lipoproteinas ancoradas no terminal N da
membrana. As proteinas Thp sdo especificas para as tranferrinas suinas, fortalecendo a idéia
de que o A. pleuropneumoniae é especie-especifico (HAESEBROUCK et al., 1997). O A.
pleuropneumoniae também produz proteases IgG, as quais impedem a opsonizagdo e

consequente morte celular.



11

O fator de maior patogenicidade do agente é a producdo de toxinas ApX. Estas
citolisinas sdo toxicas para neutrofilos e macréfagos e provocam morte celular, intensificando
a resposta inflamatdéria. Em um experimento de van Leengoed (1989), foi demonstrado que
apenas bactérias viaveis produzem substancias citotoxicas para macrofagos alveolares,
enquanto que a presenca de bactérias mortas pelo calor ndo era citotoxica para essas células.
Também foi demonstrado que mesmo o0s macréfagos que ndo continham o A.
pleuropneumoniae nos seus fagdcitos eram mortos pelas citotoxinas, provando que os efeitos
toxicos nos macrofagos ndo estdo relacionados com a fagocitose do agente.

Em outro estudo, de Cruijsen et al. (1992), foi demonstrado que tanto os neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) quanto os macréfagos alveolares (AM) séo efetivos na fagocitose
do A. pleuropneumoniae. Entretanto, apenas os PMN sdo efetivos na morte intracelular do
agente, enquanto os AM nao sdo capazes de destruir o0 agente e sdo mais susceptiveis a acao
das citolisinas produzidas pelo A. pleuropneumoniae e, consequentemente, a morte. A
incapacidade dos AM de destruir o agente pode ser explicada por dois fatores: 0 metabolismo
deficiente de oxigénio dos AM e a producéo de citolisinas pelo A. pleuropneumoniae, as quais
afetam os mecanismos de morte celular. Ja os PMN produzem duas vezes mais superoxido e
liberam cinco vezes mais perdxido de hidrogénio, quando comparados aos AM.

Este experimento também possibilitou novas teorias quanto a patogenicidade do A.
pleuropneumoniae. A hipétese formada € de que as bactérias que escapam da primeira linha
de defesa do sistema respiratério e chegam ao espaco alveolar sdo fagocitadas pelos AM e
penetram através destes no tecido pulmonar, através da migracdo pelo epitélio alveolar ou
pela entrada em agregados linfoides. J& a capacidade de destruicdo intracelular do agente
pelos PMN é a razdo pela qual o agente ndo consegue passar dos linfonodos bronquiais. Isto
sugere que os PMN sdo 0s responsaveis por evitar septicemias.

Variaveis ambientais e de manejo atuam como fatores predisponentes e influenciam na
severidade da doenca, assim como infec¢gbes concomitantes - como circovirose
(SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; HAESEBROUCK et al., 1997). 0]
comprometimento do sistema imunoldgico suino pode ser causado por infecches virais,
traumas e fatores estressantes, e tem papel importante na patogenia da doenca. Muitas vezes é
dificil determinar a natureza do evento que antecedeu o surgimento da doenca. Aglomeracéo e
ventilacdo pobre também favorecem a propagacdo do agente. A alta prevaléncia de
pleuropneumonia suina nos meses frios esta mais relacionada com a gestdo do manejo nesse
periodo do que com o fator climatico em si (HIRSH; MacLACHLAN; WALKER, 2004).
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Ventilagdo precéria somada a quedas repentinas na temperatura ambiental parecem
precipitar surtos da doenca. Os surtos ocorrem em granjas susceptiveis e a doenga manifesta-
se por animais encontrados mortos e por animais com intensa dispneia, pirexia, anorexia e
indisposicdo. Nestes casos, a mortalidade pode atingir 50% (QUINN et al., 2005) a 100%
(COELHO et al., 2004.). A morbidade torna-se elevada em novos surtos da doenca.

A pleuropneumonia suina ocorre sob as seguintes formas clinicas:

1) forma superaguda: animais sdo encontrados mortos e muitas vezes ha presenca
de sangue nas narinas e na boca;

2) forma aguda: observa-se anorexia, prostracdo e hipertermia (40,5-42°C). Os
animais afetados permanecem afastados dos demais, com tosse profunda e em posicdo de
“cdo sentado” ou em decubito esternal, evidenciando intensa dificuldade respiratoria
(Figura 1). A falta de oxigenacdo causada pela intensa inflamacdo pulmonar pode ocasionar
cianose, que pode ser visualizada pela vermelhiddo aparente na pele destes animais. Porcas
prenhes podem abortar. O sinal que antecede a morte € a presenca de fluxo sanguinolento
nasobucal;

3) forma crdnica: pode ocorrer em animais que sobreviveram a forma aguda,
animais assintomaticos e portadores. Os Unicos sinais evidenciados sdo a falta de
desenvolvimento, ou desenvolvimento retardado, e acessos esporadicos de tosse. Um
importante ponto que deve ser investigado € o aumento de condenacbes de abate nos
frigorificos devido a aderéncia de pleura e pericardio (SOBESTIANSKY; BARCELLOS,
2007; QUINN et al., 2005).

