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lll- Resumo

Infeccbes causadas por Streptococcus suis sao muito comuns em
paises onde a industria de carne suina € desenvolvida. Estas
infeccOes estao relacionadas a casos clinicos de broncopneumonia,
meningite , artrite , pericardite, miocardite , endocardite , poliserosite
fibrinosa, septicemia, rinite, e aborto. Esta bactéria também foi
descrita como patégeno de ruminantes e humanos. No Brasil ha
muitas evidéncias clinicas da existéncia de doen¢a causada por S.suis
afetando mais de 50% das granjas em regidées como Sao Paulo, Minas
Gerais e Parana. No presente estudo foram isoladas 51 amostras de
S.suis de granjas do estados acima referidos coletadas de diferentes
casos clinicos citados anteriormente. A sotipagem das 51 amostras
isoladas mostraram os seguintes resultados: 30 (58,8%) foram
classificadas como sorotipo 2, 11 (21,6%) das amostras como
sorotipo 3, 7 (13,72%) como sorotipo 7, 2 (3,92%) como sorotipo 1 e 1
amostra como pertencente ao sorotipo14 (1,96%). As amostras
isoladas foram testadas para a producao de duas importantes
proteinas: MRP e EF através do teste de Imunoblotting e PCR. Nestes
testes as amosras isoladas exibiram todos os padrdes fenotipicos
descritos na literatura. Foi realizado também o teste de Rapd para
investigar a relacao genética de todas as amostras de S.suis
pertencentes ao sorotipo 2 e os resultados obtidos demonstraram uma
distribuicdo clonal destas amostras.
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IV- Abstract

Streptococcus suis infection in swine is common in all countries where
hog production is well developed. This infection has been associated
with bronchopneumonia, meningitis, arthritis, pericarditis, myocarditis,
endocarditis, fibrinous polyserositis, septicemia, rhinitis, and abortion.
Streptococcus suis has also been described as a pathogen for
ruminants and humans.

In Brazil there are several evidences about the existence of
Streptococcus suis disease in pigs affecting more than 50% of farms
in States of Sdo Paulo, Minas Gerais, and Parana. In the present
research 51 strains of S. suis isolated from piggeries of the States
mentioned before were collected from different diagnostic cases as
septicemia, meningitis, arthritis and pneumonia and been recovered in
pure culture or as the predominant organism from porcine tissues.
From the total of the examined strains the following results were
obtained: 30 (58,8%) were serotype 2, 11 (21,6%) of the strains were
serotype 3, 7 (13,72%) were serotype 7, 2 (3,92%) were serotype 1
and 1 (1,96%) strain belonged to serotype 14, showing the prevalence
of serotype 2. The strains were also tested for Reference strains of S.
suis serotype 1 to 8 were kindly sended by Prof. Dr. Marcelo
Gottschalk from GREMIP — a reference Laboratory for S. suis
identification and serotyping at Saint-Hyacinthe- University of Quebéc-
Canada. For capsular typing only capsulated strains were typed and
antisera raised in rabbits against all refernces straions 1 to 8. The

coagluttination teste was used for serotyping and the capsular
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reaction test was used for the antisera control. The strains were also
tested for the presence of two importants proteins that are seemed to
be virulence factors: MRP ( “Muramidase Realesed Protein”) and EF
(“Extracellular factor”) by Imunoblotting and PCR. The RAPD test was
used for investigating the genetic relationships of all strains belonged
to S. suis serotype 2. The results showed a clonal distribution of these
strains. A dendogram was constructed based on POPGENE Program
showinga similarity of 40% of the brazilian strains with an European

strain.



1- Introdugao

Varias espécies de estreptococos podem ser encontradas em
amigdalas, intestinos e fezes de suinos clinicamente saudaveis e
algumas destas podem ser patogénicas.

Além das espécies consideradas como parte da microflora nos
suinos, existem: Streptococcus intestinais (ROBINSON et al.1988),
Streptococcus hyointestinalis (DEVRIESE et al.1988), Streptococcus
suis, Streptococcus alactolycticus e Streptococcus bovis (DEVRIESE
et al.1994 b). Infeccdes causadas por Streptococcus suis tém sido
diagnosticadas em varios paises onde a industria de carne suina tem
expressdo. Este microrganismo esta implicado em casos de meningite
e septicemia, porém agora & reconhecido como responsavel por
outras infeccdes em suinos. Também foi descrito como patdgeno para
ruminantes, cavalos e humanos (HIGGINS et al.1995).

Etiologia e prevaléncia

Um novo grupo de estreptococos alfa-hemolitico derivado de
infeccbes septicémicas em suinos foi caracterizado bioquimicamente e
sorologicamente, pela primeira vez, por Moor entre 1956 e 1963, como
novos grupos de Lancefield: R, S, RS, e T (de MOOR,1963).

Na Inglaterra, ELLIOT (1966) sugeriu que o grupo S de Moor era
similar ao grupo PM Streptococcus e que ambos pertenciam ao grupo
D de Lancefield. Foi entdo proposto o nome de Streptococcus suis

tipo capsular 1.



Em 1975, WINDSOR e ELLIOT isolaram outros estreptococos
provenientes de suinos que correspondiam ao grupo R de Moor e o
nomearam S. suis tipo 2. O tipo 1 estava associado a quadros de
meningite em suinos recém nascidos, enquanto que o tipo 2 ocorria
em qualquer faixa etaria. Amostras isoladas que reagiam com soros
contendo anticorpos especificos para o tipo 1 e 2, foram designadas
tipo capsular ¥z (originalmente grupo RS) .

CLIFTON-HARDLEY em 1984 descreveram o isolamento de
estreptococos do grupo T obtido através de “swab” de amigdalas,
“swab” vaginal e de preptcio. Este grupo T foi designado como S.
suis tipo 15 (GOTTSCHALK et al.1989).

Entre 1983 e 1995, um total de 32 novos tipos capsulares foram
descritos em varios paises completando 35 sorotipos (PERCH et
al.1983 : HIGGINS et al.1995). As amostras padrao isoladas foram
obtidas de suinos doentes com excecao do tipo capsular 14, isolado
de humanos:; tipos 17,18,19 e 21 isolados de suinos saudaveis; 0s
tipos 20 e 31 isolados de bovinos doentes e o tipo 33 isolado de
ovelhas doentes (GOTTSCHALK et al. 1989).

A designacdo de S.suis como uma nova espécie bacteriana foi
oficializada por KILPER-BALZ & SCHLEIFER (1987). Esta espécie se
mostrou geneticamente distinta e demonstrou relagbes nao
especificas com outras espécies de estreptococos examinadas
(BENTLY et al.1991).

Ha grande diversidade genética entre membros da espécie
S.suis (HAMPSON et al.1993; HAREL et al. 1994) o que deve ser



levado em conta no diagndstico, prognéstico e também no controle da
doenca.

Descricdes de infecGes causadas por S. suis foram publicadas
por JANSEN & VAN DORSSEN (1951) na Noruega e por FIELD et
al.(1954) na Inglaterra. Desde entao o S. suis tem sido descrito em
todos paises, onde a industria de carne suina & importante, e, por
mais de uma década, infecgbes associadas a este microrganismo tém
sido observadas tanto em granjas de manejo tradicional, quanto em
granjas modernas de criacao intensiva.

Na maioria dos paises, o sorotipo mais comum isolado em
suinos doentes & o sorotipo 2. Na Escandinavia o sorotipo 7 tem
predominado durante varios anos (PERCH et al. 1983, SIHVONEN et
al.1988), porém em 1990, o sorotipo 2 foi diagnosticado com maior
frequéncia do que o sorotipo 7 (NIELSEN et al.1975). No Japao, o
sorotipo 2 foi mais prevalente (28%) que o sorotipo 7 (11%)
(KATAOKA et al.1993). A maioria das amostras de S.suis isoladas de
suinos doentes pertence a um numero limitado de sorotipos,
normalmente compreendidos entre os sorotipos 1 a 8 (GALINA et
al.,1992; HIGGINS & GOTTSCHALK,1996;, HOGG et al, 1996;
KATAOKA et al. 1993; PRIETO et al.1994; REAMS et al. 1996).

Algumas amostras pertencentes a sorotipos menos comuns tém
sido associadas com casos de infec¢cdes severas. O sorotipo 9 de
S.suis foi associado a quadros de septicemia, pneumonia, € meningite
em suinos recém-nascidos (ORR et al.1989;GOGOLEWSKI et
al.1990).



MACLENNAN et al. (1996) descreveram o primeiro isolamento
do sorotipo 14 na Gra-Bretanha. Segundo os autores, embora o
sorotipo 2 tenha predominado (62%), 25% das amostras isoladas
pertenciam ao sorotipo 14, que afetava suinos de 2 a 4 semanas,
causando artrite, meningite e septicemia. No mesmo ano, HEALTH et
al.(1996), descreveram o isolamento do sorotipo 14 em 22 fazendas
com achados clinico-patologicos compativeis aos associados com o
sorotipo 2.

O sorotipo 2, no entanto, pode ser isolado de suinos
clinicamente saudaveis, mas a prevaléncia geralmente € baixa.
Autores ingleses descreveram que em 4 rebanhos, com nenhum
antecedente de sinais clinicos da doenca, 2 foram negativos para
sorotipo 2, um rebanho demonstrou prevaléncia de 1,5 %, € o outro
prevaléncia de 20% (CLIFFTON-HARDLEY et al.1984). Este fato esta
de acordo com estudos canadenses, onde foi isolado o sorotipo 2 em
12% dos rebanhos que nado demonstravam sinais clinicos de infecgcao
(BRISEBOIS et al. 1990).

HOGG et al.(1996), observaram uma maior prevaléncia dos
sorotipos 9 a 34 em isolamentos a partir de “swabs” nasais e vaginais,
do que em isolamentos obtidos de tecidos de animais doentes. E
notorio que varios sorotipos podem estar presentes em um mesmo
animal. Em um estudo, 31% de suinos apresentaram em cavidade
nasal somente um sorotipo, 38% apresentaram 2 ou 3 sorotipos, e 6%
apresentaram mais que 4 sorotipos (MONTER FLORES et al. 1993).



Epidemiologia

O habitat natural de S.suis é o trato respiratorio superior,
particularmente, amigdalas e cavidade nasal, trato genital e digestivo
de suinos (CLIFTON-HARDLEY et al.1986b; DEVRIESE et al. 1991,
ROBERTSON et al.1991; HOGG et al.1996). O Streptococcus suis
pode ser isolado de vérias espécies animais incluindo aves, fato este
que pode trazer novos conceitos aos aspectos epidemioldgicos da
infeccao.

A transmissdo da infeccdo entre rebanhos ocorre através de
portadores saos. A introducdo de novos animais (matrizes,
reprodutores) em um rebanho suino n&o infectado resulta comumente
em infeccdo de recém-nascidos ou de animais em fase de
crescimento. As matrizes podem infectar sua prole pela via
respiratoria (CLIFTON-HARDLEY et al. 1986 b), mas por ser
encontrado no trato genital e digestivo, o S. suis pode infectar os
suinos no momento do nascimento e na fase de amamentacéo
(ROBERTSON & BLACKMORE ,1989a; ROBERTSON et al. 1991;
DEE et al. 1993). Embora recém-nascidos sejam portadores, somente
alguns deles desenvolvem a doenca ap6s o desmame (PIJOAN,
1996). S.suis parece ser facilmente transmitido via fomites
(ROBINSON et al.1991; DEE & COREY ,1993).

ENRIGHT et al.(1987) demonstraram gque moscas agem como
vetores mecéanicos para os sorotipos 2 de S.suis, por pelo menos 5
dias e podem contaminar materiais € ambientes ou instalacGes, onde
os animais sdo alimentados, por um periodo de até 4 dias, podendo



também, disseminar a doenca para propriedades proximas. A
importancia das aves e outras espécies de animais, como
reservatorios ou vetores da infeccdo, ainda nao foi determinada. A
transmissdo por seres humanos parece ser possivel (SALLA et
al.1989).

