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Aspectos fenotipicos, genotipicos e de diagndstico da bactéria A. pleuropneumoniae
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RESUMO

A pleuropneumonia suina (PPS) provoca prejuizos
significativos na suinocultura no mundo. O agente etioldgico é a
bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae (App), que apresenta
15 sorotipos descritos, osquaisvariamconsideravel menteemrelacéo
a sua patogenicidade. Nesse sentido, a precisa caracterizacéo
patotipica desta bactéria € de grande importancia para a adogdo
demedidasde controleeprofilaxia. O diagndstico e a sorotipificagdo
deste patgeno sdo realizados pelas técnicas microbiol 6gicas
convencionais. Entretanto, problemas nestes esquemas podem ser
observados, especialmente em isolados de rebanhos sem histérico
de PPS No Brasil, diversos esfor gos vém sendo aplicados no sentido
de desenvolver técnicas moleculares que auxiliem no diagndstico
da infecg8o cronica ocasionada por este agente, principalmente em
rebanhos presumidamente sadios e com infecgao subclinica. Nesta
revisdo, sdo discutidos os resultados obtidos na caracterizagdo de
isolados de A. pleuropneumoniae e espécies relacionadas
provenientes tanto de suinos com PPS, como de animais
presumidamente isentos da infeccdo. Apresentamos, ainda,
perspectivas para o desenvolvimento de metodologias que
possibilitem o diagnéstico precoce e a melhor compreensédo dos
mecanismos de viruléncia deste patdgeno.

Palavras-chave: A. pleuropneumoniae, diagnéstico, PCR, rDNA
16S, RAPD.

ABSTRACT

Swine pleuropneumonia is responsible for severe
losses in swine breeding farms around the world. The

aethiological agent, A. pleuropneumoniae, is classified
according to different degrees of pathogenicity in 15 serotypes.
The correct identification and serological classification of this
bacteriumis very important for the adoption of control measures.
The diagnosis of swine pleuropneumonia is performed by
conventional microbiological techniques, however problems in
A. pleuropneumoniae identification have been reported. In
Brazil, some studies applying molecular tests have been devel oped
specially in isolates from swine herdswith subclinical and chronic
infections. In this review, we discuss the results on molecular
characterization of A. pleuropneumoniae and related species
from herds with or without pleuropneumonia. Moreover, we also
discuss the per spectives to development early diagnostic methods
and to improve understand of pathogenesis mechanisms of these
bacteria.

Key words: A. pleuropneumoniae, diagnostic, PCR, rDNA 16S,
RAPD.

INTRODUCAO

A pleuropneumonia suina e a bactéria
Actinobacillus pleuropneumoniae (App)

A estrutura da producdo de suinos nos
paises industrializados tem se modificado muito nos
ultimos anos. O aumento das popul agdes confinadas,
associado a fatores de manejo e ambientais, como
temperatura, umidade e presenca de amonia, bem

Medico Veterinario, MSc., Professor, Universidade do oeste de Santa Catarinag, Xanxeré, SC, Pontificia Universidade Catdlica do Parana,
Av. da Univ., n. 500, Jardim Coopagro, 85902-532, Toledo, PR, Doutorando Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Av. Bento
Gongalves, 9500. Prédio 43421, 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil.

2Bidlogo, MSc, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) Suinos e Aves, Caixa postal 21, 89700-000, Concordia, SC.

3Médico veterinario, Doutorando, Universidade Federal de Pelotas (UFPd!).

“Académico de biologia, bolsistado Programa Institucional de Bolsas de Iniciagéo Cientifica (PIBIC), Conselho Nacional de Desenvolvi-

mento Cientifico e Tecnolégico (CNPg).

SFarmacéutico, PhD, Professor, Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves,
9500, Prédio 43421, 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil. E mail: irene@dna.cbiot.ufrgs.br.
SMédico Veterinario, PhD, Professor Faculdade de Veterindria, UFRGS, Av. Bento Gongalves, 9090, 91540-000, Porto Alegre, RS, Brasil.

"Bidlogo, PhD, EMBRAPA Suinos e Aves.