A pleuropenumonia suina caracteriza-se por broncopneumonia necrosante e
hemorragica e pleurite fibrinosa. As lesdes sdo, na sua maioria, exclusivas da cavidade
toracica. Os lobos mais acometidos sdo o diafragmatico e o cardiaco direitos e a pleura
adjacente as lesdes pulmonares € invariavelmente afetada — achado tipico da pleuropneumonia
suina. Nos animais afetados pelas formas superaguda e aguda, encontram-se areas de
consolidacdo pulmonar, com focos de hemorragia e necrose, recobertas por espessa camada
de fibrina—lesdes fibrinohemorrégicas, além de exsudacdo sorofibrinosa a fibrino-
sanguinolenta nas cavidades pleural e pericardica, podendo estender-se a traqueia (Figura 2)
(SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; DAL BEM, 2008).

Nos suinos portadores da forma cronica, observa-se a presenca de ndédulos pulmonares
encapsulados no parénquima pulmonar, abscessos pulmonares, pleurite e pericardite fibrinosa,
com aderéncias (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; DAL BEM, 2008). As lesoes
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podem ser intensificadas pela infeccdo concomitante de Mycoplasma hyopneumoniae ou
Pasteurella multocida e fortemente agravadas na presenca de doenca de Aujeszky e Influenza.

No exame histopatoldgico, evidencia-se  pleuropneumonia  exsudativa
fibrinohemorragica, com predominio de células mononucleares, e trombose de vasos
sanguineos e linfaticos — causa de grandes areas de necrose coagulativa e edema pulmonar.
Nos casos cronicos, as zonas de necrose sdo delineadas por uma zona de reacdo por
neutrofilos necroticos e por tecido fibrinoso. Os septos interlobulares também se apresentam
dilatados por exsudato fibrinopurulento (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; DAL
BEM, 2008).

A sintomatologia clinica, as alteragbes post mortem e o0s achados
anatomohistopatolégicos auxiliam de forma significativa para o diagnostico presuntivo.
Entretanto, o diagndstico definitivo deve ser realizado atraves da identificacdo do agente, que
pode ser por: isolamento bacteriano, técnicas de imunoperoxidase, técnicas de
imunofluorescéncia ou PCR. A sorologia pode ser utilizada para identificar infeccdes cronicas
ou subclinicas, perfis soroldgicos em granjas infectadas, programas de vacinacdo ou de
tratamento e controle na erradicacdo da doenca (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007). A
sorotipificacdo do isolado é essencial no ponto de vista epidemiolégico e para programas de
controle e erradicacdo. Assim, apo6s isolamento bacteriolégico, a sorotipificacdo é
recomendada para confirmar rapidamente o diagnostico bacterioldgico, para diferenciar cepas
do biétipo I e cepas do bidtipo Il e para caracterizar sorotipificamente o isolado. Porém, ¢
fortemente recomendado aplicar teste PCR em amostras sorotipificadas no biétipo Il e para
amostras sorotipificadas no biotipo |, sorotipos 3, 6 e 8 — para descartar reacao cruzada com S.
suis (STRAW et al., 2006). Em casos cronicos, pode ser dificil isolar o agente das lesdes em
cronicidade. Assim, outros testes de diagnéstico devem ser considerados.

Quanto ao tratamento, o A. pleuropneumoniae apresenta sensibilidade in vitro para as
penicilinas, ampicilinas, cefalosporinas, quinolonas, lincosamidas, macrolideos, cloranfenicol,
sulfonamidas e gentamicinas (STRAW et al., 2006; SOBESTIANSKY; BARCELLOS,
2007). Na escolha do antibidtico a ser utilizado, é importante considerar os testes de
sensibilidade e as concentragdes dos mesmos nos pulmd@es — assim, o antibidtico de primeira
escolha deve ser aquele com os menores MIC (concentragdes inibitorias minimas) e com as
melhores propriedades farmacocinéticas. Para os suinos doentes, deve-se dar preferéncia para
0s tratamentos por via parenteral e, para o restante do lote, por via oral durante sete a dez dias,
para prevenir o surgimento de novos casos (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007). A

terapia com antibioticos apenas é efetiva em animais em fase inicial da doenca, quando a
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mortalidade pode ser reduzida. Terapia com tiamulina (antibidtico diterpeno), usualmente
utilizado contra doencas respiratorias - principalmente as causadas pelas bactérias do género
Mycoplasma, também tem se mostrado efetiva na melhora do quadro clinico de suinos com
pleuropneumonia.

Além do tratamento curativo, diversas praticas de manejo devem ser tomadas para
eliminacdo do agente no ambiente. Dentre elas, podemos citar a desinfec¢do das baias e do
ambiente, eliminacdo de animais cronicamente afetados, tratamento curativo em animais no
inicio do quadro clinico e tratamento preventivo no restante dos animais. ldentificar os
animais cronicamente afetados e que ndo apresentam sintomatologia clinica € um dos grandes
problemas no controle da doenca. Animais carreadores podem apresentar falsos negativos,
tanto no isolamento bacteriano como na sorologia. Técnicas de isolamento seletivo para A.
pleuropneumoniae, como a técnica de separacdo imunomagnética (GAGNE et al., 1998), e
técnicas de PCR tem sido efetivas na identificacdo desses animais.

Outras praticas devem ser adotadas pela granja, como manejo “todos-dentro, todos-
fora”, vazio sanitdrio, ventilagdo e carga animal adequadas, aquisi¢do de reprodutores livres
da doenca e controle de outras doencas do trato respiratorio suino. Todas as estratégias de
controle devem levar em conta as caracteristicas epidemiolégicas da doenca. A prioridade € o
controle das perdas econdmicas, como mortalidade e perdas no desenvolvimento, e, a partir
de entdo, considerar a eliminagdo ou mesmo a erradicagdo do agente.

