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Toxinas e perfil protéico de amostras de Actinobacillus suis provenientes de plantéis
suinos norte-americanos

Toxins and proteic profile of Actinobacillus suis samples from North American hog herds

Rafael Silveira Carreon' Simone Rodrigues Oliveira'™ Rone Cardoso' Jodo Helder Frederico de Faria
Naves' John Tomaszewski" Anna Monteiro Correia Lima Ribeiro!

RESUMO

Actinobacillus suis (A.suis) surgiu como uma
grande ameaca aos plantéis suinos norte-americanos. Os sinais
clinicos e as lesfes sdo particularmente variaveis e podem
lembrar aquelas causadas por outros organismos, como o
Actinobacillus pleuropneumoniae (App), podendo ter como
causa a similaridade na produgdo das toxinas Apxl e Apxll.
Os objetivos do estudo foram confirmar a produgdo das toxinas
Apxl e Apxll, investigar a producdo de toxina geneticamente
semelhante a Apx Ill e analisar as proteinas totais, verificando
se existe similaridade entre os isolados provenientes de
diferentes plantéis de suinos norte-americanos. Neste estudo,
todas as cepas de A. suis foram positivas para o0s genes
codificadores das toxinas Apxl e Apxll, usando o método de
reacdo em cadeia de polimerase — multiplex (PCR-multiplex);
e as proteinas totais de 70 amostras de A. suis, oriundos de
diferentes plantéis suinos norte-americanos, foram analisadas
por meio de eletroforese em gel de poliacrilaminda desnaturante
(SDS-PAGE) e foram idénticas. A similaridade eletroforética
observada entre as proteinas totais das bactérias analisadas
indica a possibilidade de haver uma protegdo cruzada a partir
de uma provavel vacina universal desenvolvida com esses
antigenos para A. suis.

Palavras-chave: Actinobacilose suina, Apxl, Apxll,
pleuropneumonia suina, PCR-Multiplex.

ABSTRACT

Actinobacillus suis (A. suis) has arisen as a great
threat to the North American hog herds. The clinical symptoms
and lesions are particularly variable and may resemble the
same caused by other pathogenic organisms, such as
Actinobacillus pleuropneumoniae (App), which can similarly

lead to the production of the toxins Apxl and Apxll. This study
aimed to confirm the production of the toxins Apxl and Apxll,
as well as, to investigate the production of toxins that are
genetically similar to Apxlll, and analyze total protein to verify
whether there is any similarity among the isolated samples
obtained from different North American hog herds. In this
study, all the strains of A. suis were positive for the genes that
codify the toxins Apxl and Apxll using the multiplex polymerase
chain reaction (PCR-multiplex) method; and total protein from
70 samples of A. suis, obtained from different North American
hog herds, were analyzed through denaturing polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE), and were identical. The
electrophoretic similarity observed among total protein of the
analyzed bacteria indicates that there is the possibility of existing
a cross protection in case of developing a probable universal
vaccine with the antigens of A. suis.

Key words: swine actinobacilus, Apxl, Apxll, swine
pleuropneumonia, PCR-Multiplex.

INTRODUGAO

Actinobacillus suis (A.suis) é um
importante patégeno oportunista que pode causar
doenca em suinos de todas as idades (OJHA et al.,
2010). O microrganismo possui componentes
semelhantes aos de outros Gram negativos, como 0s
lipopolissacarideos (LPS) e poros constituintes de
toxinas (SLAVIC et al., 2000). As toxinas hemoliticas/
citotoxicas produzidas pelo A. suis sdo muito
semelhantes geneticamente as toxinas do
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Actinobacillus pleuropneumoniae (App), ApxI e ApxII
(KAMP et al., 1994). A similaridade na producéo de
toxinas pode ser o fator determinante nas semelhancas
observadas entre os sinais clinicos de infeccbes por
A. suis e infecgdes por App.

As toxinas Apxl e ApxIl encontradas em
espécies consideradas menos virulentas como 0 A. suis
foram denominadas de ApxIAvar sus € APXHAvar suis
(BURROWS et al., 1992; OSTAAIJEN et al., 1997).
Vérios testes feitos por meio de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), que sdo baseados nos genes que
codificam as toxinas Apx, foram desenvolvidos para o
diagnéstico da pleuropneumonia suina (COLLARES,
2000; GRAM et al.,2000). Entretanto, a homologia com
os genes das toxinas ApxI . e ApxIl . de A. suis
impede a aplicacdo desses genes como alvo para o
diagnostico do agente (OSTAAIJEN et al., 1997;
SCHALLERZetal., 2000).