Estudos sobre a resisténcia do patébgeno no meio ambiente
tém sido relatados somente com o sorotipo 2 de S.suis. Este
microrganismo sobrevive em locais contendo umidade a uma
temperatura minima de 4° C durante uma a duas semanas. Em
ensaios realizados através da inoculacao experimental de fezes em
laboratério, 0 S. suis demonstrou resistir a temperaturas de 0°C, 9°C,
e 22°C a 25°C, por 104, 10, e 8 dias respectivamente (CLIFTON-
HARDLEY & ENRIGHT ,1984).

Sinais Clinicos e Lesoes

Mesmo quando um rebanho apresenta 100% de animais
portadores, a incidéncia da doenca varia periodicamente e €
normaimente menor que 5%. CLIFTON-HARDLEY et al. (1984)
demonstraram que os animais afetados estdo entre a quinta e a
décima semana de vida. REAMS et al. (1996) descreveram casos de
suinos infectados de 1 a 32 semanas, sendo que 75% dessa
populagédo tinha 16 semanas de vida ou menos.

O primeiro sinal clinico observado em infeccboes causadas por
S. suis € o aumento de temperatura retal, em mais de 42,5°C.
Posteriormente a hipertermia observa-se bacteremia ou pronunciada



septicemia que, quando ndo tratadas, podem persistir por mais de 3
semanas. Durante este periodo, ocorre uma febre flutuante e
diferentes graus de inapeténcia e depressdo do animal (CLIFTON -
HARDLEY et al.1984). Em casos agudos o animal pode morrer
subitamente, sem nenhum sinal clinico.

A meningite € a manifestacdo mais comum e o diagndstico
presuntivo se baseia neste dado. Os primeiros sinais nervosos
incluem: incoordenacao, adocdo de posi¢cdes atipicas, que progridem
para incapacidade de se manter em pé, evoluindo para opistotono,
convulsdes e nistagmo (CLIFTON-HARDLEY et al.1986a). Podem ser
observadas ainda, outras manifestacdes nas infec¢cdes por S.suis, tais
como: endocardites, rinites, abortos, vaginites (SANFORD & TILKER,
1982; SIHVONEN et al. 1988).

Em um estudo retrospectivo de 256 casos associados a
Streptococcus suis, dos sorotipos de 1 a 8 e 2 REAMS et al.(1996)
indicaram que nem os sinais clinicos, nem as lesbes estavam
associados aos sorotipos especificos. No entanto em um surto
causado por S.suis sorotipo 9, suinos recém nascidos morriam da
doenca e 100% apresentavam artrite, 91% meningite, 75% pneumonia
intersticial e 42% endocardite, e de acordo com estes autores, 0
sorotipo 9 poderia produzir padroes de lesbes distintos daqueles
descritos para o sorotipo 2 (VASCONCELOS et al.1994).

Algumas amostras de certos sorotipos parecem apresentar
caracteristicas de viruléncia particulares. Isto explicaria o porque de
casos de pneumonia severa pelo sorotipo 3 na Argentina (VENA et al.



1991) ou a recente difusdo do sorotipo 14 na Gra-Bretanha (HEATH
et al.1996), embora ja se soubesse que o sorotipo 14 havia infectado
humanos (GOTTSCHALK et al. 1989). As lesbdes microscopicas
significativas se limitam normalmente aos pulmdes, cérebro, coracao e
articulacdes (REAMS et al. 1994).

As lesbes predominantes em suinos sao broncopneumonias
supurativas, meningite neutrofilica, encefalite e epicardite supurativa
ou mucopurulenta (SANFORD & TILKER,1982; ERICKSON et al.1984;
REAMS et al.1994,1996).

Casos raros de pneumonia fibrinohemorragica e necrose septal
tem sido observadas e sugerem que algumas amostras de S.suis
podem causar lesao vascular (REAMS et al. 1995).

Algumas lesbes raras como: miocardite necrética e
hemorragica, € meningoencefalite subaguda , foram descritas por
SANFORD (1987a,b).

Patogénese

Algumas etapas envolvidas na patogénese seriam: entrada da
bactéria no sangue através das amigdalas, englobamento da bactéria
por mondcitos, transporte da bactéria ao fluido cerebrospinal via plexo
corbide, e estimulo da producdo de citocinas pelos mondcitos e
macrofagos o que leva a um infiltrado inflamatério do sangue ao
liquido cerebrospinal (WILLIAMS,1990; CHANTER et al.,1993).

Ndo ha relatos de producdo experimental de pneumonia em
suinos utilizando S.suis. Um estudo demonstrou que todos os



sorotipos 2 de S.suis, isolados de suinos, aderem a fragmentos de
tecido pulmonar congelado de suinos recém-nascidos € que, as cepas
isoladas de casos de pneumonia aderem mais do que as isoladas de
casos de meningite (GOTTSCHALK et al, 1991). HAATAJA et
al.(1993) demonstraram a adesdo de amostras de S.suis
hemaglutinantes a sec¢des de faringe de suinos.

A patogénese do S.suis é influenciada sobretudo pelo estado
imune do hospedeiro, fatores ambientais e fatores de viruléncia do
agente infeccioso. Em anos anteriores, as pesquisas abordaram
diferentes e possiveis fatores de viruléncia de S.suis: fimbrias
(JACQUES et al.1990), hemaglutinina (GOTTSCHALK et al.1990;
HAATAJA et al.1993); material capsular (ELLIOT & TAIL1978;
QUESSY et al. 1994c; SALASIA et al.1994; CHARLAND et al.1996;
KATSUMI et al. 1996), parede celular e proteinas extracelulares
(VECHT et al. 1991,1996) e hemolisina (GOTTSCHALK et al.1995;
JACOBS et al.1996). Em varias espécies bacterianas, fimbrias e
hemaglutininas tém sido associadas a adesdo e, HAATAJA et
al.(1993), relataram que atividade de S.suis detectada por
hemaglutinacdo pode auxiliar na ligacdo da bactéria aos tecidos de
suinos, porém sugere a existéncia de outros mecanismos de adesao.
Duas proteinas de S.suis sorotipo 2 foram identificadas como sendo
fatores de viruléncia importantes: “muramidase released protein”
(M.R.P.) e o fator extracelular (E.F) que é descrito por VECHT et
al.(1991).

Variantes dessas proteinas foram mais tarde descritas por
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estes autores em 1996, que propds uma série de fendtipos que
poderiam ser encontrados em varios sorotipos. Uma vez que essas
proteinas por vezes nao estdo presentes em todas as amostras
virulentas de S.suis isoladas, tem sido aventada a hipétese de que
essas amostras possuam outros fatores de viruléncia (QUESSY et
al.1994a; GALINA et al.1996).

Uma hemolisina denominada Suilisina tem sido associada a
viruléncia de amostras do tipo capsular 2. Anticorpos contra essa
hemolisina induzem protecdo em camundongos e suinos contra o
desafio experimental com a bactéria (JACOBS et al.1996). Assim
como, M.R.P. e E.F. a Suilisina nao é produzida por todas amostras
virulentas de S. suis.

Finalmente, alguns autores puderam descrever novos possiveis
fatores de viruléncia como: uma adesina que se liga a IgG (SERHIR et
al.1993), a galactosil-(alpha 1-4) galactose (TIKKANEN et al.1996) e
uma proteina adicional que se liga a albumina (QUESSY et al.1997).
Estas proteinas de ligacdo podem participar do estabelecimento da
inffeccdo porém, o seu envolvimento ainda n&o € considerado
essencial na patogénese da infecgao.

IGLESIAS et al.(1992) concluiram que a doenga clinica
associada a S.suis sorotipo 2 era aumentada por infeccdo
concomitante com o virus da pseudoraiva. Mais tarde sugeriu-se que
a Sindrome Reprodutiva e Respiratéria Viral Suina (S.R.R.\V.S))
predispbe a infeccdo e doenga por amostras virulentas de S. suis
sorotipo 2 (GALINA et al.1994). No entanto, COOPER et al.(1995)
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obtiveram resultados diferentes e concluiram que o virus da Sindrome
Reprodutiva e Respiratéria Viral Suina (S.R.R.V.S). ndo potencializou
a infecgcao por patégenos bacterianos comuns, embora tenha induzido
consistentes sinais clinicos, viremia, soroconversao e les0es
microscopicas nos tecidos de 6rgaos afetados.

Diagnostico

O diagnéstico presuntivo de infecgdes por S.suis € baseado nos
sinais clinicos, idade do animal, e lesbes macroscopicas. A
confirmacéo é realizada por isolamento do agente infeccioso e lesOes
microscépicas nos tecidos. Quando possivel, é recomendada a
coleta de mais de uma colbnia alfa-hemolitica de diferentes cultivos,
obtidos do mesmo animal, pois varios sorotipos e amostras de S. suis
podem estar envolvidos (REAMS et al.1996). AMASS (1997) sugere a
realizacdo de cultura perioédica do fluido cerebroespinal de suinos que
apresentem meningite, para se assegurar que o sorotipo de S. suis,
que esteja causando surtos repetidos, nao tenha se modificado. Este
procedimento é de grande auxilio quando se considera a vacinacao

Considerando-se que o S. suis pode ocorrer em tecido
pulmonar saudavel (MWANICK et al.1994) é preferivel isolar-se o
patégeno a partir de amostras coletadas de outros 6rgaos, em casos
de septicemia. Nos casos de processos respiratérios € freqiente o
isolamento de outros agentes como: Pasteurella multocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae, ou Actinomyces pyogenes, porém
ainda é muito freqiiente a obtencdo de culturas puras de S .suis
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(HIGGINS et al. 1990a; GALINA et al.1992).

A identificacdo bioquimica do S. suis € possivel com um
nimero minimo de testes (HIGGINS & GOTTSCHALK ,1990).
DEVRIESE et al.(1991) sugeriram a utilizacao de somente duas
provas para amostras isoladas de suinos, ou seja, a producac de
amilase (+) e Voges-Proskauer (acetoina) (-). E preciso ressaltar que
algumas amostras isoladas do trato genital apresentam varias
caracteristicas diferentes como a dependéncia de CO, para
crescimento inicial em meios de cultura (DEVRIESE et al.1991).

Amostras isoladas de caes diferem de amostras isoladas de
suinos, com relacdo a fermentacdo do manitol (DEVRIESE et
al.1992b). Todavia, a sorotipagem & ainda uma importante ferramenta
do procedimento diagnéstico de rotina. Esta pode ser realizada
através de diferentes provas, mas muitos laboratérios usam, pela sua
simplicidade e sensibilidade, a técnica de coaglutinagado. Desde que,
a maioria das amostras isoladas tipaveis pertencam aos tipos
capsulares 1 a 8 e % € aconselhavel aos laboratérios de diagndstico
usarem somente antissoros correspondendo a estes sorotipos e enviar
amostras nao-tipaveis por este esquema a um Ilaboratorio de
referéncia (HIGGINS & GOTTSCHALK,1996; HOGG et al.1996), uma
vez que a infra-estrutura para a sorotipagem total ndo é acessivel a
laboratérios de rotina. Assim algumas amostras apresentam reacao
cruzada com mais de um antissoro, nos testes de coaglutinacao e de
reacao capsular. Tais reacbes cruzadas podem ser removidas por
absorcdo de antissoro mas no caso do tipo 'z esta conduta nao
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elimina a reatividade cruzada, dai o fato deste sorotipo ser assim
designado (GOTTSCHALK et al.1989; HAMPSON et al.1993).

Técnicas que permitam determinar a heterogeneidade
genética das amostras sdo de grande valia tanto para se confirmar
ndo s6 a origem da infeccdo como para ter-se certeza da inclusao de
uma determinada amostra em uma vacina. A analise plasmidial
permite a diferenciacdo de algumas amostras de S. suis capsular tipo
2 (CANTIN et al.1992). Portanto, este tipo de avaliacdo permite
demonstrar a diversidade existente entre amostras pertencentes ao
mesmo sorotipo (MONGOLLON et al.1990).

