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RESUMO

ROSSI, Ciro César. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Caracterizacao molecular de diferentes sorotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae obtidos no Sudeste do Brasil. Orientadora: Denise
Mara Soares Bazzolli. Co-orientadoras: Marisa Vieira de Queiroz, Elza
Fernandes de Araujo e Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Actinobacillus  pleuropneumoniae é o principal micro-organismo
responsavel pela pleuropneumonia suina. A existéncia de 15 diferentes
sorotipos descritos para esta bactéria, com diferentes graus de viruléncia, torna
de grande importancia a sorotipagem, o estudo de fatores de viruléncia e o
acesso a variabilidade genética de isolados clinicos de A. pleuropneumoniae.
Este trabalho demonstrou a aplicabilidade de duas técnicas de PCR (PCR
multiplex com os genes apx e PCR-REA com o gene apxlVA) previamente
desenvolvidas na caracterizacdo dos sorotipos de A. pleuropneumoniae e
representou o primeiro estudo de variabilidade genética desta bactéria no
Brasil, padronizando técnicas moleculares inéditas no estudo deste micro-
organismo. Os resultados mostram que os 91 isolados clinicos de A.
pleuropneumoniae utilizados neste trabalho sado dos sorotipos 2, 5, 7 e 8. Uma
grande variabilidade genética nos isolados foi observada examinados pelas
técnicas de ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR, o que pode estar
relacionado a presenca, em elevado numero de coépias, do elemento
transponivel ISApl7 no genoma dos micro-organismos, uma vez que 0 genoma
desta bactéria é relativamente pequeno (2,2 Mpb). A reacdo de BOX-PCR,
particularmente, proporcionou um maior poder discriminativo, uma vez que um
fragmento especifico para isolados de A. pleuropneumoniae foi observado e a
técnica permitiu a separagao dos isolados em um maior nimero de grupos com
base em caracteristicas em comum, como sorotipo, regido e ano de
isolamento. Adicionalmente, ferramentas de bioinformatica foram utilizadas
para caracterizar o gene omlA, que codifica uma proteina da membrana
externa de A. pleuropneumoniae e constitui um fator de viruléncia nesta
bactéria. As analises demonstraram a conservagdao no promotor do gene e a
existéncia de uma regido conservada na estrutura da proteina OmlA,
provavelmente envolvida na ligacao da proteina a membrana da bactéria. O
grande polimorfismo presente nas sequéncias interna e final do gene omlA dos
15 sorotipos permitiu separa-los por reconstrucao filogenética e demonstrou a
possivel diferenciacao destes sorotipos em dois eventos evolutivos distintos.
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ABSTRACT

ROSSI, Ciro César. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Molecular characterization of different serotypes of Actinobacillus
pleuropneumoniae obtained in Southeastern Brazil. Adviser: Denise
Mara Soares Bazzolli. Co-advisers: Marisa Vieira de Queiroz, Elza
Fernandes de Araujo and Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Actinobacillus pleuropneumoniae is the main microrganism responsible for
porcine pleuropneumonia. The existence of 15 different serotypes described for
this bacterium, showing distinct degrees of virulence, highlights the importance
of serotyping, the study of virulence factors and the access to the genetic
variability of clinical isolates of A. pleuropneumoniae. This work demonstrated
the aplicability of two PCR techniques (multiplex PCR with apx genes and PCR-
REA with apxIVA) previously developed in the characterization of the serotypes
of A. pleuropneumoniae and represented the first study of genetic variability of
this bacterium in Brazil, standardizing unplublished molecular techniques in the
study of this microorganism. The results show that the 91 clinical isolates used
in this work belong to the serotypes 2, 5, 7 or 8. A great genetic variability was
observed in the isolates examined by the techniques of ERIC-PCR, BOX-PCR
and (GTG)s-PCR, which may be related to the presence, in a high number of
copies, of the trasnposablle element ISApl7 in the microorganisms genomes.
The reaction of BOX-PCR, particularly, provided a higher discriminative power,
once a specific fragment was observed to A. pleuropneumoniae and the
tecchnique allowed the separation of the isolates in a higher number of groups
based in common characteeristics, such as serotypes, region and year of
isolation. Additionaly, bioinformatics techniques were adopted to characterize
the gene omlA, which codes a exteral membrane protein and consists a
virulence factor in A. pleuropneumoniae. The analysis showed the conservation
of the gene promoter and the existence of a conserved region in the structure of
the protein OmlIA, probably involved in the attachment of the protein to the
bacterium membrane. The great polimorphism present in the internal and final
sequences of the gene omlA of tthe 15 serotypes allowed their sseparation by
phylogenetic reconstruction and demonstrated their possible differentiation n