As vacinas utilizadas sdo bacterinas sorotipo-especificas — portanto, a identificacdo
dos sorotipos é importante para a escolha da vacina ou para producao de vacinas autdgenas.
No Brasil, h& diversas vacinas que contemplam o0s principais sorotipos do A.
pleuropneumoniae (sorotipos 1, 3, 5 e 7). Também ha vacinas de sub-unidades, que contem
toxinas purificadas — Apxl, Il e IlIl e proteinas de membrana externa comuns a todos 0s
sorotipos. Para as bacterinas, a vacinacdo deve ser realizada no minimo 15 dias antes da
exposicdo. Para as vacinas com toxinas purificadas, a vacinagdo deve ser realizada em leitfes
com 30 e 50 dias de idade (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007).

A fagocitose do agente pelos macréfagos alveolares e neutréfilos ocorre quando na
presenca de anticorpos contra antigenos de superficie. J& os anticorpos contra as toxinas Apx
aumentam a eficiéncia da fagocitose dos neutréfilos e os protegem de morrer apds a ingestao
do agente. Entretanto, ocorre morte dos macréfagos alveolares mesmo na presenca de
anticorpos contra as toxinas Apx. Anticorpos contra LPS, céapsula e outras proteinas de
membrana servem como opsoninas, facilitando a fagocitose por neutréfilos
(HAESEBROUCK et al., 1997).
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2.2 Actinobacillus pleuropneumoniae

O A. pleuropneumoniae (Haemophilus pleuropneumoniae) é, do ponto de vista
morfologico, um cocobacilo gram-negativo, anaerobico facultativo, pleomérfico, imovel, ndo
esporulado e capsulado (COELHO et al, 2004). O isolamento do agente é realizado atraves do
cultivo em Agar-sangue ou Agar-chocolate, contendo nicotinamida adenina dinucledsido
(NAD ou fator V), incubado nas condicdes de 5 a 10% de CO, e a uma temperatura de 37°C —
entre 20° a 42°C. O tamanho das colonias em 24hs é de 1-2 mm. O A. pleuropneumoniae nao
cresce em Agar-MacConkey - diferentemente de outros actinobacilos - e é facilmente
diferenciado através do seu perfil bioquimico (QUINN et al., 2005; HIRSH; MacLACHLAN;
WALKER, 2004; COELHO et al, 2004).

Para o isolamento bacterioldgico do agente, a coleta deve ser realizada em lesdes
tipicas, sendo aconselhavel o trabalho com amostras frescas. Nos casos agudos, o agente pode
ser isolado a partir de secre¢des nasais (COELHO et al, 2004). O hospedeiro natural do A.
pleuropneumoniae é o suino, mas ocasionalmente pode ser isolado de outras espécies animais
(SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007).

Ja foram identificados 15 sorotipos patogénicos. Os sorotipos 1 ao 12 e o sorotipo 15
pertencem ao bidtipo | e séo NAD-dependentes, e os sorotipos 13 e 14 pertencem ao bidtipo Il
e sdo NAD-independentes. O isolamento bacterioldgico dos sorotipos do biotipo | pode ser
realizado através de meios de cultivo que contenham NAD ou em satelitismo com cepas de
Staphylococcus sp. - fendbmeno CAMP (Figura 3). Os sorotipos do bidtipo Il podem ser
isolados em meios de cultivos convencionais.

O controle efetivo da pleuropneumonia suina é realizado com o auxilio da
sorotipificacdo dos isolados de campo. Entretanto, os sorotipos do A. pleuropneumoniae
podem apresentar reagdes cruzadas em provas sorologicas. As reacOes cruzadas sdo
associadas aos antigenos O e K dos lipopolissacarideos, apesar das provas soroldgicas
basearem-se principalmente nos antigenos capsulares. Os sorotipos 1, 9 e 11, os sorotipos 3, 6
e 8 e 0s sorotipos 4 e 7 possuem epitopos comuns na composicao de seus lipopolissacarideos.
A cadeia O do LPS dos sorotipos 7 e 4 também apresenta epitopo comum com Actinobacillus
ligneresii (HAESEBROUCK et al., 1997; DEBREUIL et al., 2000). Ha diversos testes
soroldgicos disponiveis para sorotipificacdo do A. pleuropneumoniae (MITTAL et al., 1982,
1983, 1993, 1988). Atualmente, testes com reatividade de soro de coelho contra
polissacarideos da superficie e lipopolissacarideos da céapsula sdo os mais utilizados
(DEBREUIL et al., 2000).
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Sabe-se que determinados sorotipos tém maior prevaléncia em alguns paises, estados e
regides (Tabela 1). No Brasil, os sorotipos de maior prevaléncia séo 1, 3, 4, 5, 7 e 9, sendo
que os sorotipos 3 e 5 sdo os sorotipos de dominancia. Na América do Norte, os sorotipos 1 e
5 sdo mais comumente encontrados e o0 sorotipo 2 € o mais comum na Europa (HIRSH;
MacLACHLAN; WALKER, 2004). Alguns sorotipos sdo mais virulentos que outros, como
no caso dos sorotipos 1, 5, 9 e 11, que sdo sorotipos freqlientes em surtos com alto nivel de
mortalidade e graves lesdes pulmonares. Ja 0s sorotipos 2 e 7 possuem menor viruléncia,
porém causam susceptibilidade do hospedeiro a outros sorotipos e, até mesmo, a outras
doengas (DEBREUIL et al., 2000). Em um experimento, Jacobsen, Nielsen e Nielsen (1995),
comprovou que os sorotipos do biotipo | sdo mais virulentos que os sorotipos do biotipo II.