BEAUDOIN et al.(1992) confirmaram a existéncia de
diversidade genética entre amostras de S. suis isoladas e relataram
que até mesmo amostras obtidas de animais saos apresentam
heterogeneidade, por outro lado, a maioria das amostras isoladas em
casos de septicemia freqlientemente sdo mais homogéneas neste
aspecto. HAMPSON et al. (1993) usaram para o estudo da
diversidade genética, o teste de Hibridizacdo DNA -DNA (KILPER-
BALZ & SCHLEIFER,1987), mas nao observaram tendéncia de
diferenciacdo genética significativa entre as amostras isoladas obtidas
de animais sdos e de animais doentes, bem como de animais que
apresentavam outras patologias. Segundo VECHT et al. (1996), nao
h& nenhuma marca comum de viruléncia a todos os sorotipos de S.
suis. Diferentes testes sorolégicos para deteccao de anticorpos contra
S. suis tém sido avaliados. Estudos recentes mostraram que o teste
de ELISA utilizando antigenos capsulares purificados apresentam
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maior especificidade (DEL CAMPO SEPULVEDA et al.1996;
KATAOKA et al.1996). No entanto a sorologia € mais importante e (til
para estudos de vacinacdo do que para fins diagnosticos.

No Brasil existem varias evidéncias clinicas da ocorréncia de
patologias causadas por S. suis. Estas incluiiam meningite,
septicemia e artrite, principalmente, ocorrendo nestas formas ou
infeccdes sub-clinicas em mais de 50% das granjas do Estado de Sao
Paulo, trazendo sérios prejuizos a suinocultura.

Se desconhece a existéncia de laboratérios no Brasil que
realizem testes de rotina para isolamento e identificacéo da bactéria e
nada se sabe sobre os sorotipos de S. suis que ocorrem no Brasil.
Apesar da predominancia mundial dos tipos 1 a 8, variagbes tém sido
encontradas em alguns paises. Portanto, &€ importante averiguar-se
qual a distribuicao dos sorotipos e respectivos fatores de viruléncia,
das amostras de S. suis isoladas no Brasil, uma vez que a ocorréncia
da bactéria em nossos rebanhos ja € uma realidade, confirmada por
investigacdes iniciais em nosso laboratério (dados nao publicados),
com o isolamento de 8 amostras de materiais provenientes de granjas
da regio, que foram gentilmente coletados pela Consuitec,
Campinas, SP.

Diante do exposto, da importdncia da infeccao causada por
S.suis e da falta de dados sobre as caracteristicas da bactéria em
nosso meio, este projeto tem os seguintes objetivos enumerados a

seguir.
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2 - Objetivos

2.1.- Utilizando meios seletivos, isolar o S.suis de suinos com quadros
compativeis com enfermidades causadas pelo mesmao.

2.2.- Estabelecer testes bioquimicos simplificados para a identificacao
do S.suis.

2.3.- Preparar antissoros contra os sorotipos de S. suis de 1 a 8, e
desenvolver provas de coaglutinacdo para identificacdo sorologica

preliminar das amostras isoladas.

2.4.- Determinar a frequéncia dos sorotipos isolados de animais

doentes.

2.5 - Estudar as caracteristicas hemaglutinantes das amostras de S.

suis isoladas.

2.6.- Identificar a presenca dos fatores MRP (“Muramidase Released
Protein”’) e EF (‘Extracelular Factor”), além das propriedades

hemoliticas (Suilisina) nas amostras isoladas.
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2.7.- Comparar os resultados obtidos nos itens 2.4, 2.5 e 2.6 das
amostras isoladas, com os descritos na literatura para as amostras

padrao.

2.8 Comparar as amostras através da andlise genética (RAPD),
podendo assim estabelecer uma relacao clonal entre elas.
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3- Material e Métodos
3.1. Amostras

Foram utilizadas neste estudo amostras padrao de S. suis dos
sorotipos 1 a 8, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo Gottschalk
da Faculdade de Medicina Veterinaria de “Saint-Hyacinthe” da
Universidade de Montreal, Quebec, Canadd, incluindo ainda 51
amostras provenientes de casos de septicemia, pneumonia,
endocardite e artrite, a partir de material coletado de granjas dos
estados de Sdao Paulo, Minas Gerais e Parand e isoladas no
Laboratério 2 do Departamento de Microbiologia e Imunologia da
UNICAMP. Todas as amostras foram submetidas a testes bioquimicos
e soroldgicos descritos a seguir.

3.2. Isolamento e identificagao bioquimica das amostras.

A coleta foi feita através de “swabs” estéreis a partir das
meninges, amigdalas, articulacdes, coracdo e outros 6rgaos internos,
de animais doentes submetidos a necropsia

Os materiais coletados foram semeados em placas contendo
Columbia Agar (DIFCO) adicionado de 5% de sangue bovino e SR-
126 (suplemento seletivo para Streptococcus-Oxoid) incubado a 37°C
por 18 horas.

As coldnias suspeitas, que apresentavam hemdlise alfa em
Columbia agar-sangue bovino, foram examinadas e subcultivadas em
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meio de Todd Hewitt (THB-Difco), pois somente culturas com
crescimento homogéneo neste meio de cultura podem ser
sorotipadas. Para provas de identificacdo bioquimica pegou-se uma
colénia da amostra em estudo semeada em Columbia agar sangue
bovino a 5% efetuando-se os testes de: produgcao de amilase, teste
de Voges-Proskauer (VP), reacao de VM, crescimento em TSA com
6,5% de NaCl, producao de acidos a partir de varios carboidratos
(inulina, salicina, trealose, lactose, sacarose, sorbitol e manitol). A
verificacdo da producado de acido a partir dos substratos acima foi
feita pela semeadura das amostras de S. suis em &gua peptonada
(Proteose Peptone-Difco) com indicador de Andrade, sendo a leitura

realizada 48 horas ap6s a incubacao a 37°C em aerobiose.

1) Produgao de Amilase:

Para este teste a coldonia suspeita foi semeada em um meio soélido
contendo Proteose Peptone (DIFCO), extrato de carme (DIFCO) e
amido (DIFCO) e apds 24 horas de crescimento a 37°C  adicionou-se
sobre o crescimento algumas gotas de uma solugédo de lugol. O meio
fica azulado e quando a coldénia é amilase positiva o local do
crescimento apresenta auséncia de coloracéo pela degradacao do

amido. O S.suis é amilase positiva.

2) Teste de Voges — Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM) :

As amostras testadas foram semeadas em meio de Clark e Lubs
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distribuidos em tubos de ensaio com 5ml e deixadas a 37°C por 4
dias. Apds este periodo utilizou-se apenas 1ml do crescimento ao
qual adicionou-se 0,6ml de uma solucao alcodlica de a-naftol e
0,2ml de uma solucdo a 40% de KOH. Agitou-se. As reacdes
positivas (coloracdo résea) apareceram de 2 a 5 minutos. Os 4 ml|
restantes da reacao de VP foram utilizados para a reacao de VM a
qgual adicionou-se 4 gotas de uma solugao hidroalcodlica de vermelho
de metila. A cor vermelha indica um resultado positivo e a cor
amarela negativo. O S.suis é caracterizado pelas reagbes VP (-) e VM

().

3) Crescimento em TSA (“Triptic Soy Agar”) com 6,5% de NaCl:

As amostras testadas foram semeadas em TSA e incubadas a
37°C por 24 horas. Amostras que crescem neste meio sao ditas
halotolerantes como Staphylococcus aureus. O S.suis nao apresenta

crescimento neste meio.

4) Fermentacgao de carboidratos:

O indicador escolhido foi 0 de Andrade por apresentar uma
viragem nitida para o vermelho, em pH abaixo de 7,0. Esta solugao
foi filtrada e depois conservada ao abrigo da luz. Foi adicionado 1%
deste indicador em agua peptonada e ajustou-se o pH para 7,4 - 7,6,
seguindo-se esterilizacdo por 20 minutos a 120°C. Foi entao

adicionada a agua peptonada uma solucdo de carboidrato estéril a
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20% de modo a obter-se uma concentracao final de 0,5%.
Todas as amostras foram confirmadas pelo Sistema Rapido de
Identificacdo API120 STREP (bioMérrieux) (Figura 2)

3.3. Identificagao sorolégica

Para a identificacdo sorolégica das amostras de S. suis foram
preparados os antissoros contra os sorotipos de 1 a 8. Quanto aos
outros sorotipos ( %2 e 9 a 35) foram gentiimente sorotipados pelo
Prof. Dr. Marcelo Gottschalk . Para o preparo dos antissoros 1 a 8 de
S.suis foram realizados os seguintes passos: producao de antigenos
para imunizagdo, imunizagdo para producdo de antissoro, teste de
aglutinacdo em tubo com 2-mercaptoetanol e teste de reacao

capsular que sao descritos abaixo.

3.3.1. Producdo de antigenos para imunizagao

As amostras padrao dos sorotipos de S. suis 1 a 8 foram
semeadas em placas de Columbia agar sangue (5% de sangue bovino
+ SR-126 - Oxoid) em aerobiose e a 37°C por 18 horas. Cada
amostra foi entdo semeada em Todd Hewitt (Difco Laboratories,
Detroit, Mich) por 18 horas a 37°C em aerobiose. Apls este passo,
foram feitas mais 3 passagens em 10 ml caldo de Todd Hewitt
(DIFCO), cada uma representada por 6 horas de incubagédo a 37°C.
Ap6s as duas Ultimas passagens de 6 horas, as culturas foram

mantidas a 4°C por 18 horas. Finalmente 5 ml da ultima subcultura de
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6 horas foi inoculada em 50 mi de caldo Todd Hewitt, pré-aquecido, o
qual foi incubado por 12 horas. Formalina foi adicionada até uma
concentracao final de 0,3% e a cultura permaneceu por 18 horas a
temperatura ambiente. As culturas foram centrifugadas a 5000 rpm
por 30 minutos, lavadas com PBS e ressuspensas em PBS com 0,3%
de formalina (pH=7,2) e deixadas a temperatura ambiente por 18
horas. A suspensao formolada foi ajustada a uma concentracéo final
de 10° bactérias/ml  contadas na camara de Newbauer e entdo
utilizada para a imunizagcédo. (GOTTSCHALK & HIGGINS, 1993)

3.3.2- Imunizacao para a produg¢ao de antissoro

Foi usada a metodologia descrita por SEHIR et al.(1992) sendo
utilizados para a imunizacao coelhos albinos de aproximadamente 3
kg de peso. Antes de se fazer a imunizacdo o soro de todos os
animais foi coletado, sendo parte guardada como pré-soro (controle) e
outra submetida ao teste de aglutinacdo e coaglutinacao para se
comprovar a auséncia de anticorpos anti-S.suis. Os animais foram
inoculados pela via intravenosa 3 vezes por semana durante quatro
semanas com doses crescentes da suspensdo (0,5; 1,0; 1,5;2,0e 2,5
ml). Dez dias apds a ultima inoculacao, amostras de sangue foram
coletadas dos animais imunizados, sendo entdao submetidas ao teste
de aglutinacdo em lamina. Quando foi observado aglutinacdo em
titulos iguais ou superiores a 1.64, foi realizada a sangria branca dos
animais. O soro obtido foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos,

aquecido a 56°C por 30 minutos e estocado a -20°C até a utilizacao.
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Somente foram utilizados para o teste de coaglutinacao antissoros que
apresentaram titulo maior ou igual a 1:32 no teste de aglutinacao em

tubo com 2-mercaptoetanol.

3.3.3- Teste de aglutinagao em tubo com 2-mercaptoetanol

Os antigenos utilizados na imunizacdo dos coelhos foram
titulados utilizando o teste de aglutinacdo em tubo com 2-
mercaptoetanol, segundo MITTAL et al. (1984). Este teste detecta as
fracdes de IgG que reagem com a proteina A do Staphylococcus
aureus no teste de coaglutinacéao.

O antissoro foi inativado a 56°C por 30 minutos e diluicoes
seriadas de 1:2 até 1:128 foram preparadas com solugéo salina.
Volumes iguais de antigeno e soro foram utilizados em cada tubo. Os
tubos foram incubados a 37°C por 24 horas e somente antissoros com
titulo de 1:32 foram utilizados no teste de coaglutinacdo. Para cada
diluicdo seriada foi feito um teste paralelo no qual foi utilizada
solucéo salina com 0,05M de 2-mercaptoetanol.