Recebido para publicacdo 21.07.03 Aprovado em 05.11.03



1306

Costa et a.

como fatoresinerentes ao animal, como estresse egrau
de imunidade, contribuiram para o aparecimento de
enfermidades respiratérias (CHRISTENSEN et al.,
1999). Conforme SOBESTIANSKY et al. (1987), a
rinite atréfica e as pneumonias causam prejuizos
significativos asuinocultura, devido asuacronicidade
nos rebanhos e a falta de esclarecimento dos
produtores com relagéo as medidas de controle aserem
utilizadas. Estima-se que as pneumonias sejam
responsaveis pela perda de 2,4 suinos com peso de
95kg para cada 100 animais abatidos no Brasil
(PIFFER & BRITTO, 1993).

A pleuropneumoniasuina (PPS) é umadas
doencas bacterianas mais importantes do trato
respiratorio, ocorrendo na maioria dos paises
suinocultores, onde ocasiona prejuizos aos sistemas
de producéo (HAESEBROUCK et al., 1997; PIFFER
etal., 1997). A importanciada PPS decorre do fato de
a enfermidade poder apresentar tanto manifestactes
clinicas severas, como se tornar crénica e subclinica
namaioriados rebanhos, causando perdas econémicas,
devido a morte dos animais enfermos, a reducdo na
produtividade e a0 aumento nos custos com medicacdo
e vacinacdo (TAYLOR, 1999). No Brasil, a PPS foi
diagnosticada pela primeira vez em 1981
(LOCATELLI et al., 1981). A partir dai, varios surtos
foram observados no Sul do pais(PIFFER et al., 1987).
A principal rota de disseminacdo da enfermidade é a
aerégena. Asbactérias sio transmitidas principal mente
pelo contato direto entre os animais durante os surtos
e pela introducdo de portadores em populagdes sem
histérico prévio da infeccdo (TAYLOR, 1999).
Trabalhos recentes comprovaram o papel importante
dos aerossbis e do movimento do ar na disseminacgéo
de A. pleuropneumoniae em distancias superiores a
2,5 metros (JOBERT et a., 2000; SAVOYE et a.,
2000; CHIERS et al., 2002).

A PPS é caracterizada por pneumonia
necrética hemorragica e pleurite fibrinosa
(HAESEBROUCK et al., 1997). Os sinais clinicos
variam de acordo com aidade dos animais, o nivel de
imunidade, condi¢gbes ambientais e o grau de
€Xposi ¢ao ao agenteinfeccioso. Naformasuperaguda
dadoenca, ocorrem febre, apatia, diarréiaevomito e,
em alguns casos, podem ocorrer faléncias circulatoria
e cardiaca. Com o desenvolvimento da enfermidade,
o animal pode tornar-se ciandtico, e nafase terminal,
€ observadadispnéiaintensa, podendo ocorrer amorte
de 24 a 36 horas apds o0 aparecimento dos sinais
clinicos. Na forma aguda, so observadas elevagéo
discreta da temperatura e 0 avermelhamento da pele,
bem como arecusadaingestdo de aguaeaimentoea
reluténcia ao exercicio (TAYLOR, 1999). Sinais

clinicos respiratérios severos, como dispnéia e tosse,
sao evidentes. A forma subaguda e a crénica
desenvolvem-se logo apds o desaparecimento dos
sinais agudos, sendo observada pouca ou nenhuma
febre e eventualmente a ocorréncia de tosse
intermitente ecomintensidade variavel. O apetite pode
estar reduzido, o que pode contribuir paraadiminuicdo
do ganho de peso, sendo que os animais enfermos sdo
identificados pela sua relutancia ao movimento
(TAYLOR, 1999). Esta doenga vem sendo associada
com até 20% de redug&o no desenvol vimento corpdreo
(ROHRBACH et al., 1993). Segundo STRAW et al.
(1989), a pleuropneumonia ocasiona, em média, uma
diminuicdo no ganho de peso di&rio de 34% e uma
reducéo de 26% na eficiéncia alimentar. Além disso,
em torno de 10 a 20% das carcacas dos animais
provenientes de rebanhos infectados sdo totalmente
condenadas no frigorifico. A mortalidade pode ser de
10 a 20% durante os surtos, porém, € usua mente
menor que 1% em rebanhos com infecgéo cronica
(CHRISTENSEN et al., 1999).