O diagnostico € tradicionalmente realizado
por meio de isolamento bacteriano, e a identificacdo da
espécie por meio de testes bioquimicos (OLIVEIRA,
2007). Atualmente, ndo existem vacinas comerciais
disponiveis para o controle de A. suis, e a maioria dos
veterinarios dependem de vacinas autdgenas e
antibioticos para controlar e prevenir mortalidade
(GEIGEREet al., 2008).

Devido a necessidade da criagdo de uma
vacina universal que tenha como caracteristica a
similaridade entre o isolado usado na producéo desta
e o restante de A. suis presente nos plantéis, o estudo
teve como objetivos confirmar a producéo das toxinas
Apxl e Apxll, investigar a producdo de toxina
geneticamente semelhante a ApxIll pelo A. suis e
analisar os perfis proteicos, verificando se existe
similaridade entre os isolados provenientes de
diferentes plantéis de suinos norte-americanos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram avaliadas 70 amostras de isolados
(por analises bioquimicas de hidrolise na esculina e na
producdo de catalase, oxidase, urease e acido a partir
de arabinose, celobiose, lactose, salicina, sacarose,
manitol e sorbitol) contendo A. suis congelados em
sangue de carneiro estéril. As amostras provenientes
de plantéis suinos norte-americanos foram submetidas
ao Laboratério de Diagndstico Veterinario (Veterinary
Diagnostic Laboratoy -VDL) da Universidade de
Minnesota (University of Minnesota, Saint Paul) entre
os anos de 2005 e 2008. Esses isolados foram originados
de plantéis suinos dos Estados de Illinois, IL (10), lowa,
1A (6), Kansas KS (1), Minnesota, MN (26), Missouri,

MO (3), Carolina do Norte, NC (9), Oklahoma, OK (3),
Dakota do Sul, SD (2) e Tennessee, TN (5). Para controle,
foram utilizadas quatro cepas referéncias - ATCC
(American Type Culture Collection).

Cultivo de cepas de A. suis e extracdo de DNA

Cepas de A. suis foram cultivadas em meio
solido e agar sangue de carneiro a 5% por 24 horas,
com temperatura de 37°C, em meio aerdbio com 5% de
CO.. Apos o crescimento, duas col6nias de bactérias
foram adicionadas a dois microtubos contendo 300uL
da solugdo tampdo PBS (50mM de fosfato de potassio
e 150mM de NaCl; pH 7,2). Em seguida, os microtubos
foram centrifugados por trés minutos, a 3000rpm, com
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado,
e o pellet foi utilizado para extracdo de DNA. Foram
extraidos DNA das amostras utilizando o reagente
Prepman (PrepMan Ultra sample preparation reagent-
Applied Biosystems, USA), de acordo com instrucoes
do fabricante.

Reacdo em cadeia da polimerase-multiplex (PCR-
multiplex)

PCR-multiplex foram realizadas para detectar
genes codificadores das toxinas Apxl e Apxll como
previamente descrito por RAYAMAJHI et al. (2005).

A solucdo (mix) para realizacdo da PCR-
multiplex foi preparada com os seguintes componentes:
25ul de mastermix (Mastermix® - Qiagen multiplex PCR
KIT HotStarTag DNA Polymerase, Multiplex PCR
Buffer: 6mM MgCl: e ANTP Mix); 5ul de cada iniciador
(20uM). Para amplificar o gene ApxI, foram utilizados
osiniciadores APXIAF (ATC GAAGTACAT CGCTCG
GA); APXIAR (CGC TAATGC TACGAC CGAAC);
APXIBF(TTATCG CACTACCGGCACTT)eAPXIBR
(TGCAGT CACCGATTCCACTA); paraamplificar o
gene Apxll, foram utilizados os iniciadores APXIIF
(GCAATCAGT CCATTGGCGTT) e APXIIR(CGT
AAC ACC AGC AAC GAT TA). Além desses dois
genes, foi amplificado o gene ApxIlI, sendo utilizados
osiniciadoresAPXIIF (GCAATCAGT CCATTG GCG
TT) e APXIIIR (GAC GAG CAT CATAGC CAT TC).
Todos esses iniciadores foram previamente descritos
por RAYAMAJHI et al. (2005). Por fim, utilizou-se 50ng
do DNA a ser testado e o volume final foi ajustado para
50uL com 4gua ultrapura previamente tratada com
DNase.