Tabela 1: Distribuicdo geogréafica mundial dos sorotipos do Actinobacillus
pleuropneumoniae.

Dominant
Country Prevalent serotypes serotypels) References
Argentina 1,2,3,5,12 1 Vena et al., 1997, 1988
Australia 1,2,3,7,12 1 Blackall et al., 1988;
1998 Eaves and Blackall, 1988
Belgium 2,3,6,7,8,9,11 3 Hommesz et al., 1988, 1990
Brazil 1,3,4,5,7,9 53 Piffer etal., 1997
Canada 1,2,3,5,6,7,8,10 LR 08 | Rosendal et al., 1981b; Mittal et al., 1982,
12 1992, 1998
Chile 1,5 1,5 Olivares and Morgado, 1988
Croatia 2,7,8,9 2,9 Habrun et al., 1998
Czechoslovakia 1,2, 7 2 Skollova and Gois, 1987
Denmark 1,2,3,5,6,7,8,10, 2 Nielsen, 1982, 1987
11,12
France 2,3,7,8,9 9 M. Kobisch, personal communication 1990
Germany 2,3,4,5,6,7,9,10 9,2,7 Schimmel and Hass, 1983; Muller et al,,
1986
Kielstein and Wuthe, 1998
Hungary 1,23,56,7,9,10, 3,2,7 Fodor et al., 1989; Molnar, 1990, 1992
11,12
Italy 1,2,3,4,5,7 5 Manzat et al., 1987; Sidoli et al., 1987
Ireland 3 3 Power et al., 1983
Japan 1,2,3,5,6,7,8,9,12 152 Chanet al., 1978; Kume etal., 1986;
Abe et al., 1996;Fukuyasu et al., 1996
Korea 2,3, 5,7 5,2 Yeh, 1990
Mexico 1,2,3,4,5,6,7,8,9 1,8 Ciprian et al., 1988; Diazi et al., 1988;
Ontiveros-Corpus et al.,, 1995
Netherlands 1,23,57,8,9 11 2,9, 11 Kamp et al., 1987
Norway 2 2 Falk et al., 1991
Poland 1,2,5,9 1,9 Molenda, 1988; Tarasiuk et al., 1991
Spain 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 4,7,2 Ferri et al., 1990; Gutierrez et al., 1995
10,12
Sweden 2,3, 4 2 Gunnarsson, 1978
Switzerland 2,3,7,9 2 Nicolet, 1988, 1992
Taiwan 1,2,3.5 P Hung et al., 1991; Chang and Chang, 1994
UK 1,2,3,5,6,7,8,10 2,3,8 Hunter et al., 1983; Brandreth and Smith,
1985; McDowell and Ball, 1994
USA 1,3,5,7,8,9 1,5 Schultz et al., 1983; Hoffman et al., 1985;
Rapp etal., 1985; Fales et al., 1989
Venezuela 1,7,4,2,3,6 1 Pinda et al., 1996

Fonte: DUBREUIL et al., 2000.
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O A. pleuropneumoniae possui diversos fatores de viruléncia, sendo mais importantes
as adesinas, a capsula e a producdo de toxinas. As adesinas do A. pleuropneumoniae aderem-
se a dois tipos celulares: nas células de revestimento da cavidade nasal e criptas tonsilares
(animais carreadores) e nas células dos brénquios terminais e alvéolos (animais doentes). O A.
pleuropneumoniae também possui duas estruturas com fungdo semelhante as adesinas:
fimbria tipo 4 e lipopolissacarideo (que é responsével pela aderéncia do microrganismo a
células do trato respiratorio inferior de suinos). A presenca de capsula permite ao agente
interferéncia na fagocitose e protecdo contra deposicdo de complexos do sistema
complemento do hospedeiro (HIRSH; MacLACHLAN; WALKER, 2004).

As toxinas produzidas pelo A. pleuropneumoniae sdo o fator de maior patogenicidade
do agente. As toxinas Apx (A. pleuropneumoniae toxins) séo citolisinas relacionadas com a
familia formadora de poros RTX-toxins (repeats-in-structuralton). Também sdo produzidas
pelo A. suis e 0 A. rossii, j& 0 A. lignieressi contém os genes de codificacdo, mas ndo os
expressam (HIRSH; MacLACHLAN; WALKER, 2004).

As Apx sdo tdxicas para macrofagos alveolares e neutréfilos. A Apxl (hemolisina | ou
citolisina 1) é uma proteina hemolitica e citolitica. Esta citolisina possui similaridades com a
a-hemolisina da E. coli e com a leucotoxina da Pasteurella haemolytica. E produzida pelos
sorotipos 1, 5, 9, 10 e 11, assim como por A. suis. A ApxIl (hemolisina Il ou citolisina II) é
fracamente hemolitica e citolitica. E produzida por todos os sorotipos, exceto sorotipo 10, e
também é produzida por A. suis. A Apxlll (pleurotoxina) ndo é hemolitica e é fortemente
citotoxica. E produzida pelos sorotipos 2, 3, 4, 6 e 8 (HAESEBROUCK et al., 1997). A
ApxI1V é produzida por todos os sorotipos e sua fungdo ainda néo foi elucidada.