O A. pleuropneumoniae (App) €0 agente
etiol 6gico da pleuropneumonia suina. Esta bactériaé
gram-negativa, encapsulada e com morfologia de
cocobacilo. Com base na exigéncia de NAD
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) para a sua
multiplicagdo, esta espécie pode ser divida em dois
grupos: o hidtipo 1, NAD-dependente e o bidtipo 2,
que ndo necessitado NAD para seu desenvolvimento
(FODOR et al., 1989; DOM et a., 1994). Tanto em
estudos de campo, como em infecgBes experimentais,
0 bi6tipo 2 se mostrou menos virulento que o biétipo
1 (DOM & HAESEBROUCK, 1992). Varios fatores
sdo associadosavirulénciadeApp entreelesacapsula,
os lipopolissacarideos de cadeia longa, as proteinas
externas de membrana, as proteinas de ligagdo a
transferrina, as proteases, astoxinasApx, e asadesinas
(FREY et dl., 1994, HAESEBROUCK et a., 1997).

O polissacarideo capsular tem sido
grandemente associado a patogenicidade. Estudos
envolvendo mutagBes tém comprovado asignificativa
reducdo na viruléncia de isolados acapsulados, que
podem ser utilizados para o preparo de vacinas vivas
(INZANAetd., 1993; RIOUX et al., 2000). Astoxinas
Apx produzidas por estas bactérias pertencem auma
familia de proteinas geneticamente relacionadas, as
quais sdo denominadas RTX (Repeat Toxins), sendo
também produzidas por uma variedade de bactérias
gram-negativas (TASCON et al., 1994). Segundo
FREY (1995), dados epidemiol 6gicosindicam que as
exotoxinas produzidas por App estéo associadas com
a patogenicidade da bactéria para os suinos. Existem
muitas indicagoes relacionando a funcéo das toxinas
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na evasao do sistema de defesa do hospedeiro, pela
morte de macréfagos e neutréfilos. Além disto, a
producdo excessivaderadicaislivres de oxigénio pode
danificar os tecidos adjacentes e promover grande
lesdo tecidual (JANSEN et al., 1995).

O App produz diferentes RTX (Apx), que
apresentam efeitos citotoxicos e hemoliticos distintos
(FREY, 1995; SCHALLER et a., 1999). Todos 0s
sorotipos deApp variam quanto a secregdo de umaou
duasdastoxinasApxl, Il elll (JANSEN et al., 1993).
O sinergismo naprodugéo de hemdlise observado entre
astoxinasApx e astoxinas de Saphylococcusaureus
€ denominado de efeito CAMP (Christie-Aktins-
Munch-Peterson), o qual € normalmente utilizado no
diagndstico bacterioldgico (FREY et al., 1994).

AstoxinasApxl eApxll foram encontradas
em espécies consideradas menos virulentas, incluindo
o Actinobacillus suis, onde foram denominadas de
ApXIAva sis EAPXIA vz sis (BURROWS & LO, 1992;
OSTAAIJEN et al., 1997). DOM et al. (1994)
demonstraram a presenca de uma proteina, que reage
com anticorpos paratoxinaApxl|, nosisolados deApp
pertencentes ao bidtipo 2. Recentemente, um quarto
tipo detoxinaRTX foi descoberta, sendo denominada
Apx V. Estatoxinaé expressa somentein vivo estando
presente em todos osisolados de App, 0 que demonstra
seu grande potencial para o diagnéstico da PPS e
caracterizacdo deste patégeno (SCHALLER et a.,
1999; SCHALLERet a., 2001, CHO & CHAE, 2001).
AstoxinasApx induzem umaforte reagdo imunol 6gica
em suinosinfectados e so usadas como antigenosem
vacinas de subunidades, com o intuito de induzir
imunidade protetora (SCHALLER et a., 2000).