two distinct evolutionary events.
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1. INTRODUCAO

Doencas respiratorias sdo responsaveis por significativas perdas
econbmicas na atividade de suinocultura (Stark, 2000; Thacker e
Thanawongnuwech, 2002). Neste contexto, a pleuropneumonia configura-se
como uma das mais importantes e severas moléstias, a qual é caracterizada
por pneumonia e pleurite fibrinosa, necrética e hemorrégica (Shin et al., 2007).
Existem relatos de casos de pleuropneumonia em todos os paises em que a
suinocultura é intensiva. No Brasil, este tipo de pneumonia foi relatado pela
primeira vez em 1981. Desde entdo véarios surtos foram descritos,
principalmente no Sul do pais, onde a suinocultura € praticada de forma mais
intensiva (Piffer et al., 1987). Os danos econdmicos consequentes da
pleuropneumonia suina podem ser severos e a importancia da infeccao deriva
do fato de que ela pode resultar em diminuicdo da média diaria de ganho de
peso e indices de conversao alimentar (razdo entre quantidade total de ragéao
fornecida e ganho de massa corporal), perdas por necessidade de abate e
gastos com intervencbes, como medicagdo e vacinagao, além da morte do
animal (Kim e Lee, 2006; Marsteller e Fenwick, 1999; Taylor, 1999).

O principal micro-organimo causador da pleuropneumonia suina é a
bactéria Gram-negativa Actinobacillus pleuropneumoniae. Sao conhecidos 15
sorotipos de A. pleuropneumoniae, definidos com base em propriedades
antigénicas dos polissacarideos da membrana externa da parede celular.
Embora todos os sorotipos possam causar a doencga, existem diferencas na
viruléncia entre eles (Schuchert et al., 2004). Por isso, a sorotipagem € o
acesso a variabilidade genética de isolados clinicos de A. pleuropneumoniae
sao fatores chave no estudo epidemiol6gico e no controle da doenca, uma vez
que a prevaléncia e a viruléncia dos diferentes sorotipos podem variar entre

paises e regides (Dubreuil et al., 2000).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos o estudo molecular
de Actinobacillus pleuropneumoniae isolados de animais doentes em granjas
localizadas na regido sudeste do Brasil, uma das principais regides envolvidas

com a suinocultura no pais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Panorama da suinocultura brasileira

A producado de carne suina mundial em 2010 foi estimada em torno de
101 milhées de toneladas, segundo o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (Mezoughem e Taulman, 2009). Deste total, aproximadamente
50% é produzida e consumida pela China. A Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves (EMBRAPA -
CNPSA) estima que, em 2009, foram produzidas aproximadamente 3,0 milhdes
de toneladas de carne suina no Brasil. Aproximadamente 20% desta producao
foram destinados a exportacéo, o que coloca o pais na terceira posicao dentre
0S maiores paises produtores e exportadores de carne suina (Mezoughem e
Taulman, 2009; Roppa, 2005). Estudos revelam que mais de 730 mil brasileiros
dependem diretamente da suinocultura e mais de 2,7 milhdes de pessoas
estado envolvidos na cadeia produtora de carne suina (Cameron, 2000).