Diferencas na viruléncia entre 0s sorotipos, e mesmo em cepas de mesmo sorotipo,
tém sido evidenciadas. A explicagdo pode estar nas diferengas entre as estruturas capsulares,

composicao do LPS ou dos tipos de hemolisinas.

2.3  Meétodos de biologia molecular

As técnicas de biologia molecular sdo largamente utilizadas no diagnostico de doencas
e na identificacdo de mutagdes e anomalias do DNA. A técnica mais comumente utilizada é a
PCR, que consiste na amplificacdo de milhares ou milhdes de moléculas de DNA ou cDNA.
A técnica foi desenvolvida pelo geneticista Kary Mullis em 1993 e, desde entdo, novas
técnicas de amplificacdo vém sendo pesquisadas e elaboradas.

A técnica PCR tem todo o seu processo realizado in vitro, gerando DNA em

quantidade suficiente para analises posteriores (podendo chegar a 0,3 pg). Também é muito
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sensivel, necessitando de uma quantidade minima de amostra — proporcionando a aplicagdo da
técnica para pesquisas basicas e também para medicina forense, controle de qualidade
industrial, entre outros (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012).

Em geral, a reacdo de amplificacéo visa uma sequéncia-alvo de DNA a ser amplificada
e é realizada por dois oligonucleotideos iniciadores (primers), uma DNA-polimerase
termoestavel (derivada da enzima homonina da bactéria Thermus sp. expressa em E. coli),
desoxirribonucleotideos (dNTPs), tampdo de reacdo e concentracdo adequada de MgCl,. O
ciclo da reacdo de amplificacdo do DNA ocorre com 0s seguintes passos: desnaturacdo do
DNA (em temperaturas proximas a 95°C), anelamento dos oligonucleotideos com o DNA
molde e extensdo da cadeia de DNA (polimerizacdo). As etapas sdo repetidas varias vezes
(cerca de 20 a 30 ciclos), em um termociclador, permitindo a amplificacdo do DNA-molde de
modo que os amplicons possam ser posteriormente analisados.

As condicOes iniciais para a amplificacdo, tais como concentracdes de MgCl,, de
enzima e de primers e de temperatura de hibridizacdo, devem ser definidas para cada par de
oligonucleotideos. A temperatura de hibridizacdo a ser escolhida depende da sequéncia do
oligonucleotideo iniciador, sendo maior para sequéncias com mais contetdo de G+C (ZAHA,;
FERREIRA; PASSAGLIA, 2012). Qutro fator que deve ser levado em consideragdo no
momento da escolha da temperatura de hibridizacdo é a especificidade e a sensibilidade da
amplificacdo para a sequéncia-alvo.

As principais aplicacdes da PCR sdo: PCR em tempo real (QPCR), Nested-PCR,
amplificacdo de regibes especificas do genoma ou de transcritos, analise de polimorfismos de
DNA, entre outras.

Polimorfismos sdo definidos como variantes genéticas que estdo presentes em uma
populacdo e em uma frequéncia maior que 1% - variantes de sequéncia de DNA que estdo
presentes em uma frequéncia menor que 1% sdo arbitrariamente chamadas de mutacdo
(COSTA et al., 2007). A analise dos polimorfismos € utilizada para mapeamento genetico
com marcadores, clonagem e identificacdo de genes causadores de doenga. Quanto a
utilizacdo de marcadores moleculares, a aplicacdo direta é no estudo da diversidade genética
de uma populacéo.

Em razdo da diversidade genética e das diferengas na viruléncia entre as amostras,
mesmo em amostras de um mesmo sorotipo, € necessario o desenvolvimento de métodos que
possam genotipificar as amostras de isoladas a campo em diferentes surtos da doenga. Neste
trabalho, duas técnicas de marcadores moleculares foram padronizadas a fim de diferenciar as

amostras de A. pleuropneumoniae. Outros métodos moleculares de fingerprinting foram
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analisados, entretanto, as técnicas RAPD e ERIC foram determinadas as mais promissoras
para o desenvolvimento deste trabalho.

2.3.1 Método RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA)

E baseado na amplificacdo de segmentos aleatrios de DNA, com um Unico primer de
nucleotideos arbitrarios, com dez pares de bases. O método detecta polimorfismos no DNA e
é utilizado como marcador molecular para construcdo de mapeamento genético em diversas
especies (WILLIAMS et al., 1990). Os marcadores RAPD também sdo utilizados para
analises filogenéticas e de diversidades genéticas em animais, plantas e microrganismos. A
vantagem deste método € que ndo ha necessidade de conhecer a sequéncia genémica, pois 0s
primers sdo decameros gerados randomicamente e, portanto, o exato local da hibridizagdo é
desconhecido. Assim, os oligonucleotideos RAPD amplificam fragmentos que formam
padrdes de amplicons que, por sua vez, podem ser analisados filogeneticamente.