3.3.4. Teste de Coaglutinacao

Para este teste descrito por GOTTSCHALK et al, 1989, foi
utilizada uma amostra bacteriana de Staphylococcus aureus (Cepa
Cowan, rica em proteina A) que foi cultivada por 16 horas em 100 mi
de caldo Tripticase (Oxoid). A cultura foi centrifugada e o sedimento
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ressuspenso em 3 ml de solugdo salina. Uma aliquota de 50 nl de
antissoro foi adicionada a esta suspensdo. Apds 30 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente a mistura foi centrifugada,
eliminando-se o sobrenadante e ressuspendendo o sedimento em
PBS ao volume original. Para determinar a dose 6tima de
sensibilizacdo volumes de 1ml da suspensao de S. aureus foram
misturadas com volumes iguais (1.0 ml) das diferentes diluicGes do
antissoro anti- S. suis, centrifugou-se novamente o material, apds
incubacdo das misturas a 37°C por 1 hora. Tomou-se, apoés, cada
sedimento que foi ressuspenso em PBS ao volume inicial. O material
assim preparado estava pronto para o uso no teste de Coaglutinacao.
O teste propriamente dito foi feito sobre uma lamina de vidro
misturando-se uma gota da suspensao de S. aureus sensibilizado com
antissoro anti-S.suis especifico com uma gota do sobrenadante da
cultura de S. suis a ser examinada, tripsinizada por 16 horas. Uma
imediata aglutinagdo da suspensdo de S. aureus € registrada como
positiva, e negativa, quando nao ocorrer, for fraca ou ocorrer somente
apos varios minutos. Os controles negativos utilizados foram o caldo
Tripticase e salina ( reagentes controles). A reacao foi observada por
no maximo 3 minutos e pontuada de 0-4+ dependendo da velocidade
e intensidade da mesma. As reagdes com 2+ ou mais Ssao

consideradas positivas.

3.3.5. Teste de Reacao Capsular

O controle de qualidade do imunégeno foi feito pelo teste de
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reacao capsular segundo AUSTRAIN (1976) e LUND (1978), com
algumas modificacbes: uma al¢cada da cultura obtida em meio liquido
de Todd Hewitt enriquecido com 5% de soro inativado de bovino foi
espalhada sobre uma lamina numa area circular de 0,5 cm de
diametro. Uma gota de antissoro especifico foi colocada sobre a
amostra e a mistura homogeneizada. Foi entdo colocada sobre a
mistura uma laminula, observando-se a preparacao ao microscépio de
contraste de fase sob imers&o (aumento de 1000 x). Quando ocorreu
uma reacao entre o soro especifico e o material capsular das células
de S. suis, a capsula se tornou visivel e podemos dizer que a reacao
de intumescimento capsular foi positiva ( figura 3).

4. Pesquisa de fatores de viruléncia

4.1. Teste de Hemaglutinagao

Resumidamente o teste de hemaglutinacao foi feito como
descrito por JACQUES et al.,(1988). Sangue humano (tipos A, B e O),
bem como de carneiro, cavalo, cobaia, coelho e suino foram
coletados em solucao de Alsever. Os eritrécitos foram lavados duas
vezes em PBS e ressuspensos até obter-se uma suspensdo final de
3%. As amostras bacterianas foram semeadas em Columbia agar
sangue bovino a 5% e incubadas a 37°C por 18 horas e também em
meio liquido de Todd Hewitt (DIFCO). Densas suspensdes
bacterianas (aproximadamente 10 '® UFC/ml ) foram preparadas em
PBS 0,01M pH 7,2. Uma gota (50ul) da suspensao bacteriana foi
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adicionada a uma gota da suspensao de eritrécitos (50ul) e uma gota
de salina (50ul) a cada concavidade da placa de poliestireno de 96
pocinhos em duplicata e mantida a 25°C e a 4 °C por 1thora. O
controle positivo foi representado por uma amostra de E. coli (O115:K-
:F+). Num teste paralelo, nas mesmas condi¢bes, uma gota de D-
manose substituiu a gota de salina para determinar se a atividade
hemaglutinante era manose-resistente.

4.2- Caracterizacdo de amostras produtoras da Proteina “MRP”
(“Muramidase Released Protein”) e de EF (“ExtracelullarFactor”)
através de Imunoblotting.

Todas as amostras foram testadas para a producao de MRP e
EF por Imunoblotting com anticorpos monoclonais no Laboratério do
GREMIP Groupe de Recherche sur les Maladies du Pork- Faculté de
Médicine Vétérinaire, Université de Montreal, Saint Hyacinthe -
Canada) utilizando metodologia de VECHT et al.(1991).

Para a reacao propriamente dita 4 a 5 colonias de Strepfococcus
suis isoladas de placas de Columbia agar sangue bovino a 5%
contendo Sr 126 (OXOID) foram inoculadas em 5 ml do meio de Todd
Hewitt por 18 horas a 37°C sob agitacdo. Apés as 18 horas a cultura
foi centrifugada, e filtrada em membrana 0,22um (Millipore) e
aliguotadas em tubos contendo 1ml. As aliquotas foram concentradas

num Speed Vac até atingirem 100ul. As demais aliquotas foram
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mantidas a - 20°C até utilizacdo. A cada amostra de 100ul foi

adicionada 100ul do tampao de amostra e submetido a 60°C por 5
minutos (SDS-4g, Glicerol-20mi, tampéo Tris-HCI 0,5M pH6,8-40ml,
azul de bromofenol-0,1g, 2-mercaptoetanol-5ml, H20 destilada qg.s.p.-
100ml). Seguiu-se a uma corrida eletroforética dessas amostras, em
gel de poliacrilamida a 5% submetido a uma diferenca de potencial de
100mV até o gel de separacdo e depois 200mV. Apos a corrida
eletroforética, retirou-se o gel e este foi montado em uma cuba de
transferéncia , onde o gel permaneceu voltado para o polo negativo e
um filtro de nitrocelulose voltado para o polo positivo , de modo que as
proteinas migrassem para o filtro de nitrocelulose (Hybond ™ -
Amershan LIFE SCIENCE) Seguiu-se a transferéncia por 22 horas,
sendo 0 material submetido a uma diferenga de potencial de 30 V.
Apés este periodo, retirou-se o filtro de nitrocelulose e corou-se com
Ponceau S (Ponceau S- 0,5g, acido acético glacial-1ml, H20 g.s.p.-
100ml) por 5 minutos seguindo-se a lavagem com H,O destilada para
constatacido da transferéncia. Bloqueou-se a reagéo por 1 hora com
tampao Tris-Salina com 2% de caseina (Apéndice). Apos 0 blogueio,
lavou-se 3 vezes com tampao Tris-Salina e incubou-se por 2 horas a
temperatura ambiente com os seguintes anticorpos : anticorpo
policlonal de coelho anti-MRP diluido 1:8000, anticorpo policlonal
monoespecifico anti EF- diluido 1:10000 e anticorpo policlonal
monoespecifico anti —hemolisina diluido 1: 8000. Todas as diluicdes
foram feitas com Tampao Tris-Salina com 2% de caseina. Tratou-se
durante 1 hora com anticorpo Anti-IgG de Coelho marcada com
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peroxidase (Horseadish Peroxidase Conjugated Goat-Anti Rabbit
IgG+IgM) diluida 1:1500 com Tris-Salina contendo 2% de caseina.
Lavou-se 5 vezes com Tris-Salina + caseina. Para a visualizagcao do
resultado, utilizou-se a solucdo reveladora (adicionando-se as
solucbes A e B que foram misturadas no momento da utilizacao (ver
Apéndice). A membrana de nitrocelulose foi incubada nesta solucao

por 2 minutos

4.3- Caracterizacdo do gene codificador da proteina “MRP”
(“Muramidase Released Protein”) e de EF (“Extracelullar Factor”)
através de PCR.

4.3.1. Extracdao de DNA Genémico

O DNA gendmico bacteriano foi isolado de acordo com o
método descrito por AUSUBEL et al.(1988), a partir de
aproximadamente 5 ml de crescimento bacteriano por 18 horas em
caldo BHI. A suspenséo celular foi centrifugada e o precipitado lavado
duas vezes com tampao TE. Ao precipitado seco foram adicionados
50ul de lisozima a 10 mg/ml e 10yl de Rnase a 10 mg/ml. A
suspensdo foi homogeneizada em vértex e incubada a 37°C por 18
horas. Foi adicionada uma mistura de 70ul de SDS a 10% e 5ul de
proteinase K a 10 mg/ml. Depois de homogeneizada em vortex, a
suspensao foi incubada a 65°C por 10 minutos. Foram adicionados

100ul de NaCl 5M e a mesma quantidade de uma solugdo pré-
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aquecida a 65°C de CTAB/NaCl. A suspensdo, assim obtida, foi
agitada em vortex até a formacao de um liquido de aspecto leitoso e
incubada a 65°C por 10 minutos. Apbs este procedimento foram
adicionados 750ul de uma solucdo de cloroférmio — &lcool isoamilico
(24:1) (VIV) e a mistura agitada em vortex por cerca de 10 segundos.
Depois disso o material foi centrifugado a 1200g. O sobrenadante
aquoso foi, cuidadosamente transferido para outro tubo de reagao e o
DNA gendmico precipitado com 0,6 volumes de isopropanol a -20°C e
a mistura mantida a temperatura de -20°C por 30 minutos.

Apos este periodo a solugdo foi centrifugada a 1200g por 5
minutos e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi, por
centrifugacao, lavado duas vezes com solucdo de etanol 70% a -20°C
. Apos tal processo o DNA foi seco a temperatura ambiente e
ressuspenso com movimentos cuidadosos e circulares em 100ul de
Tampao TE pH 8,0. Depois de ressuspenso o DNA foi mantido a -4°C
por 18 horas para solubilizacdo. A dosagem de DNA realizou-se como
descrito por SAMBROOK et al.(1989), em que a concentragao e
pureza do DNA foram determinadas a partir de leitura em
espectofotdmetro a 260 e 280nm. Para isso o seguinte calculo foi
realizado: Concentracdo de DNA (ug/ul ) = A260nmX50X fator de
diluicao

Pureza do DNA = A280/260 (foram utilizados aqueles que
apresentaram valores entre 1,5 a 2,0 sem contaminagao por RNA ou
proteinas) . O &cido nucleico extraido foi conservado a temperatura

de -20°C até utilizacao.



43.2 PCR para
(“Extracelullar Factor”)

REAGENTES

O DNA gendmico a ser amplificado foi obtido através de técnica
descrita acima. A reacdo de PCR foi realizada com 200ng de DNA

extraido, para um volume final de 100ul. De cada iniciador utilizou-se

deteccdo do gene codificador

150 pmol, e as amostras foram tratadas da seguinte maneira:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10l 1x

10mM dANTP mixture 2ul 0,2mM cada

50mM MgCls 3ul 1,5mM

Iniciadores EF563 - 7,0ul -
EF1635 - 6,0l

DNA molde 2ul -

Tag DNA polymerase 0,5ul 2,5 unidades

(5U/pl)

H,O- Milli-Q estéril 65ul -

TOTAL 100l -

SEQUENCIA DOS INICIADORES DO PCR PARA EF:
EF 563. 5 AAGAAGAACCCAAGGAAC ¥
EF 1635: 5 AGCAAGCTCATCTGCTAC 3
(Gottschalk,1999 comunicagao pessoal)

de EF
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AMOSTRAS CONTROLE
Controle positivo — 31533
Controle negativo — T-15

CONDIGOES DE REAGAO
30 ciclos térmicos de:

e 94°C — 1 minuto

e 55°C - 2 minutos

e 72°C — 1 minuto

AMPLIFICAGAO

Estes iniciadores amplificam fragmentos de 1073 pb.