A distribuicdo regional da suinocultura no Brasil revela que os Estados da
regiao Sul sdo os principais produtores de carne suina. Estes contam com uma
producédo de 1,7 milhdes de toneladas por ano, contra aproximadamente 0,5
milhdo dos Estados da regido Sudeste. O Estado de Minas Gerais € o quarto
mais importante Estado do pais na suinocultura, responsavel pela producao de
357 mil toneladas de carne suina em 2009, segundo a EMBRAPA - CNPSA.

O bom desempenho econémico da suinocultura brasileira deve-se aos
avancos tecnoldgicos e organizacionais incorporados ao longo das duas
ultimas décadas (Miele e Waqui, 2007). Entretanto, a modernizacao do sistema
mundial de criagdo de suinos tem aumentado o niumero de animais confinados
em um espaco limitado. Juntamente com situacbes de manejo e questdes
ambientais, como umidade e temperatura e circunstancias estressantes para o
animal, este confinamento tem contribuido para o aparecimento de

enfermidades no trato respiratério (Christensen, 1999; Costa et al., 2004).



2.2. Doencas respiratérias em suinos

O termo Complexo de Doencas Respiratorias em Suinos (PRDC, do
inglés Porcine Respiratory Disease Complex) tem sido comumente utilizado
para designar enfermidades respiratérias de etiologia multifatorial observadas
em suinos préximos do abate ou em época de engorda (Woeste e Grosse
Beilage, 2007). Dentre as diversas caracteristicas observadas no animal,
destacam-se a deficiéncia no ganho de peso, crescimento lento, anorexia,
letargia, febre, tosse e dificuldade de respiracdo (Bochev, 2007; Brockmeier et
al., 2002). As doencas mais prevalentes sdo a pneumonia, pleuropneumonia e
pleurite (Stark, 2000). Estas doengas geralmente levam a uma alta taxa de
morbidade, enquanto a mortalidade é dependente dos varios possiveis agentes
causadores. As taxas de morbidade variam de 10% a 40% e a mortalidade de
2% a 20% (Harms et al., 2002; Stark, 2000).

Segundo Stark (2000), existem diversos fatores de risco que podem
aumentar a possibilidade da ocorréncia de doencas respiratérias em rebanhos
suinos. Dentre elas estdo caracteristicas do préprio rebanho, como o numero
de animais e o volume de ar compartihado no ambiente de criacao;
caracteristicas de manejo, como 0 acesso a agua, ventilagdo, luz calor e
higiene; parametros do ar compartilhado, como temperatura, umidade e poeira,
bem como aspectos sazonais; e finalmente, caracteristicas da vizinhanca, ja
que a presenca de criatérios préximos com histérico de doencas respiratérias
pode também representar um fator de risco.

Os patdgenos mais comumente relacionados ao complexo de doencas
respiratdrias em suinos sédo o Virus da Infertilidade e da Sindrome Respiratéria
Suina (PRRSV, Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus),
Mycoplasma hyopneumoniae e o virus Influenza Suino (Stark, 2000; Thacker e
Thanawongnuwech, 2002). A medida que o nlmero de organismos
patogénicos aumenta, a severidade das doencas respiratérias também se torna
maior. Patégenos como Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis,
Streptococcus suis, e Actinobacillus pleuropneumoniae sao também
importantes na etiologia de pneumonia e podem estar associados ao Complexo
de doencas respiratérias em suinos (Stark, 2000; Thacker e



Thanawongnuwech, 2002). Actinobacillus pleuropneumoniae é o agente
etiolégico da pleuropneumonia suina, que se configura como uma importante e
severa enfermidade, caracterizada por pneumonia e pleurite fibrinosa, necrética

e hemorragica, sendo um importante patégeno em suinos (Shin et al., 2007).

2.3. Actinobacillus pleuropneumoniae: caracteristicas gerais

Actinobacillus pleuropneumoniae foi isolada pela primeira vez nos EUA,
em 1957, por Pattison, e em 1964 por Shope na Argentina (Coelho et al.,
2004). Anteriormente denominada Haemophilus pleuropneumoniae, foi
reclassificada como membro do género Actinobacillus, baseado em uma
analise feita por hibridizacdo de DNA e de caracteristicas fenotipicas, que o
colocaram préximo a espécie Actinobacillus lignieresii (Pohl et al., 1983). Além
disso, os dados de proximidade de sequéncia de DNA claramente indicaram
que o organismo H. pleuropneumoniae pertencia ao género Actinobacillus e
que este organismo ndo era significativamente relacionado a bacteria H.
influenzae, o que levou Pohl et al. (2003) a proporem a nova classificacao.