A sorotipificagdo é uma das ferramentas
mais importantes em estudos epidemiol dgicos e
programas de controle. E baseada nas diferencas
sorol 6gicas de polissacarideos capsul ares, permitindo
adiscriminagéo destas bactérias em quatorze sorotipos
distintos (BECK et a., 1994; FREY, 1995). Destes,
doze foram classificados no bi6tipo 1, enquanto que
outros dois no bidtipo 2 (DOM et al., 1994).
Recentemente, o sorotipo 15 deApp foi proposto para
isolados australianos, que se distinguem
consideravelmente dos demais (BLACKALL et al.,
2002). Observagbes a campo indicaram que 0s
sorotipos 1, 5, 9, 10 e 11 sdo 0s mais virulentos,
estando geral mente envol vidos em surtos severos, com
extensas |lesbes pulmonares e elevada mortalidade
(HAESEBROUCK et al., 1997). Os outros sorotipos,
em especial 0 sorotipo 3, possuem menor viruléncia,
mas também sdo encontrados ocasionando
enfermidade em diversos paises (BECK et al., 1994).
No Brasil, os sorotipos 3, 5 e 7 sdo considerados de

grande ocorrénciaeimportancia, principalmente, para
oscriatérios suinosnaregido Sul (PIFFER et al., 1987,
1997).

Diagnostico e sorotipificacdo de App

O diagn6stico  presuntivo da
pleuropneumonia pode ser realizado através dos
achados de necropsia, como pleurisia, pneumonia
exsudativa e necrose. Entretanto, o diagndstico
definitivo exige o isolamento do agente e
sorotipificacdo, bem como a diferenciagéo de outros
patdgenos presentes no trato respiratorio, como:
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus
parasuis, Pasteurella multocida e Bordetella
bronchiseptica (GRAM et al., 1996). As técnicas
tradicionais para o diagnostico da infecg@o por App
envolvem a cultura bacteriana e testes imunol 4gicos,
como ELISA efixagdo do complemento (SCHALLER
et al., 2001).

O App € normalmente isolado dos tecidos
esecrecfesem meio de agar sangue suplementado com
5% de sangue ovino, utilizando uma semeadura
perpendicular de Staphylococcus aureus, que supre
0 NAD necessario parao desenvol vimento do bi6tipo
1. ApoGs incubagdo por 24 horas, pegquenas coldnias
podem ser observadas com caracteristicas de
satelitismo asemeadurade S. aureus. O &gar chocolate
também pode ser aplicado no isolamento bacteriano,
entretanto este meio apresenta menor poder de
diferenciacdo (TAYLOR, 1999). A caracterizagéo
fenotipicadeApp € norma mente baseada na producdo
de hemdlise, testes de CAMP, dependéncia de NAD,
degradacdo dauréiaefermentacdo de aglicares, como
manitol e ribose. Também sdo consideradas a
incapacidade em fermentar arabionose, rafinose e
sorbitol (PIFFER et al., 1997). Porém, variagOes nestas
caracteristicas sdo descritas (PIFFER et a., 1997). O
teste de CAMP é uma importante ferramenta para
taxonomiaeidentificacdo doApp. A reagcdo de CAMP
évariavel entre os sorotipos, ndo sendo observadaem
todos os isolados dos sorotipos 3 e 7. Amostras dos
sorotipos 1, 5 e 9 sdo gera mente hemoliticase CAMP
positivas (GUTIERREZ et al., 1993; PIFFER €t al.,
1997).

Atravésdasoratipificagdo podem ser obtidos
dados relativos a viruléncia dos isolados presentes no
rebanho. A sorotipificacdo de App pode ser redlizada
diretamente, pelas técnicas de aglutinagdo em latex,
hemaglutinag&o indireta e testes de difuso em gel, ou
deformaempiricaatravésdaandlise do perfil detoxinas
Apx presentesnosisolados (FREY, 1995; BLACKALL
et al., 2002). Entretanto, muitos problemas sdo
observados, como reagfes cruzadas, presenga de
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amostrasauto-aglutinantese, principa mente, ocorrénciade
amostras ndo-sorotipificaveis INZANA & MATHISON,
1987). Em muitos casos, em que a sorotipificagio ndo é
possive, o perfil de toxinas Apx pode ser utilizado para
correlagdo com um provavel sorotipo. Entretanto, a
classificacéo de isolados de App nos diferentes sorotipos,
baseada unicamente na presenca das toxinas Apx, pode
induzir amuitoserrosdeclassificagdo (BECK etdl., 1994).
Problemas nos esquemas de sorotipificagdo vém sendo
descritos e podem refletir 0 surgimento de Novos sorotipos
desta bactéria, como o sorotipo 15, descrito na Audrdia
(BLACKALL etd., 2002).