4.3.3. PCR para deteccdo da Proteina MRP (“Muramidase
Released Protein”)

O DNA genémico a ser amplificado foi obtido através de técnica
descrita abaixo. A reacdo de PCR foi realizada com 200ng de DNA
extraido, para um volume final de 100ul. De cada iniciador utilizou-se

150 pmol, e as amostras foram tratadas da seguinte maneira:



'COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
10 x PCR buffer 10 X
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM
Iniciadores MRP 311- 6ul -

MRP1189 - 7l
DNA - MOLDE 2ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 2,5 unidades
(5U/ul)
H,O- Milli-Q estéril 65ul -

SEQUENCIA DOS INICIADORES DO PCR PARA MRP
MRP 311: 5° TGC TTC ATC AGA ACC AAC ¥’
MRP 1189: 5 GAG AAT TTC AAT GCT CCA G 3’
(Gottschalk,1999- comunicacao pessoal)

AMOSTRAS CONTROLE
Controle Positivo — 315633
Controle Negativo- T-15

CONDIGCOES DA REAGAO
30 ciclos térmicos de:

e 94° C -1 minuto
e 55° C — 2 minutos

e 72°C —1 minuto

31
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AMPLIFICAGCAO

Estes iniciadores amplificam aproximadamente fragmentos de
978 pb.

Para a observacao do produto amplificado de ambas as reacbes
de PCR, foi utilizada a eletroforese em gel de agarose a 1% preparado
com tampédo TBE. Cada corrida eletroforética continha um marcador
de peso molecular (1 Kb Ladder — Gibco) para comparacao do peso
molecular do fragmento amplificado. Em cada pocinho do gel foi
aplicado 10u! de DNA e 3ul do tampédo de ressuspensao (Apéndice).
Ap6s a corrida, os géis foram merguthados em solugéo de brometo de

etidio (0,5ug/ml), e observados em transiluminador de U.V.

4.4 — Analise da Amplificagdo Randomica do DNA Polimoérfico -
RAPD (WILLIAMS et al.,1990)

O RAPD iniciaimente descrito por WILLIAMS et al.,1990,
consiste em uma outra andlise do DNA polimorfico baseado na
Técnica de PCR (ja descrita anteriormente), mas distinto desta por se
basear na amplificacdo do DNA gendmico utilizando um Unico
“iniciador’” com uma sequéncia arbitraria de nucleotideos. Este
“iniciador” detecta polimorfismos na auséncia de sequéncias
especificas de nucleotideos e estes polmorfismos servem como
marcadores genéticos e podem ser usados na construgao de mapas

geneticos.
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4.4.1- Amostras utilizadas no Teste de RAPD

O teste foi realizado com 30 amostras de Streptococcus suis
sorotipo 2 isoladas no Brasil e mais quatro amostras padrao
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo Gottschalk da Faculdade
de Medicina Veterinaria de “Saint-Hyacinthe” da Universidade de
Montreal, Quebec, Canada. Estas amostras sdo respectivamente
nomeadas : T-15 (MRP- EF- Sui -), 315633 (MRP+ EF+ Sui+), 89-999
(MRP-EF-Sui-), e 90-1330 ( MRP+EF- Sui-).

As amostras padrao liofilizadas foram cultivadas em BHI (Brain

Heart Infusion- DIFCO) por 18 horas, depois reisoladas em placas de
Coliumbia agar sangué a 5% de sangue bovino com SR-126
(DIFCO).

As colonias foram analisadas submetidas aos testes
bioquimicos descritos anteriormente e confirmadas pelo Sistema Api
Strep 20 para evitar possibilidade de contaminacdo. Apés este
procedimento as coldnias isoladas foram submetidas a extracao de

DNA gendmico através da Técnica descrita a seguir

4.4.2. Extracao de DNA Gendmico e Técnica de RAPD

O DNA genémico bacteriano foi isolado de acordo com ©
método descrito por PITCHER et al.(1989), As amostras foram
incubadas em Columbia agar sangue bovino a 5% ou Todd Hewitt
agar durante noite toda e a temperatura de 37°C. No dia seguinte 0
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crescimento da placa (mais ou menos um quarto de placa) foi
coletado com uma alga de platina e ressuspenso em 1ml de Tampao
TE 1X (Apéndice). A amostra foi entao centrifugada por Sminutos a
14000 rpm até a formacao de um pellet do tamanho de um grao de
arroz. A este pellet foi adicionado 75ul de tampéao TE 1X e submetido
ao Vortex até obtencao de solugcdo homogénea. Foi adicionada 20ul
de uma solugao de proteinase K (20mg/ml) e 20ul de uma solucao de
lisozima (100mg/ml) preparada no momento da utilizagdo. A solucao
foi entdo incubada a 37°C durante 60 minutos. Foi adicionado 500ul
de Tampao GES (Apéndice) e incubado por 15 minutos até que a
solucado se tornou transparente. A solucao foi colocada no gelo e
adicionou-se 200ul de acetato de amoénio (Apéndice) a 4°C. A
mistura foi mantida em gelo por 10 minutos. Foi adicionada 500ul de
fenol,cloroférmio e alcool isoamilico. Centrifugou-se a amostra a
12000rpm por 15 minutos. A fase aquosa da solugao, que contém o
DNA | foi recuperada com cuidado. Foram entao repetidos os passos
anteriores a partir da adicdo de 500ul e fenol/cloroférmio /alcool
isoamilico. O volume obtido foi medido com uma pipeta de 1000ul. Foi
adicionada uma quantidade de isopropanol correspondente ao volume
final obtido na fase aquosa, ou seja: 0,54 x X (quantidade el pl
obtida). Quando o volume da fase aquosa foi diferente o calculo foi
feito para a maior quantidade. A solugdo foi homogeinizada por
inversao do “eppendorf’ durante 1 minuto e levado a -20°C durante 30
minutos. A solucao foi entao centrifugada a 12000rpm por 5 minutos.
O sedimento obtido foi entdo lavado duas vezes com 1ml de etanol
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80% (conservado a -20°C) . Durante cada lavagem foi utilizada
centrifugacdo por 5 minutos. O sedimento foi seco a temperatura
ambiente. Foi adicionado 50ul de Tampéao TE1X que ficou durante 18
horas em ressuspensdao a 4 homogeinizada por inversdo do
“eppendorf” durante 1 minuto e levado a -4°C. Uma vez que obtivemos
o DNA dissolvido adicionamos 2ul de uma solucao de Rnase de
1mg/ml preparada com Tampao TE1X (Apéndice) e incubamos a
temperatura ambiente por 20 minutos.

A quantificacdo de DNA foi realizada como descrito por
SAMBROOK et al.(1989), em gue a concentracao e pureza do DNA
foram determinadas a partir de leitura em espectofotdbmetro a 260 e
280nm. Para isso o0 seguinte calculo foi realizado:

Concentragcdo de DNA (ug/ul ) = A260nm X 50 X fator de
diluicao

Pureza do DNA = A280/260 (foram utilizados aqueles que
apresentaram valores entre 1,5 a 2,0 sem contaminacao por RNA ou
proteinas)

O acido nucleico extraido foi conservado a temperatura de-20°C
até utilizacao.

O RAPD foi realizado segundo a Técnica descrita por Chatellier
et al.1999. O Dna a ser amplificado foi obtido através da técnica
abaixo descrita e a reacao propriamente dita foi realizada com 25ng
de DNA extraido, para um volume final de 50ul contendo : 10mM de
Tris-HCI (pH=8,3), 50mM KCI, 2,5mM MgCl, = 100uM ( de cada
componente) dATP, dCTP, dGTP, e dTTP; 0,2uM de primer, 0,5U de
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Taq Polymerase e 25ng de DNA extraido.
Foram utilizados trés iniciadores : OPB7, OPB 10, e OPB17.
OPB7 -5 GGTGACGCAG ¥
OPB 10 -5 CTGCTGGGAC 3’
OPB 17 - 5 AGGGAACGAG ¥’

De cada iniciador utilizou-se 150 pmol, e as amostras foram

tratadas da seguinte maneira:

COMPONENTES ~ VOLUME = CONCENTRAGAO FINAL

" 10XPCR buffer 50 1x
10MmMdANTP mixture 1ul 0,2mM cada
50mM MgCi, 1,5ul 1,5mM
Iniciadores - 150pmol

DNA Molde 1ul -
TagDNA S5ul 2,5 unidades
polimerase(5Upnl)
d H,0 33ul -
TOTAL 50ul -

Para a observacao do produto amplificado nas reacdes de RAPD
foi utilizada a eletroforese em gel de agarose a 1,4% preparado com
tampdo TBE (Apéndice) e submetidos a uma diferenca de potencial
de 100V. Cada corrida eletroforética continha um marcador de peso
molecular (1 Kb Ladder — Gibco) para comparacao do peso molecular

do fragmento amplificado. Em cada orificio do gel foi aplicado 10ul de
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DNA e 3ul do tampao de ressuspensao (Apéndice). Apds a corrida,
os géis foram tratados por 20 minutos com solugdo de brometo de
etidio (0,5ug/ml),. A observacdo das bandas foi feita em
Transiluminador ( High Performance Ultraviolet Transilluminator — UVP

— Ultra - Violet Products) .
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5. Resultados

5.1- Isolamento e identificagao

Foram isoladas 51 amostras de animais com doenca compativel
a infeccdo por S.suis como: artrite, endocardite, pneumonia,
meningite e septicemia provenientes de varias granjas das regides de
Sao Paulo, Minas Gerais e Parana. Os testes bioquimicos utilizados
para a identificacdo foram descritos no item 3.2. Nos testes
bioquimicos os resultados esperados para isolamento de S. suis sao:
hemolise alfa em Coliumbia agar sangue 5% (ver figura 1), VP(-)
Amilase(+) TSA+6,5% NaCl(-) e para fermentagdo de carboidratos:
trealose(+), manitol(-), sorbitol (-) , inulina (+). Todas as amostras
foram confirmadas pelo Sistema Rapido de lIdentificagdo API20
STREP bioMérrieux (Figura 2).

Na Tabela 1, podemos observar o nimero amostras isoladas,
idade de animais envolvidos, principais sintomas, niumero de animais
afetados, procedéncia, quadro clinico e resultado de necropsia.
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Tabela 1. Origem das amostras de S.suis isoladas de suinos:
idade dos animais, sintomas, regiao, quadro clinico e achados de
necropsia. Campinas, Sao Paulo, Brasil, 1999.

Idade dos

Cidade

Sintomas Ne Estado Quadro Necropsia
animais principais animais Clinico
Amostra afetados
463 25 dias Anorexia,febre,incoorde 8 Castro PR Septicemia | Linfonodos e parénguema de
-hagdo e ataxia Orgdos internos congestos
482 25 dias Idem anterior 10 Castro PR Septicemia Idem anterior
263 25 dias Idem anterior 20 Castro PR Pneumonia Idem anterior +pneumonia
fibrinosa
258 30 dias idem anterior 05 - - Septicemia | Idem anterior+.Pericardite e
poliartrite
237 30 dias Idem anterior+pele 10 - - Septicemia Idem anterior
verm.
24 30 dias Incoord.,febre,anorexia 10 - - Septicemia Idem anterior
ataxia
161 35 dias Idem anterior+pele 10 Patrocinio MG Septicemia Idem anterior
verm.
313 35 dias Incoord. febre,anorexia 10 Patrocinio MG Meningite Edema e congestdo de
e ataxia cérebro e meninges,secre¢ao
purulenta
313-A 35 dias Idem anterior 10 Patrocinio MG Septicemia Edema e congestao de
linfonodos e érgaos
intermos, pericardite e
poliartrite
403-pel 35 dias idem anterior 10 Patrocinio MG Meningite Cérebro e meninges
congestos. Sec.puruienta
403-F3 35 dias Idem anterior 15 Patrocinio MG Meningite Idem anterior
527 45 dias Idem anterior 15 - Meningite Idem anterior
403-cor 35 dias Tremores,febre e 30 Patrocinio MG Septicemia Endocardite e pneumonia
depressao fibrinosa
403-L3 35 dias incoord.,febre,anorexia, 20 Patrocinio MG Meningite Cérebro e meninges
ataxia congestos.Turbidez Lig.
Cerebroespinhal
403-L2 45 dias Febre,anorexia,opistoto 30 Patrocinio MG Septicemia Edema e congestao de
no e ataxia orgaos e linfonodos
403-P3 45 dias idem anterior 20 Patrocinio MG Meningite | Edema cong. Cér. meninges.
Turbidez Lig. Espinhal
403-F3* 35 dias Febre,anorexia,opistoto 15 Patrocinio MG Meningite Idem anterior
no e ataxia
202-A2 35 dias Incoord. febre,anorexia, 12 Patrocinio MG Septicemia | Congestdo linf. e par. érgéos
ataxia internos.
203-A6 40 dias Idem anterior 15 Patrocinio MG Septicemia idem anterior
204-A1 40 dias Idem anterior 20 Patrocinio MG Pneumonia idem anterior
204-AS 38 dias Idem anterior (65 Patrocinio MG Septicemia Idem anterior +pneumonia
Fibrinosa
206-A3 35 dias Anorexia e ataxia 20 Patrocinic MG Septicemia Pericardite e Poliartrite
206-A7 30 dias Incoord. febre,anorexia, 20 Patrocinio MG Septicemia idem anterior
ataxia
345-D6 35 dias Idem anterior 20 Patrocinio MG Septicemia Idem anterior
345-D7 35 dias Febre,anorexia,opistéto 25 B. Paulista SP Meningite Edema cong.meninges
no e ataxia Turbidez Lig.espinhal
345-D21 35 dias Incoord. febre,anorexia 25 B.Paulista SP Septicemia | Penicardite,poliartrite,edema
e ataxia e congestao 6rg. e linf.
240-M4 35 dias Idem anterior 15 B.Paulista SP Meningite | Edema e cong.cér. meninges.
Turbidez Lig. Espinhal
245-M3 35 dias idem anterior 15 Patrocinio MG Meningite Idem anterior
245-M9 45 dias idem anterior 15 B. Paulista SP Meningite Idem anterior
260-A2 35 dias Tremores, febre e 20 B. Paulista SP Pneumonia | Linf.e par. Orgaos int.conges-