Apesar de o método ser rapido e pouco dispendioso, a técnica RAPD apresenta
problemas de reprodutibilidade — de um laboratério para outro e, inclusive, seguindo um
unico protocolo (PENNER et al., 1993). Em um experimento de Skroch e Nienhuis (1995), a
reprodutibilidade da técnica RAPD em genoétipos de Phaseolus vulgaris L. foi de 76% e o
erro de pontuacdo de 2%. Assim, em muitos experimentos que utilizam a técnica RAPD, mas
apresentam resultados com baixa reprodutibilidade, mesmo seguindo um Unico protocolo, 0s

potenciais de analise filogenética da técnica sobre outros métodos nao sdo justificados.

2.3.2 Método ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)

A técnica de ERIC-PCR ¢é baseada na amplificacdo de sequéncias repetitivas altamente
conservadas nas regides intergénicas do genoma bacteriano. Essas sequéncias foram
inicialmente descritas em Escherichia coli e Salmonella typhimurium (VERSALOVIC et al.,
1991) e tém sido utilizadas para a caracterizacdo de bactérias fitopatogénicas e para estudos
de diversidade genética em diversos microrganismos. Assim como a técnica RAPD, o método
ERIC amplifica fragmentos que formam padrbes de amplicons passiveis de serem
filogeneticamente analisados. Apesar de a técnica ERIC também apresentar problemas de
reprodutibilidade e portabilidade dos resultados entre os laboratdrios, € mais conveniente que
outros métodos — como RAPD e REP (Restriction Endonuclease Pattern) — por apresentar
primers com padrdes menos complexos, ou seja, maior quantidade de oligonucleotideos que

gera maior estabilidade na hibridizacdo e menor chance de erro. Outra possivel razdo para o
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método ERIC apresentar menor erro de portabilidade dos seus resultados é a temperatura de
hibridizacdo, que normalmente é mais alta do que o método RAPD.

Outra desvantagem que os métodos de genotipificacdo apresentam, incluindo o RAPD e
0 ERIC, é a necessidade de obter a amostra de uma colbnia pura — visto que as técnicas
fingerprinting ndo possuem nenhuma restricdo gendmica e ndo sdo especificas para um unico
microrganismo. Assim, métodos que possam auxiliar a genotipificacdo, como a identificacdo
dos genes que codificam para as toxinas Apx e para as proteinas ThpA e TbpB devem ser

considerados para complementar os estudos epidemiolégicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada
(LBMA) — Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGYS), localizado em Porto Alegre/RS.

3.1  Extracéo e quantificacdo do DNA

Os sorotipos de referéncia do A. pleuropneumoniae foram cedidos pela Embrapa
Suinos e Aves CNPSA — Concordia. Seus DNAs foram extraidos de coldnias puras utilizando
o Kit QIAmp DNA Mini (Qiagen), conforme instrugdes dos fabricantes, e quantificados em
GeneQuant 1300, com diluicdo de 1:10 e absorbancia de 260 nm, com controle branco
intercalado a cada cinco amostras. Os sorotipos de referéncia foram utilizados na
padronizacdo dos métodos moleculares.

Para analise filogenética, foram utilizadas 29 amostras de A. pleuropneumoniae,
também procedentes da Embrapa Suinos e Aves CNPSA, isoladas de campo entre 0s anos de
1981 e 2001 (SILVEIRA, 2002). O DNA gendmico das amostras de campo foi quantificado
através do Kit Quant-iT dsDNA HS Assay (Invitrogen), conforme instruc6es dos fabricantes.

A quantidade de DNA utilizada em cada reacdo foi de 500 pg/uL.

3.2 RAPD

Foram utilizados os primers OPG-10 e OPG-19 do conjunto G (Operon Technologies,
CA), conforme prévia selecdo de Silveira (2002). Cada reacdo continha 25 uL de volume total
e 2,5ulL de tampdao 10x e concentragoes de 2,5 mM de MgCl,, 25U de Tag DNA
Polymerase e 0,04 mM de dNTP. As concentragdes dos primers OPG-10 e OPG-19 variaram
em 1,25—-4,6 pmol/uL e 2,5-9,2 pmol/uL, respectivamente, sendo que as melhores
concentragdes encontradas foram 2,5 pmol/uL para OPG-10 e 4,6 pmol/uL para OPG-19. As
concentragfes de MgCl, também foram testadas em 0,5 - 3,0 mM. As amplificagdes foram
realizadas em microtubos de 0,2 mL, em termociclador Applied Biosystems. A quantidade
média de material genémico utilizada foi de 1 pL contendo 100 ng de DNA. O programa de
amplificagdo consistia em 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 34°C por 1 minuto e
72°C por dois minutos, com extensdo final de 72°C por 2 minutos e manutencdo por 4°C.
Foram testadas trés temperaturas de hibridizacdo, sendo que a temperatura O0tima para o
OPG-10 foi de 34°C enquanto que para o OPG-19 foi de 36°C.
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3.3 ERIC

Na padronizacdo da técnica, varios testes foram realizados para definir a concentrago
Otima dos reagentes. As quantidades e concentragdes iniciais dos reagentes foram extraidas
dos artigos de referéncia do método (VERSALOVIC et al., 1991; VAN DER STOEP, 2006).
Ap6s a padronizagdo, cada reagdo continha 25 pL de volume total e 2,5 uL. de tampao 10x, e
concentracdes de 3 mM de MgCl,, 1 U de Tag DNA Polymerase, 0,04 mM de dNTP e ambos
0s primers com 20 pmol/uL. A quantidade média de material gendmico utilizada foi de 1 uL
contendo 500 pg de DNA. As amplificacbes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, em
termociclador Applied Biosystems. O programa de amplificacdo consistia em 95°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto e 72°C por 2
minutos e 30 segundos, com extensdo final de 72°C por 20 minutos e manutencao por 4°C. O
tempo de extensdo de cada ciclo foi testado em 2 minutos e 30 segundos e em 8 minutos,

sendo que n&o houve diferenca entre os dois tempos de extensdo verificados.