O género Actinobacillus consiste em um grupo de cocobacilos Gram-
negativos, anaerdbicos facultativos ou microaerofilicos, ndo formadores de
esporos e nao moveis, da familia Pasteurellaceae. Actinobacilos crescem em
meios contendo sangue e soro em temperaturas entre 20C e 42T (Biberstein
e Hirsh, 2003). Em meios de cultivo apropriados, as espécies do género turvam
o caldo nutriente em 24 — 48 horas e em @&gar produzem colbnias de
aproximadamente 1mm de diametro. Algumas linhagens de A.
pleuropneumoniae requerem a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) como
fator de crescimento (aproximadamente 1pg/mL).

O requerimento de NAD para o crescimento das linhagens de A.
pleuropneumoniae caracteriza esta bactéria em dois biétipos. Segundo Pohl et
al. (2003), bactérias do biétipo 1 requerem NAD para o crescimento, enquanto
as do biétipo 2, que sdo menos comuns, ndo. Em adicao, existem 15 sorotipos
(todos do bidtipo 1), definidos com base em propriedades antigénicas dos
polissacarideos da capsula e lipopolissacarideos da parede celular. Os
sorotipos 1 e 5 sdo ainda subdivididos em subtipos a e b (Dubreuil et al., 2000;



Schuchert et al., 2004). O polissacarideo capsular é o principal antigeno
sorotipo-especifico, o que o torna um importante antigeno para o uso em testes
de diagnéstico. Embora todos os sorotipos possam causar doencga, existem
diferengas na viruléncia (Schuchert et al., 2004). No Brasil, um estudo recente
apontou a prevaléncia dos sorotipos 3, 5, 6, 7 e 10, embora muitas amostras
nao tenham sido eficientemente sorotipadas devido a ocorréncia de reacoes
cruzadas (Kuchiishi et al., 2007).

2.4. Pleuropneumonia suina e principais fatores de viruléncia de
Actinobacillus pleuropneumoniae

Diferentes espécies de Actinobacillus sao capazes de causar doencgas
respiratdrias. No género Actinobacillus, as espécies A. lignieresii, A. equuli, A.
suis, A. seminis, A. actinomycetemcomitans e A. pleuropneumoniae sao todas
patdgenos de animais, principalmente bovinos, ovinos, suinos e equinos. No
entanto, somente A. equuli, A. suis e A. pleuropneumoniae sao comumente
encontradas em suinos, sendo a primeira responsavel pelo desenvolvimento de
artrite e enterite e as duas ultimas por enfermidades respiratérias — pneumonia
e pleuropneumonia, respectivamente (Quin et al., 2005).

A pleuropneumonia suina € uma doenca contagiosa causada por A.
pleuropneumoniae e € uma das mais importantes doencas respiratérias suinas
que ocorre em quase todos os paises, acarretando elevadas perdas
econdmicas em todas as idades (Coelho et al., 2004). Em geral, o agente
infeccioso é transportado pelo ar ou transmitido diretamente por um animal
portador que geralmente sofre de uma infeccéao crénica ou subclinica (Dubreuil
et al., 2000). Ele coloniza o tecido se aderindo ao muco, proteinas e células do
hospedeiro, permitindo a multiplicagdo e produgdo de substancias, o que
resulta em danos severos no local (Chiers et al., 2010).