depressao

tos.Pneumonia Fibrinosa




40

260-A8 35 dias Febre,anorexia,opistoto 20 Patrocinio MG Meningite Edema,cong.cer.meninges
no,ataxia Turbidez lig,espinhal
120-A1 45 dias Tremores, febre e de- 30 Patrocinio MG Septicemia Edema e cong. de linf. e
pressao érgaos internos. Pericardite,
poliartrite.
194D 45 dias Febre,anorexia,opistéto 15 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Lig.
espinal
194C 45 dias Incoord. febre,anorexia, 20 Patrocinio MG Pneumonia | Linf.e par. Orgdos int.conges-
ataxia tos.Pneumonia Fibrinosa
1064(C3) 35 dias Tremores, febre e de- 15 Patrocinio MG Septicemia Linf.e par. Orgaos
pressao int.congestos.Pneumonia
Fibrinosa
1065(C4) 35 dias Febre,anorexia,opistéto 15 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Liq.
espinal
1066 35 dias Febre,anorexia,opistoto 30 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Liq.
espinal
314 45 dias Febre,anorexia,opistéto 20 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Liq.
espinal
341 45dias Febre,anorexia,opistéto 12 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Liq.
espinal
352 45 dias Febre,anorexia,opistéto 13 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Lig.
espinal
344 35 dias Febre,anorexia,opistéto 10 Patrocinio MG Meningite Edema. Cong.cerebral e
no e ataxia meninges. Turbidez Liq.
espinal
121-A1 45 dias Febre,anorexia,opistoto 20 Patrocinio MG Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez liq. espinhal
21 45 dias Incoord. febre,anorexia 10 Castro PR Pneumonia | Linf.e par. Orgdos int.conges-
e ataxia tos.Pneumonia Fibrinosa
22 30 dias incoord. febre,anorexia 15 Castro PR Pneumonia Edema,cong.cer.meninges
e ataxia Turbidez liq. espinhal
23 45 dias Incoord. febre,anorexia 20 Castro PR Pneumonia | Edema,cong.cer.meninges
e ataxia Turbidez lig. espinhal
24 35 dias Febre,anorexia,opistéto 20 Castro PR Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez
25 45 dias Febre,anorexia,opistéto 20 Castro PR Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez
26 35 dias Febre,anorexia,opistéto 30 Castro PR Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez
27 30 dias Febre,anorexia,opistéto 30 Castro PR Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez
28 30 dias Incoord. febre,anorexia 20 Castro PR Pneumonia | Linf.e par. Orgdos int.conges-
e ataxia tos.Pneumonia Fibrinosa
28-D 40 dias Febre,anorexia,opistéto 20 Castro PR Meningite Edema,cong.cer.meninges
no, ataxia Turbidez

Continuagao Tabela 1
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Figura 1 - Coldnias de Streptococcus suis sorotipo 2
apresentando hemdlise-alfa em placa de Columbia agar sangue

bovino a 5%.
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Figura 2. Provas do Sistema API 20 STREP realizados com
amostra padrao sorotipo 2 de Streptococcus suis.
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5.2- Identificagdo Soroldgica
5.2.1- Teste de Aglutinagao em tubo com 2-mercaptoetanol

As amostras de antissoro dos sorotipos de 1 a 8 obtidas através
da inoculagdo em coelhos como descrito no item 3.3.2 , apresentaram
neste teste o titulo de pelo menos 1:32 e foram submetidas ao teste de

Coaglutinacao descrito no item 3.3.4.

5.2.2- Determinagao da dose 6tima de antissoro de S. suis para
sensibilizagao de Staphylococcus aureus

As doses 6timas anitissoro encontradas para sensibilizar a
amostra de S. aureus estao apresentadas na tabela 2, para os
sorotipos de 1 a 8 de S. Suis.

Tabela 2- Reciproco da melhor dilui¢ao utilizada para cada
antissoro na sensibilizagao da amostra de S.aureus

DOSE OTIMA DE SENSIBILIZAGAO DE S. AUREUS

',- 'SOROTIPO

T " 16
2 32
3 128
4 16
5 | 32
6 16
7 64
8 64
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5.2.3- Teste de Coaglutinacao

Neste teste trés gotas separadas (0,25ul) da amostra
bacteriana a ser testada foram colocadas sobre uma placa de vidro.
Uma gota de 2,5% da suspenséo de S.aureus Cowan | sensibilizada
com antissoro contra S.suis foi adicionado a uma das trés gotas e nas
outras duas gotas foram adicionadas os reagentes controle (caldo
trpticase e salina). As misturas foram homogeinizadas por
movimentos circulares durante 2 minutos e as amostras que
apresentaram aglutinacdo somente com a suspensédo de S.aureus
Cowan | sensibilizada com antissoro especifico foram consideradas
positivas. As amostras positivas para os sorotipos 1 a 8 estao
apresentadas na Tabela 3 abaixo. As outras amostras nao
pertencentes a estes sorotipos foram gentiimente sorotipadas pelo
Prof. Dr. Marcelo Gottschalk, do GREMIP, Canada
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Tabela 3 - Distribuicdo das 51 amostras de S.suis, segundo o
resultado de sorotipagem por Coaglutinagao, isoladas de suinos.
Campinas,SP, Brasil, 2000.

' SOROTIPO AMOSTRA

1 403-L2, 403-P3

2 463, 482, 263,258, 237, 224,527, 202-A2, 203-A6, 204-A1, 240-M4,
245-M3, 245-M9, 260-A2, 120-A1, 121-A1, 194-D, 194-C, 1064(C3),

1065(C4), 1066, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e 28-D

3 161, 313, 313-A, 204-A5, 345-D6, 345D7, 260-A8, 314, 341, 352,
344.
7 403-PEL, 403-F3, 403-L3, 403-P3, 206-A3, 206-A7, 345-D21,

14 403-COR
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Porcentagem de Amostras S. suis Sorotipadas

S1 S2 S3 57 S14
Sorotipos

Figura 3. Frequéncia da distribuicdo percentual das amostras de
Streptococcus suis, segundo os sorotipos obtidos nos testes de
Coaglutinagao , isoladas de suinos. Campinas,SP. Brasil.2000
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5.2.4- Teste de Reacao Capsular

Este teste foi realizado para se fazer o controle do imunogeno.
Os antissoros contra os sorotipos de 1 a 8 apresentaram resultados
positivos, ou seja intumescimento de capsula. Na figura 4, podemos
observar uma amostra de S.suis sorotipo 2 fotografada em
microscopio de contraste de fase sob imersdao com aumento de
1000X.

Figura 4 - Teste de Reacdo Capsular - Streptococcus suis

sorotipo 2
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5.3- Pesquisa de Fatores de Viruléncia
5.3.1- Teste de Hemaglutinagao

Para este teste foram testadas 42 amostras pertencentes aos
sorotipos 1, 2, 3, 7, e 14 isoladas nesta pesquisa. A amostra padrao
positivo utilizada neste teste foi a Escherichia coli 8a isolada de
suinos. O teste foi realizado como descrito no item 4.1. Os resultados
estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Resultados dos testes de Hemaglutinagao com diversas
hemacias e correlagao com soroti

N°DE SOROTIPO H(A) H(B) H(O) CAV SUl COB COE

AMOSTRAS

1 + + - - + - -

2
2 - + + - - - ; -

2
2 3 - + + - + - -
7 - + + - - - -

2
14 - + + - - - -

2

H{A) = sangue humano tipo A; H(B) = sangue humano tipo B; H(O) = sangue humano tipo O;
CAV= sangue cavalo; SUIN= sangue suino; COB= sangue cobaia; COE= sangue coelho.
5.3.2- Identificagdo de amostras produtoras da Proteina MRP
(“Muramidase Released Protein”) e de EF (“ Fator Extracelular”) e
de Suilisina Técnica de Imunoblotting

Foram testadas 51 amostras no teste de Imunoblotting para a
producdo dessas duas proteinas e a tabela abaixo relaciona os dados

encontrados.



Tabela 5 - Imunoblotting para MRP,EF e Suilisina

de S.suis isoladas no Brasil. 2000.

48

de 42 amostras

AMOSTRAS

MRP

F

SUILISINA

463

+

482

263

258

237

| oH[ A ] o M)

[+ +]|+]|+ [+

224

161

313

#okl 4 + [+ ]+

313-A

403-PEL

403-F3

527

+

+|+|

403-COR

403-L3

403-L.2

+ )

+ )

+ 1

403-P3

403-F2

202-A2

203-A6

| ¥l #| %]

]|+

204-A1

||+

204-A5

206-A3

240-M4

245-M3

245-M9

260-A2

194-D

194-C

1064(C3)

1065(C5)

1066

121-A1

120-A1

21

22

23

24

25

26

27

+ |+ [+l |+ F]|+[+]|+][+]+]+]+[+]|+

i+ [+ [+ ][]+ [+

28

W1 oM | b k| k| k| | N N | | | | | | k| ki | %} #} S

28-D

+

+

(*) MRP ou EF positivos porém com peso molecular didferente de MRP e EF.
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5.3.3 - Identificagdo do gene codificador da Proteina MRP
(“Muramidase Released Protein”) e de EF (“Extracelullar Factor”)
pela Técnica de PCR.

Utilizando a técnica de PCR foi possivel identificarmos a
presenca dos fatores de patogenicidade comuns a S. suis como 0s
genes codificadores da proteinas MRP e do Fator Extracelular. Estes

resultados estdo apresentados nas figuras 5, 6, e 7 .

5.3.4 - RAPD

Para este teste foram somente utilizadas as amostras de S.suis
sorotipo 2 e as figuras 8, 9 e 10 ilustram os padrbes de bandas
amplificadas com cada iniciador utilizado respectivamente OPB7, OPB
10 e OPB 17 para quatro amostras padrao de S. suis e mais duas
amostras isoladas no Brasil.

Através do polimorfismo obtido com os iniciadores foi possivel a
construcdo de um dendograma de dissimilaridade formado pelo
Programa POPGENE, apresentando também os fatores de viruléncia
associados a cada amostra que pode ser visualizado na figura 11.
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L1234 56789101112L

Figura 5. PCR para o gene codificador de EF (Fator Extracelular) de 10
amostras de S.swis . Linha L: ladder. Linha 1 - 10: amostras isoladas: 21,
22, 23 24, 25,26,27, 527 (todos sor 2) e 403-L2 (sor 1), 403-cor (sor 14) .
Linha 11: padrao negativo:T-15. Linha 12: padrao positivo: 31533

L1 23 4 & 6 7

1636
1018-

506-

Figura 6. PCR para o gene codificador de MRP (“Muramidase Released Protein”)
de cinco amostras isoladas de S.suis sor. 2. Linha L: ladder (1kb). Linha 1: 31533
(padrao positivo) Linha 2: T-15 (padrdao negativo). Linha 3-7: amostras positivas

para MRP 21, 22, 23, 24 e 25.