Diversos ensai osimunoenziméticos (ELISA)
foram desenvolvidos para o diagnostico da
pleuropneumoniasuina. Esses s50 baseadosem antigenos
extraidos com EDTA (WILLSON et al., 1988),
polissacarideos capsulareselipopolissacarideosde cadeia
longa(GOTTSCHALK etd., 1994). KICH et d. (1999)
redlizaram um estudo acampo no estado de SantaCatarina,
onde compararam a cultura bacteriana com os resultados
obtidospor ELISA em animaisoriundosderebanhoscom
ou sem histérico da infecgdo por App. Este trabalho
comprovou que o teste de ELISA é €ficiente para a
diferenciacéo entre rebanhos e individuos infectados por
App, dos demais, mas esta metodologia ndo pode ser
associada aos resultados obtidos na cultura da bactéria
Ocorreram aindagrandesvariagdesnosperfisbioquimicos
deamostrasNA D-dependentesisoladasdeanimaissadios.
A tabdal contém algunsdosresultadosobtidospor KICH
et a. (1999), bem como a correlagdo entre os dados
referentes ao ELISA e ao isolamento de bactérias NAD-
dependentes nos suinos amostrados. SCHALLER et al.
(2000) afirmam que a caracterizag8o por testes
bioquimicos e soroldgicos de App e de outras bactérias
NA D-dependentes, isoladas de rebanhos sem PPS, pode
apresentar dgumeas dificuldades. Estas estdo associadas
a0 cardter subjetivo na interpretacdo dos resultados, ao
desenvolvimento fastidioso da bactéria e a0 surgimento
de amostras ndo-soratipificaveis. Somada a todos estes
fatores, a ocorréncia de bactérias que mimetizam o perfil
fenotipico eantigénico deApp notrato respiratdrio suino,
ressdlta a importancia do desenvolvimento de métodos
molecul ares, baseados nareagdo em cadeiadapolimerase
(Polymerase Chain Reaction- PCR) para permitir a
obtencdo de mais informagBes sobre a taxonomia e a
epidemiol ogia deste patdgeno.

M étodos moleculares utilizados para diagnostico
e caracterizacdo de App

Estudo da presenca de capsula e das toxinas RTX
No diagnéstico da PPS, a técnica de PCR
facilita a identificagdo de amostras néo-

sorotipificaveis, bem como reduz o tempo necessario
para a obtencao de resultados conclusivos em até um
diadetrabalho (CHO & CHAE, 2001). Tendo emvista
a dta sensibilidade, especificidade e facilidade na
execucdo datécnica de PCR e a presenca da capsula
nosisolados de App, aamplificagdo do gene cpx vem
sendo utilizada para o seu diagnéstico (KLEIN et al.,
2003). Vérios testes de PCR baseados nos genes que
codificam astoxinasApx foram desenvolvidos parao
diagnadstico da pleuropneumoniasuina (COLLARES,
2000; GRAM et al., 2000). Entretanto, a homologia
com os genes das toxinas ApX| var sis EAPXI | var sis de
A. suis impede a aplicacdo destes genes como avo
para o diagnostico da infecgdo por App, sem o
isolamento do agente (OSTAAIJEN et al., 1997;
SCHALLER et al., 2000).

Em experimentos realizados por
COLLARES (2000) e KLEIN et al. (2003), foram
caracterizados 127 isolados NAD-dependentes, a
partir do trato respiratério de suinos, sendo 63 isolados
de quadros agudos de PPS e 64 isolados obtidos de
suinos assi ntométi cos provenientes de rebanhos com
e sem histérico de PPS. A tabela 2 resume e associa
osresultados obtidos nestes dois estudos e demonstra
uma concordancia de 100% entre os métodos
microbiolégicos (hemdlise, CAMP e urease), a
sorotipificagdo e os métodos moleculares (PCR para
osgenescpx e apx I, 1l elll), quando aplicados para
isolados de A. pleuropneumoniae de suinos doentes.
Entretanto, para os isolados de suinos sadios foram
observadas discrepancias na classificacdo
microbiolégica e molecular, principalmente para
aqueles nao-sorotipificaveis. Destas amostras, 16
(13%) apresentaram resultados conflitantes entre as
caracterizagOes bioquimica, soroldgica e a tipagem
molecular. Osdadosde COLLARES (2000) e KLEIN
et a. (2003) também mostram a grande prevaléncia
de bactérias NAD-dependente, capazes de mimetizar
o perfil fenotipico de App. Estas bactérias, contudo,
podem ser distinguidas facilmente por métodos
moleculares. Entreelas, pode-se citar o Actinobacillus
minor.