3.4  Eletroforese

Os produtos da amplificacdo da técnica RAPD foram separados através de eletroforese
em gel de agarose 1,5%, a 70 V, em tamp&o TBE 1x por 3 horas. Foi utilizado o marcador de
peso molecular de 1 kb DNA Ladder (Invitrogen™) e o corante utilizado foi o Blue Green
(LGC Biotecnologia).

Os produtos da amplificacdo da técnica ERIC foram separados em eletroforese em gel
de agarose 1,5%, a 70 V em tampdo TBE 1x por 3 horas. Também foram separados em gel de
poliacrilamida 5%. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 250 pb DNA Ladder
(Invitrogen™) e o corante utilizado foi o Blue Green (LGC Biotecnologia). No gel de

poliacrilamida foi utilizado o corante SYBR Gold, com 6x Gel-loading Buffer I1I.

3.5  Analise filogenética

Os geis da eletroforese contendo os produtos da amplificacdo foram fotografados e as
fotos foram analisadas através do software Gel-Pro Analyzer. O padrdo de amplicons de cada
amostra analisada permitiu a construcdo de uma matriz de similaridade genética, utilizando o
codigo binario para a presenca (1) ou auséncia (0) de fragmentos amplificados. A matriz
binaria gerada foi analisada pelo software RAPDistance (ARMSTRONG, 1994), na qual
foram calculadas as distancias filogenéticas das amostras, através do coeficiente de Nei & Li
(1979). Apos, foi construido um fenograma a fim de representar graficamente o padrdo de

divergéncia genética.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes iniciais de padronizacgdo da técnica RAPD evidenciaram que a mesma possui
baixa reprodutibilidade. Em varios experimentos, amostras em duplicata divergiram quanto ao
padrdo de amplicons obtidos (Figura 4). A técnica foi aplicada somente nos sorotipos de
referéncia do A. pleuropneumoniae. Como ja citado neste trabalho, ja foi evidenciado por
outros trabalhos o problema com a reprodutibilidade da técnica RAPD. Assim, o método
deixou de ser util aos seus prop6sitos e continuou-se com a pesquisa e o desenvolvimento de
novos métodos de genotipificacao.

Dentre os métodos moleculares disponiveis, 0 ERIC-PCR é um dos mais promissores.
Com a aplicacdo da técnica ERIC nos sorotipos de referéncia, foi possivel obter um padréo de
amplificacdo inequivoco para 0 DNA de cada um dos sorotipos analisados (Figura 5). Além
da diferenciacdo efetiva dos sorotipos de referéncia, a aplicacdo da técnica em amostras em
duplicata demonstrou reprodutibilidade (Figura 6). Apds completa padronizacdo, a técnica foi
aplicada em 29 amostras de campo. Todas as amostras geraram padrdes de amplificagéo
diferenciados, inclusive em amostras de mesmo sorotipo.

O padrao de amplicons gerado pelo ERIC-PCR permitiu a construcdo de uma matriz
bindria passivel de detalhada analise filogenética, impossivel de ser feita pela simples
inspecdo visual do resultado da eletroforese em gel de agarose. Através da analise
filogenética, as amostras de campo puderam ser individualmente diferenciadas e agrupadas
em subpopulacdes conforme o padrdo de amplicons gerados pelo ERIC-PCR (Figura 7). Os
padrdes de amplicons e a analise filogenética das 29 amostras de campo foram divididos em
trés fenogramas (Figura 7 A, B e C) que ndo foram comparados ou analisados como um todo.
Isso se deve a ndo padronizagdo efetiva de um marcador molecular Unico, que pudesse ser
utilizados nas trés analises. Assim, os fenogramas devem ser analisados separadamente.

Na Figura 14A podemos visualizar o agrupamento das amostras APPS2 (sorotipo 2),
6743 (sorotipo 5b) e 6636 (sorotipo 3), que apesar de serem sorotipificadas em diferentes
grupos, foram agrupadas em uma mesma subpopulacdo atraves da genotipificacdo. Assim,
podemos assumir um maior poder discriminatorio da técnica ERIC quando comparada a
sorotipificacdo. Também comprovado pela diferenciacdo efetiva de amostras nao
sorotipificaveis — ou seja, que puderam ser identificadas e diferenciadas através da técnica de

genotipificacdo, quando ndo puderam pela de sorotipificacgéo.



24

Analisando as amostras 6744 e 6745 (Figura 14B), ambas classificadas como sorotipo
5b, é possivel perceber a semelhanca e a proximidade filogenética das amostras. Como anélise
epidemioldgica, poder-se-ia supor que ambos isolados pertencem a mesma cepa de campo, ou
ainda, de mesma origem genética. Assim como nas amostras 6796 e 6800, também
classificadas como sorotipo 5b (Figura 14C) que, dado o grau de proximidade, também
poderia supor uma origem em comum entre os isolados.