31

L12 3 4 5 6 7 8L

Fig 7. PCR para o gene codificador de MRP (Muramidase
Released Protein) de oito amostras isoladas de S.suis
sorotipo 2. Linha L: ladder (1kb). Linha 1:31533 (padrao
positivo). Linha 2: T-15 (padrao negativo). Linha 3-10:
amostras isoladas (26, 27, 28, 28-D, 121-A1, 194-D, 527, 237).



Figura 8. Teste de RAPD com o iniciador OPB-7. Linha L: ladder.
Linhas 1-4 : amostras padrdao: T-15, 31533, 89-999, 90-1 330 .
Linhas 5-6 : amostras de S.suis sorotipo 2 isoladas : 527 e 21



Figura 9. Teste de RAPD com o iniciador OPB-10. Linha L: ladder.
Linhas 1-4: amostras padrao: T-15, 3153, 89-999, 90-1330 . Linhas
5-6: amostras de S.suis sorotipo 2 isoladas : 527 e 21



54

Figura 10. Teste de RAPD com o iniciador OPB-10. Linha L:
ladder. Linhas 1-4: amostras padrao: T-15, 3153, 89-999, 90-1330 .
Linhas 5-6: amostras de S.suis sorotipo 2 isoladas : 527 e 21



Figura 11 - Dendograma de Dissimilaridade formado pelo programa POPGENE e 55
fatores de viruléncia

1 089 0.6 0,09 0

, MRP EF Suilisina

L - TS L L

_Fﬁ 90 oo

g9 .. -

31 + + +

— 527 + + +

22 + * +

23 + * +

A 24 + * +

] 25 + * +

26 + * +

27 + * +

28 + ¢ +

28d + o *

483 . e,

A2 432 P e

263 + * +

258 + * +

237 .+ .

B 224 P

202A2 + * +

233&6 + * +

204A1 + +

240M4  + ¢ +

243M3 + > +

245M9 + * +

26042 P +

IEUA.I + * +

194]3 + * +

194(: + * +

1064C3 - -

1065C4  + +

1066 + * +

121 A1 PR .

-———21 + * +

( + ) = Fator Positivo
( -) = Fator Negativo
(*) =MRP*ouEF*
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6.- Discussao

Streptococcus suis é um patdbgeno responsavel por uma
variedade de infeccbes em suinos como: meningite, artrite,
endocardite, septicemia, e broncopneumonia. (VECHT et al,1985;
HIGGINS et al., 1992; KATAOKA et al,1993; REAMS et al,1994). O
impacto econdmico das infeccoes de S.suis para a industria de carne
suina é substancial.

Neste trabalho nos propusemos a desenvolver em nosso
laboratério um método de isolamento e identificacdo para
Streptococcus suis e também sorotipar as amostras isoladas através
da producdo de antissoros contra os sorotipos de 1 a 8 por serem
descritos na literatura como os isolados com maior frequéncia. E
também indicado que amostras que nao sejam sorotipaveis sejam
remetidas a outros laboratérios de referéncia. (HIGGINS &
GOTTSCHALK,1999).

No primeiro estudo que incluiu um esquema completo de
identificacdo dos sorotipos 1,2, e % eram preconizados quatro testes
como suficientes para identificacdo de S.suis : fermentacao de inulina,
e glicogénio e resisténcia a optoquina e produgdo de arginina
desidrolase. (PERCH et al,1981). Também foi sugerido que a
producdo de acido a partir da rafinose seria um bom teste para
diferenciacdo entre os grupos R e S de Streptococcus. Desde entao
muitos autores estudaram as caracteristicas bioquimicas de diferentes
sorotipos de S. suis e ficou claro que os testes acima citados
poderiam causar confusbes quanto ao isolamento do patdgeno em

i,v’?*‘”“w;"m“‘ EOR R
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questdo. Muitos autores consideravam a arginina desidrolase e
producdo de acido a partir da inulina caracteristicas variaveis para a
identificacdo de S.suis (HOFFMAN & HENDERSON, 1985: HOMMEZ
et al, 1988; SIHVONEN et al,1988).

A partir do isolamento de muitos outros sorotipos variacoes
bioquimicas foram sendo observadas , como por exemplo , a
fermentacdo do manitol era considerada negativa , porém mais de
70% dos sorotipos 17, 19 e 21 eram positivos. A partir da observacao
dessas variacoes foi proposto um minimo de provas bioquimicas em
combinacdo com técnicas de sorotipagem. HIGGINS et al.(1990)
utilizaram quatro testes para a identificacédo presuntiva: crescimento
negativo em TSA + 6,5% de NaCl, teste de Voges-Proskauer (VP)
negativo, e producdo de acido a partir de trealose e inulina. Mesmo
algumas amostras sendo negativas para trealose ou salicina, muito
poucas eram negativas para ambos os carboidratos. O teste de VP €
critico e parece ser 0 mais importante na diferenciacdo de
Streptococcus suis e Streptococcus bovis . Amostras isoladas que
sejam identificadas como S.suis a partir destes testes bioguimicos

podem ser sorotipados.

Em nosso laboratério a série bioquimica simplificada utilizada
para identificacdo de Streptococcus suis foi: hemolise alfa em
Columbia agar sangue bovino a 5% adicionado de suplemento SR-
126 (OXOID) (+); VP(-) ; TSA + 6,5% NaCl(-); AMILASE (+),
trealose(+); inulina (+) sorbitol(-) ; manitol(-). Estes testes foram
bastante eficientes como triagem rapida. Embora nao sejam indicados
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testes comerciais para sorotipagem de amostras compreendidas entre
os sorotipos de 9-35 em nossa experiéncia a utilizacdo de testes
comerciais como Sistema APl 20 STREP (BioMérrieux) também foi de
grande utilidade ja que este teste encerra outras provas adicionais
para confirmacao de S.suis sorotipo 1 e 2.

Todas as amostras isoladas pela série bioquimica convencional
foram submetidos a confirmacdo no Sistema APl 20 STREP
(BioMerrieux) , como mencionado, € depois submetidas ao teste de
coaglutinacdo para que fossem sorotipadas. Amostras pertencentes
ao sorotipo1/2, e 9-35 foram gentilmente sorotipadas pelo nosso co-
orientador Prof. Dr . Marcelo Gottschalk.

Neste estudo, o sorotipo 2 foi o mais prevalente entre as
amostras isoladas. Das 51 amostras isoladas 30 (59%) . Existe uma
variacao na importancia de cada sorotipo entre os diferentes paises do
Mundo. O sorotipo 2 € o mais isolado na Franga, ltélia e Espanha,
Bélgica, Holanda e Alemanha (VECHT et al,1985; HOMMEZ et al.
1986; ESTOESPANGESTIE & LAMLER, 1993).

Quanto as outras amostras sorotipadas 11 (26,2 %)
pertencentes ao sorotipo 3 , 7 (16,7 %) ao sorotipo 7, 2 ao sorotipo 1
(4,8%) e 1 amostra (2,4 %) ao sorotipo 14. Os dados encontrados em
termos de frequéncia dos sorotipos esta de acordo com a literatura
que aponta o sorotipo 2 como o mais frequiente e por isso o mais
estudado devido ao isolamento de amostras deste sorotipo que
apresentam alta viruléncia. Vale ressaltar a importancia do isolamento
de uma amostra de sorotipo 14 pelo aspecto zoonético, j4 que foi
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descrito anteriormente por ARENDS et al. (1977) como agente
etiolégico de meningite em humanos.

O teste de Hemaglutinacdo utilizado como presuntivo para a
presenca de adesinas principalmente fimbriais, foi realizada com
eritrocitos de diferentes espécies animais como: humano dos tipos

A,B e O, cavalo, suino, cobaia e coelho.

As pesquisas recentes tem enfocado a caracterizagdo do
sorotipo 2 de S.suis pelo perfil de proteinas que apresentam VECHT e
colaboradores em 1991, identificaram 2 proteinas , uma chamada
MRP (“Muramidase Released Protein”) e a outra EF (“Extracelullar
Factor’) que parecem formar um envelope protéico celular e sao
secretadas para o sobrenadante da cultura bacteriana. Tanto MRP
como EF fazem parte da familia de proteinas que podem ser
reconhecidas por anticorpos monoclonais, mas apresentam diferente
mobilidade eletroforética. Devido a este fato designou-se MRP* e EF?,
ou seja proteinas freqientemente produzidas (77%) por amostras
isoladas de suinos com meningite, mas que apresentam peso
molecular proximo ao destas duas proteinas. Por outro lado a maioria
(86%) de isolados provenientes de tonsilas e animais saudaveis nao
produzem estas proteinas . Baseado na producéo de MRP e EF varios
fenétipos foram descritos: MRP+ EF+; MRP+ EF*; MRP+ EF- e MRP-
EF-. EF* é uma variante de EF com peso molecular superior a EF e
MRP* é uma proteina relacionada a MRP somente detectada por
anticorpos monocionais MRP; (comunicacéo pessoal Dr. Gottschalk)
em Western blot e apresentam peso molecular superior a 136kD.
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Estes dados confirmam a caracterizacdo fenotipica das amostras por
nos isoladas pois foram encontrados todos os padrbes descritos
anteriormente para MRP e EF. Como também € citado que amostras
que possuam MRP* e EF* sejam menos virulentas e foram
encontradas em nossas amostras MRP+ EF* ou MRP* e EF-
produzindo meningite e septicemia, provavelmente outros fatores
podem determinar a instalacdo da doenga como imunosupressao por
outro agente (bacteriano, viral) ou mesmo outros fatores de viruléncia
ainda ndo conhecidos. Talvez o fato de o fendtipo apresentado ser
MRP* e EF- porém Suilisina positiva poderia aumentar a
patogenicidade bacteriana porém sdo somente suposicoes que so
poderiam ser concluidas com um maior aprofundamento em nossos
estudos, ja que também isolamos amostras com fenétipo MRP* EF-

Suilisina - causando meningite (amostra 313).

Para a verificacdo dos fatores de viruléencia MRP e EF
utilizamos os iniciadores descritos anteriormente que foram utilizados
na reacdo de cadeia da polimerase (PCR), permitindo a identificacao
destes fatores nas amostras por nés isoladas isoladas. Através deste
teste todas as amostras puderam ser analisadas gquanto ao padréo

fenotipico.

Com relacdo ao panorama fenotipico geral das amostras, além
das 30 amostras de S. suis sorotipo 2 isoladas e que apresentaram
um fenétipo MRP+EF* Suilisina+, do sorotipo 1 foram isolados dois
fenotipos diferentes (MRP+EF+Sui- e MRP-EF-Sui-). Ja com relacao
ao sorotipo 3 , de onze isolados, quatro amostras apresentaram o



61

fenétipo MRP* EF- Suilisina -. A uUnica amostra de sorotipo 14
apresentou um fenédtipo MRP- EF+ Suilisina -. Com relacéo ao sorotipo
7 de seis amostras isoladas quatro apresentaram fendtipo MRP- EF-
Sui -. De acordo com os resultados obtidos por WISSELINK et al
(2000) as amostras do sorotipo 2 normalmente apresentam um
fenétipo positivo para EF, 0 mesmo ocorrendo para os sorotipos 1,1/2
e 14, sugerindo que para estes sorotipos a expressao de EF parece
estar relacionada a viruléncia. Finalmente nenhuma das amostras de
sorotipo 7 produziu EF e portanto EF parece nao ser importante na
viruléncia deste sorotipo. Nossos resultados estao de acordo com o

descrito por este autor.