Deteccdo do gene apxI VA e seqiienciamento do
rDNA 16S

A familia Pasteurellaceae compreende
organismos dos génerosHaemophilus, Actinobacillus
e Pasteurella. Estudos taxondmicos envolvendo esta
familia est8o sendo realizados empregando métodos
fenotipicos e moleculares. Contudo, diversos
pesquisadores tém demonstrado a grande
complexidade na classificagdo destas bactérias
(DEWHIRST et al., 1993). Através da andlise de
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Tabela 1 - Relagdo entre os resultados obtidos pelo isolamento bacteriano (1) e teste de ELISA (E), para rebanhos com e sem histérico de

infecg&o por A. pleuropneumoniae.

Histérico Classificagdo por ELISA

%

o amostras [+ E+° | +E+° I- E-¢
prévio de PPS do rebanho Concordancia
+ + 67 28 5 3 31 57%
+ 40 13 7 5 25 75%
10 4 0 0 6 60%

FONTE: adaptado de KICH et al. (1999)

al+ = nimero de leitdes com isolamento positivo na cultura bacteriol 6gica;

b:E+ = nlmero de leitdes positivos somente no teste de ELISA;
¢ I+E+ = nimero de leitdes positivos nos dois testes;
d: I-E- = nimero de |eitBes negativos nos dois testes.

hibridizacdo DNA-DNA e comparagdo das seqiiéncias
dos genes que codificam rRNA 16S, trés novas
espécies dafamiliaPasteurellaceae foram propostas,
como sendo pertencentes a diferentes grupos
filogenéticos. O taxon Haemophilus minor foi
separado em trés novas espécies. Actinobacillus
minor, Actinobacillus porcinus e Actinobacillus
indolicus (M@LLER et al., 1996). Estas espécies
diferem de App principalmente pela auséncia de
hemoalise e pela pouca patogeni cidade para os suinos
(CHIERS et al., 2001; KIELSTEIN et a., 2001).

Recentemente, um novo tipo de RTX foi
identificado e caracterizado em App, sendo
denominadaApxIV. Foi demonstrado que estatoxina
protéica é expressa somentein vivo, 0 que sugere sua
importancia na patogénese da enfermidade,
(SCHALLER et al., 1999; SCHALLER et a., 2000).
Todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae possuem
0 gene apxIVA. Este gene ndo foi encontrado em
nenhuma das espécies correl atas pertencentesafamilia
Pasteurellaceae, 0 que comprovaasuaespecificidade
(CHO & CHAE, 2001). Essa propriedade foi
imediatamente explorada no diagndstico da PPS
através do desenvolvimento de um PCR especifico
(SCHALLER et a. 2001). CHO & CHAE (2001)
comprovaram apresencado gene em todos osisolados
de campo testados, indicando que esta toxina pode
ser de grande importanciaem métodos de diagndstico
e na construgao de vacinas contraa pleuropneumonia
suina.

A andlise da sequiénciade DNA de regifes
hipervariaveis do gene que codificao rRNA 16Stem
sido de grande utilidade em estudos de taxonomia
molecular, permitindo a diferenciacéo de espécies
relacionadas (KIELSTEIN et al., 2001). Na familia
Pasteurellaceae, a aplicacdo desta técnica é muito
importante para resolver erros nas classificagoes,
especialmente quanto ao género bacteriano

(DEWHIRST et dl., 1993). SCHALLER et al. (2001)
empregaram esta metodologia para caracterizar
isolados com perfil bioquimico e de toxinas
semel hantes a App, contudo com resultado negativo
para a amplificagcdo do gene apxIVA. Estes autores
comprovaram aexisténciade bactérias que mimetizam
as caracteristicas de App, inclusive apresentando a
toxinaApx I1.