O inicio da doenca geralmente é repentino e alguns animais podem
morrer sem demonstrar sinais clinicos. Infecgdes respiratérias agudas,
subagudas e crénicas sdo observadas (Carter e Wise, 2004). A infeccao aguda
ou superaguda caracteriza-se por temperatura corporal em torno de 41<C,

letargia, dispnéia e cianose, além da presengca do desenvolvimento de



broncopneumonia necrosante e hemorragica, com exsudagcdo de fibrina,
causando pleurite; e geralmente tem um prognéstico fatal (Vaz e Silva, 2004).
Em muitos casos, € possivel que a morte dos animais ocorra em até 24 horas
(Biberstein, 1994). Os sobreviventes apresentam tosse intermitente e ganhos
de peso insatisfatérios (Biberstein e Hirsh, 2003). A forma crbnica, que
geralmente ocorre em abatedouros, constitui a origem dos problemas
persistentes de rebanho. Esta é caracterizada por pleurisia (inflamacao das
pleuras pulmonares), adesdes pleurais, sequestro pulmonar e formacédo de
abscessos (Biberstein e Hirsh, 2003; Carter e Wise, 2004). O sequestro
pulmonar refere-se a situacdo em que uma porcao do tecido do pulmao recebe
seu suprimento sanguineo de uma artéria sistémica an6mala (Corbett e
Humphrey, 2004). Acredita-se que complexos entre antigenos (endotoxinas) e
anticorpos levam a danos no endotélio dos vasos sanguineos e resultam em
vasculites, trombose com consequente edema, necrose, infarto e hemorragia
(Corbett e Humphrey, 2004).

A patogénese da pleuropneumonia suina é complexa, envolvendo
diferentes fatores de viruléncia produzidos pela bactéria (Chiers et al., 2010).
Dentre estes, as toxinas Apx sao reconhecidas como os principais (Vanden
Bergh et al., 2008). Embora a viruléncia seja multifatorial, dados de
epidemiologia molecular revelam que a severidade da doenga esta fortemente
relacionada a producdo e secrecao de uma variedade de exotoxinas, como
Apxl, Apxll, ApxIll e ApxIV. Baseado nas caracteristicas de suas estruturas as
toxinas Apx séo classificadas como membros da familia RTX (Repeat in toxin),
proteinas formadoras de poros (Chien et al., 2009; Vanden Bergh et al., 2009).
As toxinas RTX sdo membros de uma familia de proteinas que sao sintetizadas
por um grupo diversificado de patégenos Gram-negativos. Membros da familia
de toxinas RTX, incluindo toxinas citoliticas, metaloproteases e lipases, todas
dividem uma organizacdo génica semelhante e distintas caracteristicas
estruturais (Lally et al., 1999). Estruturalmente, estas toxinas sdo organizadas
em dominios hidrofébicos na extremidade N-terminal e repeticbes de
nonapeptideos na extremidade C-terminal, que é o dominio que se liga a Ca®*
(Wang et al.,, 2007). Embora variagées existam, o operon genérico de uma
toxina RTX consiste de quatro genes que sado designados rtxC, A, B e D, de



acordo com a ordem em que sao transcritos (Lally et al., 1999). Nestes
operons, rtxA corresponde ao gene estrutural da toxina, o produto do gene C é
requerido para a ativagao pds-traducional da toxina, e os produtos dos genes B
e D sao requeridos para a secrecao da toxina (Jarma e Regassa, 2004). O
passo de ativacdo € obtido pela acilagdo do produto estrutural do gene rixA e
requer a participacdao do produto do gene rixC, e de uma proteina acil-
carreadora (Lally et al., 1999).

A presenga de genes individuais nos operons das diferentes toxinas Apx €
constante em um determinado sorotipo e reflete a producdo, bem como o
potencial de secretar Apxl, Apxll e Apxlll toxins (Ramjeet et al., 2008b). Os
quinze diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae produzem combinacdes
diferentes das toxinas Apx, em que os sorotipos 1, 5, 9 e 11 produzem as
toxinas Apxll e Apxlll; os sorotipos 2, 3, 4, 6, 8 e 15 produzem Apxll e Apxlll; os
sorotipos 7, 12, e 13 expressam apenas Apxll, enquanto os sorotipos 10 e 14
produzem apenas Apxl. Em adicao, a toxina ApxIV é produzida por todos os
sorotipos (Cho e Chae, 2001; Schaller et al., 1999). As toxinas Apx apresentam
graus variados de atividades hemolitica e citotoxica (Chien et al., 2009).