Através da Técnica de RAPD é possivel fazer-se uma analise
satisfatéria do DNA gendmico bacteriano (BEAUDOIN et al.1992;
BROUSSEAU et al. 1993; VAN BELKUN et al. 1995) podendo avaliar-
se polimorfismos entre amostras isoladas de animais doentes e
animais sdos. A heterogeneidade genética entre amostras de S. suis
foi observada anteriormente através de outras técnicas como:
ribotipagem e multilocus enzyme eletroforesis.  Estes achados
sugerem que diferentes clones de S.suis podem estar associados a

patologias em suinos.

A partir do teste de RAPD obtivemos um dendograma onde
pudemos identificar um grande “cluster” denominado por nés de
“cluster” A, e este, por sua vez, subdividido em outros dois “clusters”
A1e A2. Em A1 pudemos agrupar 10% das amostras e no “cluster’
A2 ficaram agrupadas 90% das amostras, incluindo a amostra padrao
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31633 (corresponde a amostra 31 no dendograma). Esta amostra
padrao originaria da Franca, apresentou um grau de similaridade de
aproximadamente 40% em relacao as amostras de S.suis sorotipo 2
isoladas no Brasil. Este dado poderia indicar que estas amostras
teriam um ancestral comum que as originou.

Todas as amostras apresentaram alto grau de similaridade e
parece que os “clusters” formados estdo mais relacionados ao
fenétipo das amostras definido por MRP,EF e hemolisina do que pela
origem geografica. Todas as amostras isoladas por nés apresentaram
o mesmo padrao fenotipico (MRP+ EF* SUI+). Neste grupo duas
amostras se diferenciaram um pouco: 527 , de fenétipo MRP+ EF+
Suilisina+ e a amostra 21 com 0 mesmo padrao fenotipico das demais
(MRP+ EF* Suilisina+ ).

Um estudo recente indicou que amostras MRP+ (ou MRPs+)
EF+ exibem um uUnico padrao ribotipico (SMITH et al,1997) o que
sugere que tanto a ribotipagem como a andlise através do RAPD
podem ser usados na deteccao de patdogenos MRP+EF+SUI+. Porém
quando se tratam de amostras que nao expressam MRP e EF , como
por exemplo as amostras canadenses, estes métodos ndo sé&o
suficientes para deteccdo destes patdégenos. De acordo com
CHATELIER et al (1999), foi observada uma nova correlagao
genotipica e fenotipica entre amostras que nao expressam MRP.EF e
Suilisina . Através do RAPD foi formado um “cluster” composto por
nove isolados de animais doentes e seis isolados de animais s&os . O
fato de isolados de animais sdos estarem relacionados do ponto de
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vista gendmico com isolados de animais doentes reforca a
importancia dos fatores relacionados ao hospedeiro para a ocorréncia

da infecgao.

Os autores sugerem que a viruléncia de S.suis € um processo
multifatorial no qual fungbes particulares podem ser preenchidas por
fatores alternativos também sugerem que a sintese das proteinas
MRP e EF estao mais coincidentemente associadas a viruléncia do
que sendo realmente fatores de viruiéncia por si. No entanto a
producao de MRP e EF associada com viruléncia &€ observada em
alguns paises e nao em outros. As amostras Norte americanas
isoladas de casos agudos de septicemia ou meningite, tanto isoladas
de humanos como de suinos sadao MRP efou EF negativos
(GOTTSCHALK et al.1998; CHATELIER et al.1999) . Novamente o

termo viruléncia é pobre para definir S.suis.

Em termos de Brasil, € muito importante a identificacdo correta
deste patégeno, através de testes bioquimicos e sorolégicos
adequados, pelo fato de até o momento ndo temos este patégeno

causando problemas mais sérios de Saude Publica.

Outro aspecto bastante interessante € que embora as amostras
tenham sido isoladas de diferentes regides brasileiras ilustradas na
Tabela 1, as amostras apresentaram uma distribuicao clonal quando
submetidas ao teste de RAPD com diferentes iniciadores e
comparadas a amostras padrao de outros paises. Pela distancia entre
as cidades das quais as amostras foram isoladas poderiamos supor
que todas tenham tido uma amostra ancestral comum. A distribuicao
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com relacdo a frequéncia de sorotipos isolados pode mudar com 0
passar do tempo e dependendo da regido em que é isolada a
amostra.( ARENDS & ZANEN, 1988; GOTTSCHALK & SEGURA,
2000)

Porém como se tratam de estudos preliminares em nosso pais
seria necessario o isolamento de um numero maior de amostras,
inclusive provenientes de outras regides, para que pudéssemos
compreender o que ocorre neste momento com relacdo a este
importante agente zoonético, o Streptococcus suis, na Suinocultura
Brasileira.

Ressalte-se, em relacdo as amostras isoladas nesta pesquisa,
a predominancia dos sorotipos 2 e 3, no que tange aos demais
sorotipos, como agente causal de enfermidades em suinos, em
especial o sorotipo 2. Estudos mais detalhados, relativos a produgao
de marcadores de viruléncia estdo sendo levados a efeito com as
amostras de sorotipo 2, para compararmos estas amostras com as
isoladas em outros paises, onde também predomina o sorotipo 2,

como causa de enfermidade em suinos.

Finalmente chamamos a atencdo para o fato que diante da
literatura nacional disponivel, é este o primeiro relato abrangente
sobre a ocorréncia de S. suis em nossas criagdes de suinos, em
particular ao que tange a prevaléncia do sorotipo 2, causando
enfermidade tipica em suinos, em diferentes municipios, abrangendo
os estados de S3o Paulo, Minas Gerais e Parana (Tabela1),
caracterizada mormente por septicemia, meningite e pneumonia. Nao
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podemos deixar de chamar a atengdo para o encontro de outros
sorotipos com uma frequéncia consideravel, em especial em relagao
aos sorotipos 3 e 7. Digno de nota, embora tenha sido isolada apenas
uma amostra é o sorotipo 14, considerado como um dos mais
zoonoticos, no sentido de produzir meningite em humanos (ARENDS
& ZANEN,1988).

Portanto, com o intuito de alertar as autoridades sanitarias,
achamos que este trabalho é pioneiro em relacdo a América do Sul e
que esforcos ndo devem ser poupados no sentido de estimular os
laboratérios de diagnoéstico veterinario para incrementar suas infra-
estruturas para isolamento da bactéria e posterior encaminhamento a
centros como o que foi criado na UNICAMP, como resultado deste
trabalho de tese, para uma identificacdo primaria, dirigida mais
especificamente aos sorotipos 1 a 8, particularmente ao sorotipo 2,
que é o mais encontrado em quase todos os paises como causa de

enfermidade em suinos, o que foi por nés confirmado.
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7- Conclusao

Os resultados obtidos no estudo das 51 amostras de Streptococcus
suis permitiu-nos apresentar as seguintes conclusoes:

1- Os meios seletivos e testes bioquimicos simplificados utilizados
nesta pesquisa permitiram a identificacao exata das amostras de
Streptococcus suis isoladas de quadros clinicos compativeis com
enfermidades causadas por este agente.

2- O teste de Coaglutinacao mostrou-se eficaz na identificacao
sorolégica das amostras de Streptococcus suis.

3- A frequéncia dos sorotipos isolados encontrados no Brasil até o
momento indica o sorotipo 2 como 0 mais prevalente, seguido
pelos sorotipos 3,7,1 e 14.

4- O teste de Hemaglutinagdo com hemaceas de diferentes espécies
animais nao apresentou resultados significativos.

5- O teste de PCR identificou as amostras produtoras das proteinas
MRP e EF tendo sido confirmadas no teste de Imunoblotting.
Todos os fenétipos descritos para Streptococcus suis com relacao
a estas proteinas foram encontrados em nossas amostras.
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6- As amostras produtoras de Suilisina s6 puderam ser identificadas
por Imunoblotting por nosso co-orientador no laboratorio do GREMIP-
Canada.

7- O teste de RAPD mostrou-se eficaz no agrupamento das amostras
de Streptococcus suis apresentando um dendograma com distribuicao
clonal das amostras brasileiras, com grau de similaridade de 40% em
relacdo a amostra 31533 originaria da Frangca e com fenétipo MRP+,
EF+ e Suilisina +.



8- Apéndice

1.0-Solugdes

1.1. Tampao Salina Fosfatada (PBS) 0,1M

1.3. Tripsina

Tripsina (DIFCO).....oooii
Solugcdo Salina............cccoeiii e

1.4. Solugao Bloqueadora

PBS 0,05M pH 7,4
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1.5.Tampao TE 10x

100mM Tris/HCI
10mM EDTA

1.6.Solucdo SDS/Proteinase K

Misturar 5 pl de uma solugdo de proteinase K ( 10 mg/ml) com 70 pl de
SDS 10%

1.7. Solugao CTAB/ NaCl

4,1 g de NaCl em 80 ml de agua Milli -Q
10g de CTAB (aquecer a 65°C para dissolver)
Ajustar o volume para 100ml. Estocar em temperatura ambiente.

1.8.Tris Borato (TBE)

TrS BasSe. ..o 54 g
ACIO BOTICO. ..ot 2759
EDTA 0,5M. ..o 20 mi
Agua destilada.............c..ocoooiiirici e, 1000 ml

Ajustar o pH da solucdo de EDTA em 8.0 e autoclavar



1.9.Tampao de Ressuspensao

0,25% de azul de bromofenol
0,25% de xileno cianol

40% de sacarose

RNAse 20ug/ml

1.10.Tampao TRIS 0,05M pH 7,6

Dissolver 6,1g de Tris-base ( trishydroxymethyl aminomethane)

70

em 50ml de agua destilada. Adicionar 37mi de acido hidrocloridrico

1N. Diluir a um volume total de 1 litro com agua destilada.

1.11. Tampao TRIS-SALINA

Misturar 100 ml de Tampao TRIS 0,05M em 900ml| de Salina a 0,85%.

1.12. Solucao estoque para Tampao de Amostra

Estocado a temperatura ambiente

Tris-HCI O,5M, PH 6,8......cooi e 1,2 mi
€] TeT=] (o) RURET TR 1,0 mi
SDS 10% (P/V).eeeeeiiee e 2,0ml

Azul de bromofenol 10,1% (P/V)...ccooeeiieieiiiieieieeee. 0,5 ml



1.13. Tampao de Amostra

Preparado antes de usar
B- mercaptoetanol............... 25l

tampao de amostra (estoque)..........cccccevviviieiiinnininnins 475l

1.14. Gel de Poliacrilamida 5%

H20 Milli-Q......ooeeei e 7,85 ml
Tampao Tris 1,5 pH 8,8......ie e 4 37 ml
Acrilamida /bisacrilamida 30%.........ccccoeeiiiiiiinieiin. 4 .65 ml
SDS 10% e 175ul
TEMED . ..o, 12,50ul
Persulfato de AmoOnio 10%........c.cceeeieeiiieiiiiiiiiiieeeee. 1254l

1.15. Gel de Empacotamento

H20 Mili-Q......oeeeee e 3,34 mi
Tampao Tris 1,6MpPHG6,8.........coooies 2,50 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 30%.........ccccoeeeiiiiiniiiien. 0,75 mi
SDS 10%... e 50 ul
TEMED. ... 15 ul
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1.16. Tampao de Corrida (10x)

THS BaASe. ... 6,06 g
GlCING. ..o e 28,82¢g
O S . 1,00 g
H20 destilada.............ooviiiiii e 100 ml

GHCING. ... e 2,93g
TS BaSe. ..o 581g¢g
O S e 0,375 g
Metanol........oooveeeie e 200 ml
H20 destilada.............oooieiiee s 1000 ml

1.18. Solugdo de Ponceau S (Solugao reversivel)

PONCRAU S oo e e 0,5%
Acido AcEtico Glacial.........oooeeeeeeeeeeeeeeeee e 1 ml
H20 destilada. ......ooveeoeeee e 100 ml

1.19. Solugao Reveladora
Misturar as solucdoes A e B descritas abaixo

Solugao A
Cloronaftol ..o 30mg
MELANOL. ... 10 ml
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Solugao B

Peroxido de Hidrogeénio.............oovveemmiiiiiiiiieicii e, 30 ul

Tampéao Tris — Salina
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