Controles foram feitos com as mesmas
solucdes e reagentes da PCR-multiplex, porém sem a
presenca do molde de DNA (controle negativo) e com
50ng DNA extraido de App dos sorotipos 1,2, 4 €6, e
cada amostra correspondeu a um microtubo separado.
As condicdes de reacdo foram: desnaturacgdo inicial a
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95°C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por
30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por trés minutos,
e um passo final de extenséo de 72°C por 10 minutos.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR-multiplex foram
resolvidos em eletroforese, em gel de agarose 1%,
submetido a uma voltagem de 110V por
aproximadamente duas horas. Este foi visualizado e
fotografado em um transluminador (BioDoc- IT Imaging
System ultraviolet light cdmera, UPV). Os dados foram
analisados pela presenca ou auséncia de bandas.

Extracéo e padronizacdo das concentrages de proteina
celular total.

Cepas de bactérias foram cultivadas em meio
solido, agar sangue de carneiro a 5% e posteriormente
incubadas por 24 horas, com temperatura de 37°C, em
meio aerobio com 5% de CO: A extrago proteica foi
feita conforme o método descrito por OLIVEIRA &
PIJOAN, C. (2004), com pequenas modificacOes. As
concentracdes de proteinas extraidas foram
determinadas por espectrofotometria, em um
espectrofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf model
613124242, German, a 280nm. Em seguida, as
concentragdes foram padronizadas para Img pL2.

Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante —
SDS (SDS-PAGE)

Amostras de proteinas extraidas
anteriormente foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida sob condig¢Bes desnaturantes (SDS-
PAGE) 12%. As condicdes da eletroforese foram as
seguintes: 25mA por 30 minutos e 35mA por 4 horas e

10 minutos. A coloragdo do gel ocorreu em solugéo
contendo acido acético 10% (v/v), alcool metilico 40%
(v/v) e Coomassie Brilliant Blue R-250 1%, durante uma
noite. O gel foi descorado em solugdo contendo 10%
(v/v) de acido acético e 40% (v/v) de alcool metilico. A
analise do perfil de bandas ocorreu com auxilio do
software BioNumerics, versdo 2.5 (Applied Maths,
Kortijk,Belgium), o qual detectou a presenga ou
auséncia de bandas fazendo a comparacéo entre cada
amoastra.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados observados no gel de agarose
1% para avaliacdo da PCR-multiplex demonstram a
amplificacdo de trés bandas para os quatro sorotipos
de App (Figura 1). No sorotipo 1, as bandas
apresentavam tamanhos aproximados de 723pb
(Apxla), 811pb (ApxIb) e 965pb (ApxIl). Entretanto, os
sorotipo 2, 4 e 6 mostraram bandas com tamanhos
préximos de 396pb (ApxlIIl), 965ph (ApxIl) e 811ph
(ApxIB). Esses achados concordam com o0s
experimentos feitos por RAYAMAJHI et al. (2005).
Conforme também pode ser observado na figura 1, todos
os isolados de A. suis foram positivos para a presenga
de genes codificadores das toxinas ApxI e ApxlI, pois
apresentam as bandas com tamanhos aproximados de
723ph, 811pb e 965pb, que caracterizam,
respectivamente, as toxinas Apxla, Apxlb e ApxlI
(RAYAMAUJHI et al., 2005). Assim, essas descobertas
indicam uma similaridade entre as toxinas ApxI e ApxI|
produzidas por App, com toxinas hemoliticas/
citotoxicas produzidas por A. suis, 0 que apoia a ideia
de Kamp (1994). Contudo, ndo houve amplificacdo do

App controls  A. suis
M1 2 4 6 abc -M
1550pb
1400pb
1000pb
P R T R — Apxlli
750pb fa— e Apxlb
= sSs s
500pb
400pb Apx il
300pb