As informacdes que podem ser extraidas dessas analises certamente resultardo em um
melhor entendimento epidemioldgico dos surtos causados pelo A. pleuropneumoniae,

podendo, inclusive, obter sucesso na rastreabilidade dos isolados.
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5 CONCLUSOES

Através dos experimentos realizados, conclui-se que a técnica ERIC permite a
diferenciacéo efetiva das amostras isoladas de campo de A. pleuropneumoniae. A partir dos
resultados obtidos, é possivel a realizacdo de estudos epidemioldgicos mais detalhados do
agente no nosso meio. A técnica RAPD ndo alcangou seus objetivos durante a padronizacao
devido a falta de reprodutibilidade do método.

A aplicacdo da técnica ERIC pode ser uma ferramenta importante na anélise de
isolados de surtos de pleuropneumonia suina, permitindo a caracterizacdo e diferenciacdo
destas amostras. Essas informacdes, possiveis pela aplicacdo da técnica em isolados de surtos,
serdo relevantes para o entendimento e estudos da epidemiologia da doenca, com reflexos
praticos nas medidas de controle e prevencdo. Outro ponto chave no controle do agente
através do ERIC-PCR é a possibilidade de rastrear as cepas isoladas em cada surto,
principalmente em granjas de controle por vacinacdo e granjas que alcancem, ou busquem
alcancar, a erradicacao da pleuropneumonia suina.

A pesquisa alcancou seus objetivos na diferenciacdo dos isolados e, apesar de ndo
obter um marcador molecular padronizado, teve sucesso em comprovar o poder
discriminatorio da técnica ERIC. Porém, faz-se necessaria a padronizacdo de um marcador
molecular que permita a comparacao e a analise de multiplos fenogramas.

Ainda, outros métodos devem ser pesquisados e padronizados em experimentos futuros
para auxiliar a sorotipificacdo e a genotipificacdo do agente. Entre eles podemos citar a
identificacdo dos genes que codificam para as toxinas Apx (Actinobacillus pleuropneumoniae
RTX toxins) e as técnicas RFLP (restriction fragment length polymorphism) e AFLP
(amplified fragment length polymorphism). As técnicas RFLP e AFLP sdo métodos adicionais
de genotipagem que possibilitam a analise de produtos de clivagem por endonucleases de
restricdo, devendo ser comparados ao método ERIC quanto a sua eficacia, sensibilidade e
reprodutibilidade, podendo inclusive substituir o metodo ERIC na diferenciacdo das amostras
isoladas. A identificacdo das toxinas Apx auxiliaria na sorotipificagdo e no entendimento da
viruléncia dos isolados, visto que as toxinas Apx sdo o fator de maior patogenicidade do
agente. Todos os métodos devem ser capazes de contribuir para o estudo epidemioldgico do

agente e para a implantacao de protocolos de profilaxia e controle da pleuropneumonia suina.
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ANEXO - FIGURAS

Figura 1l - Sumo em decublto esternal

Fonte: COELHO, 2004.

Figura 2 — Focos de hemorragia, necrose e pleurite nos lobos
diafragmaticos do pulmao

Fonte: SOBESTIANSKY, 2007.
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Figura 3 — Placa com A. pleuropneumoniae,
de satelismo (CAMP).

‘Fonte: SOBESTIANSKY, 2007.

mostrando fendbmeno
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% de amplicons
obtidos pela aplicacdo da técnica de RAPD ao
DNA de A. pleuropneumoniae. Legenda: M:
marcador de peso molecular (250 pb); Canaletas
1 e 2: sorotipo 1 com DNA diluido em 1:10;
Canaletas 3 e 4: sorotipo 1 com DNA diluido em
1:5; Caneletas 5 e 6: controles negativos. Em

todas as amostras foi utilizado o primer OPG-19.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% de amplicons obtidos pela aplicacdo da
técnica de ERIC-PCR ao DNA de A. pleuropneumoniae. Legenda: M:
marcador de peso molecular (1 kb); 1 a 14: amplicons obtidos a partir do
DNA dos sorotipos 1 a 14, respectivamente, de A. pleuropneumoniae.

4 45 Gl e Be a9 10 vl 1212, 0,13 - 14

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% de amplicons obtidos pela
aplicacdo da técnica de ERIC-PCR ao DNA de A.
pleuropneumoniae. Legenda: M: marcador de peso molecular (1 kb);
S4, S5, S6 e S7: respectivos sorotipos de referéncia em duplicata; C-:

controle negativo.

M S4 S4 S5 S5 S6 S6 S7 S7 C-

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 7A — Analises filogenéticas das amostras de campo de A. pleuropneumoniae.
Legenda: esquerda: arvore filogenética obtida a partir da matriz binéria gerada
pelos amplicons do ERIC-PCR,; direita: eletroforese em gel de agarose Ultra-
Pure 1,5% dos amplicons.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7B — Analises filogenéticas das amostras de campo de A. pleuropneumoniae.
Legenda: esquerda: arvore filogenética obtida a partir da matriz binaria gerada
pelos amplicons do ERIC-PCR; direita: eletroforese em gel de agarose Ultra-
Pure 1,5% dos amplicons.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 7C — Analises filogenéticas das amostras de campo de A. pleuropneumoniae.
Legenda: esquerda: arvore filogenética obtida a partir da matriz binaria
gerada pelos amplicons do ERIC-PCR; direita: eletroforese em gel de
agarose Ultra-Pure 1,5% dos amplicons.
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Fonte: Arquivo pessoal.