Estudo visando a caracterizagdo dos
isolados brasileiros obtidos de suinos saudaveis,
bioquimicamente classificados como App e com
problemas quanto a classificagdo sorolégica e
molecular (Tabela 2) foi desenvolvido (COSTA,
2002). Neste estudo, foram analisadas aamplificacéo
por PCR do gene apxIVA e a determinagéo da
seqliéncia parcial do rDNA 16S. Os resultados
demonstraram que nenhum dosisolados previamente
classificados como App, pertenciam a esta espécie,
sendo classificadas com base no sequenciamento do
rDNA 16S nos grupos de bactérias NA D-dependentes
pertencentes a familia Pasteurellaceae (tabela 2).

Deter minagéo de sorotiposem isoladosdeApp pela
técnicade RAPD

A técnica de RAPD (Randon Amplified
Polymorfic DNA) baseia-se na amplificagdo de
fragmentos especificosdo DNA gendmico, utilizando
apenas um pequeno iniciador com seqiiénciaarbitraria
denucleotideos (WILLIANS et al., 1990; WELSH &
McCLELLAND, 1990). Como discutido
anteriormente, a ocorréncia de amostras nao-
sorotipificaveis é descritaem App, principal menteem
amostras originarias de rebanhos sem histérico de
pleuropneumonia suina. Os testes de sorotipificagdo
convencionais, embora sejam eficientes, podem
apresentar alguns problemas quanto & presenca de
amostras sem um perfil sorol6gico compativel com
os previamente descritos (MOLNAR & MOLNAR,
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Tabela 2 - Caracteristicas bioquimicas, soroldgicas e moleculares dos isolados de A. pleuropneumoniae e espécies relacionadas submetidos
a0 PCR para os genes cpx e apxIA, 1A, II1A elVA e seqlienciamento do rDNA16S.

T 3§ g B EE & &

Amostra g % g A‘% g/ éi g’ g’ 165 % Classificagéo biogquimica Classificagéo por
2583 % =3 2 (PR3 casobied seqlienciamento de rRNA16S
8+ 3 T8 & & =

Casos clinicos
17 + H 3 - o+ + NR®  + App NR
26 + H 5 + + - + NR + App NR
5 + H 7 + + - + NR  + App NR
1 + H 11 - + - + NR + App NR
8 + H NS - + + + NR  + App NR
3 + H NS + + - + NR + App NR
3 + H NS + - + + NR  + App NR

Rebanhos
3+ + 7 - + - + NR  + App NR
1 0+ o+ 12 - o+ - + NR + App NR
6 + - NS - - - + - App A.minor
3 + - NS - - - + - App A. porcinus
1 4+ - NS - - - + - App Pasteurella sp.
1+ - NS - + o+ + - App A.minor
1+ - NS - + o+ + - App A. indolicus
1 + - NS - + - + - App A. minor
1+ - NS - + + - App Pasteurella sp.
1 + - NS + + - + - App A. minor

FONTE: COLLARES (2000); KLEIN (2000); COSTA (2002).

CAMP: Efeito hemolitico sinérgico das toxinas de A.pleuropneumoniae e S. aureus em eritrdcitos de ovinos;

°H: isolados Hemoliticos;
°NR: teste néo realizado;
INS: amostra ndo-sorotipificavel.

1994). A amplificag@o por RAPD pode ser utilizada
para a classificagdo de isolados de App dentro dos
sorotipos descritos (HENNESSY et al., 1993).
Entretanto, mesmo com o seu grande poder de
discriminagcdo essa técnica pode ser ineficaz para
separar i sol ados pertencentes a sorotipos rel acionados,
como os sorotipos 1 e 5. Por outro lado, essa técnica
pode ser utilizada para estudos epidemiol dgicos
visando a distribuicdo de uma determinada amostra
dentro de uma é&rea. Entretanto, a presenca de
plasmideos e a variabilidade genética dos isolados
podem também interferir nosresultados (HENNESSY
et al., 1993).

VAZ (2002) aplicou atécnicade RAPD em
diferentes isolados de App sorotipificaveis e néo-
sorotipificaveis, obtidos de suinos com e sem
pleuropneumonia. Neste estudo, além da correlagéo
dos resultados obtidos por RAPD com aqueles da
sorotipificago convencional, foi possivel genotipar
14 isolados sem sorotipificagdo prévia, dentro dos
padrdes obtidos paraas amostrasdereferénciadeApp.