Figura 1 - Analise eletroforética em gel de agarose 1% para PCR - Multiplex na deteccdo dos genes das toxinas Apxl,
Il e 11l. Coluna M: Marcador (1kb), colunas 2-5: Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) sorotipos 1,
2, 4 e 6, colunas 6-8: Actinobacillus suis, e coluna 9: controle negativo.
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gene codificador da toxina ApxlIl. Atualmente, ha
necessidade de descobertas de novas formas
diagnésticas capazes de diferenciar as duas doencgas
de maneira rapida e sensivel. Até hoje, a histéria clinica
e as lesdes sdo utilizadas para o diagnostico
pressuposto de pleuropneumonia, o qual é facilitado
pela suspeita de surtos agudos da enfermidade. Nesses
casos, o diagnéstico final é obtido pela observagio
das lesBes caracteristicas, além do isolamento do
agente. Em casos crénicos, a identificacdo de App é
dificil (NICOLET, 1992; STEVENSON, 1998). S&do
necessarios diagnosticos diferenciais de infeccdes
causadas por A. suis e Salmonella choleraesuis ou a
combinacdo de outros agentes, como Mycoplasma
hyopneumoniae, Pasteurella multocida e
Mycoplasma hyorhinis; cujas lesbes decorrentes sao
similares a pleuropneumonia (STEVENSON, 1998).
Dessa forma, ApxlII1 poderia contribuir no diagnéstico
diferencial, pois os resultados indicam essa toxina e
seu gene como marcadores moleculares capazes de
diferenciar infecgBes provocadas por A. suis daquelas
causadas por App dos sorotipos 2, 4 e 6.

A anélise de proteinas totais realizada com
70 amostras diferentes de A. suis foi obtida por meio de
SDS-PAGE. Afigura 2 exp6e o perfil de bandas de 13
das 70 amostras avaliadas pelo programa BioNumerics,
versdo 2.5, o qual identificou e comparou as bandas
obtidas, comprovando que todas essas amostras

apresentavam as mesmas bandas. Dessa forma, este
trabalho confirmou que os isolados de A. suis,
circulantes em rebanhos norte-americanos, sédo
altamente clonais, ou seja, similares entre diferentes
individuos da mesma espécie. Assim, essas bactérias
podem produzir proteinas similares, tais como toxinas
e outras proteinas celulares.

Este é o primeiro estudo que caracteriza de
modo compreensivel 0 A. suis relacionado com doenca
nos Estados Unidos, o que, em associacdo com
parametros, como campo de isolamento da bactéria,
grau de lesdo no animal e origem desta, auséncia de
lesBes por outros patdgenos, prevaléncia no rebanho
e ano de isolamento, pode representar a oportunidade
para a criagdo de uma vacina universal para A. suis.
Destaca-se que, até 0 momento, ndo existem vacinas
comerciais contra A. suis, e a vacinagao é uma op¢ao
valida para o controle, em comparagdo com 0s
tratamentos intensivos com antibi6ticos, que podem
interferir na colonizagdo do trato respiratério por
membros na flora normal, além de ser mais barata a
prevengdo com a vacinagao do que o tratamento com
antibiético (OLIVEIRA, 2007). As informacoes
referentes a eficicia de vacinas autégenas sdo escassas.
Contudo, como demonstrado neste trabalho, a
variabilidade fenotipica de A. suis é limitada,
aumentando as chances de que uma vacina universal
produza protecdo contra isolados de campo.

97 400D

66 200kD

45.000kD

31.000kD

21.500kD

M 1 23 45 67 8 910111213 M

Figura 2 - Andlise eletroforética em SDS-PAGE de proteinas celulares totais de Actinobacillus suis.
Colunas 1 e 15: Marcador de massa molecular e colunas 2-14: amostras de A. suis.
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Entretanto, mais informacdes sobre a associagao entre
viruléncia, antigenos (capsula, proteinas de membrana,
toxinas) e imunidade protetora sdo necessarias para o
desenvolvimento de vacinas eficazes.

CONCLUSAO

As cepas de A. suis presentes nos plantéis
de suinos norte-americanos podem ser clonais, por
apresentarem perfis proteicos idénticos, além disso,
todas possuem genes semelhantes ou idénticos aos
genes que codificam as proteinas Apxl e Apxll, e ndo
possuem o gene semelhante ou idéntico codificador
datoxina ApxlI1. Todos esses genes foram encontrados
em App.

O gene da proteina ApxIII pode ser utilizado
como marcador para desenvolver um diagnéstico
diferencial entre infeccBes causadas por A. suis e
infeccdes causadas por App dos sorotipos 2, 4 e 6.
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