Segundo o autor, apesar dos sorotipos 3 e 5 ndo terem
sido diferenciados pelo RAPD, esta técnica pode ser
considerada como uma alternativa para a
caracterizagdo de amostras cuja sorotipificacéo
convencional ndo é possivel. Ainda neste estudo, a
diferenciacdo entre osisolados dos sorotipos 3 e 5 foi
possivel através da andlise do perfil dos genes que
codificam astoxinasApx | elll, realizada através de
PCR.

CONCLUSOES

O diagnéstico, a sorotipificagdo e a
caracterizacdo de isolados de App sdo ferramentas
muito importantes paraaimplementacdo de programas
de controle e de profilaxia para a pleuropneumonia
suina. Neste sentido, as técnicas moleculares sdo de
grande valia, quando utilizadas em associagdo com a
microbiologia classica, principalmente para resolver
possiveis davidas e reduzir o tempo necessario a
obtencdo de resultados conclusivos. Problemas na
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classificagdo microbioldgica convencional podem
ocorrer, em suamaioria, em amostrasisoladas do trato
respiratério de suinos saudaveis, nos quais se observa
umafloramicrobianacom perfil fenotipico semelhante
ao encontrado em A pp. Baseados em diversos estudos
visando aclassificagéo e a caracterizacdo deisolados
deApp e espéciesrelacionadas, podemos concluir que
aamplificac&o do gene apxI VA apresentaumagrande
utilidade na identificagéo e confirmag&o do agente.
Entretanto, a associagdo desta técnica a cultura e
sorotipificagdo, bem como aos demais métodos
moleculares, como PCR para 0s genes cpx e apx,
seqiienciamento do rDNA 16S e RAPD, podem
mel horar a caracterizag&o deste microrganismo. Estes
dados relativos ao sorotipo envolvido e a sua
correlagcdo com a patogenicidade para os suinos
permitiriam a adocdo de medidas eficazes para
controle da enfermidade, reduzindo, desta forma os
prejuizos associados a PPS.

PERSPECTIVAS

Esforcos sao necessarios para melhor
entender a patogenicidade bacteriana e desenvolver
metodol ogias para o diagndstico rapido e preciso da
enfermidade. Novos estudos dever&o se concentrar na
padronizacdo da técnica de PCR paraa amplificacdo
direta do DNA bacteriano nas amostras de suabes
nasais, tecido pulmonar ou de amigdalas. Segundo
SCHALLER et al. (2001), asdiferentes metodol ogias
desenvolvidas paraidentificar e detectar App, baseadas
naamplificagdo do geneapxI VA, eemtestesde ELISA
para deteccdo de anticorpos contra esta toxina,
possibilitariam maior rapidez e praticidade no
diagnostico da infecgdo por App nos suinos
(SCHALLER et d., 1999; CHO & CHAE, 2001).

Alguns sorotipos de App, em especia o
sorotipo 3 é considerado como de poucaviruléncia, e
nenhuma importéncia epidemioldgica em alguns
paises. Contudo, no Brasil, este apresenta grande
relevancia(PIFFER et al., 1987; PIFFER et al ., 1997).
Devido asdiferencas em termos da patogenicidade dos
isolados do sorotipo 3 brasileiros em relagdo ao
descrito em outroslocais, torna-se necessario o maior
entendimento de diferengas que possam ocorrer no
genoma destes isolados. A técnica de RDA
(Representational Differences Analysis) vem sendo
amplamente utilizada para comparar genomas
altamente relacionados empregando a hibridizac&o
subtrativa. Por esta metodologia, os fragmentos de
DNA presentes especificamente em um dos genomas
podem ser isolados e caracterizados (CLAUS et al.,
2000). Esta metodologia vem sendo utilizada com

sucesso para caracterizagcdo de muitos patégenos
bacterianos, como Escherichiacoli eVibrio cholerae
(TINSLEY & NASSIF, 1998; CLAUS et a., 2000).
Portanto, a técnica de RDA poderia ser aplicada na
determinacdo de diferencas existentes entre isolados
do sorotipo 3 obtidos no Brasil com os de outros
paises, respondendo algumas duavidas a respeito dos
mecani smos de patogenicidade desta bactériapara os
suinos.
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