Presente em diversos micro-organismos, a capsula polissacaridica é um
importante fator de viruléncia e um dos principais componentes que protegem a
bactéria das defesas do hospedeiro, devido a suas propriedades antifagociticas
(Carter e Wise, 2004; Dubreuil et al., 2000). Mutantes de A. pleuropneumoniae
nao-encapsulados tém sua viruléncia atenuada em suinos, indicando a
importadncia da cépsula no grau de capacidade de causar doenca pelo
microrganismo (Bandara et al., 2003).

Além da capsula, os polissacarideos presentes na camada polissacaridica
(LPS) geralmente tém um importante papel na viruléncia (Jacques, 2004).
Neste sentido, foi demonstrada a funcdo do LPS na adesdo ao muco e anéis
da traquéia de suinos, sendo que o core de oligossacarideos aparentemente é
o principal envolvido neste fendmeno (Chiers et al., 2010; Paradis et al., 1999).
Foi demonstrado, através da obtencdo de mutantes, que uma regiao core-
lipideo A intacta é requerida para maxima protecao de A. pleuropneumoniae
contra alguns peptideos antimicrobianos catiénicos e que a delecdo de
residuos especificos da regidao externa do LPS resulta na atenuagdao da



viruléncia em um isolado de A. pleuropneumoniae do sorotipo 1 (Ramjeet et al.,
2005). O mesmo grupo de pesquisa demonstrou que existe uma interacao
entre a camada LPS e as toxinas Apxl e Apxll, realizada especificamente pelo
residuo de trissacarideo GalNAc-Gal |I-Gal | do core externo. A auséncia da
interacao entre LPS e Apxl/ll afetou a citotoxicidade e a viruléncia do isolado
(Ramjeet et al., 2008a). Além disso, € reconhecido que o LPS de A.
pleuropneumoniae apresenta forte atividade endotdxica. A alta sensibilidade
dos suinos as endotoxinas liberadas durante as infecgdes por este organismo
provoca esfoliacdo do tecido epitelial e facilita a disseminacao no epitélio do
trato respiratério e induz & pneumonia e ou choque (Vaz e Silva, 2004).

A. pleuropneumoniae contém ainda plasmideos tipo R que conferem
resisténcia a sulfonamidas, tetraciclina e penicilina (Biberstein e Hirsh, 2003).
Recentemente, foi descoberto um plasmideo contendo genes de resisténcia a
multidrogas em uma cepa de A. pleuropneumoniae isolada na China. Pela
analise do plasmideo de 15079 kb, designado pHB0503, foi observada em sua
sequéncia a presencga de genes muito préximos ou quase idénticos a genes de
resisténcia de plasmideos pertencentes ou ndo a familia Pasteurellaceae (Kang
et al., 2009).

Em relagdo a flagelos, A. pleuropneumoniae era considerado um
organismo nao-flagelado. Contudo, recentemente foi demonstrado que A.
pleuropneumoniae produz um flagelo composto por proteinas de 65 kDa com
uma sequéncia aminoacidica N-terminal que apresenta 100% de identidade
com flagelinas de Escherichia coli, Salmonella, e Shigella (Negrete-Abascal et
al., 2003).

Outro fator de viruléncia relativamente pouco estudado € o produto do
gene omlA, que codifica a proteina OmlIA (outer membrane lipid A), que se liga
a transferrina, com uma massa molecular calculada de 40 kDa, modificada por
adicdo de lipideos e esta presente na membrana externa e em eventuais

protuberancias da membrana de A. pleuropneumoniae (Gerlach et al., 1992).

2.5. Métodos de estudo visando diagndstico e sorotipagem
O diagnéstico da pleuropneumonia causada por A. pleuropneumoniae

baseia-se no isolamento e identificacdo do agente a partir de lesdes



caracteristicas, recorrendo as técnicas utilizadas tradicionalmente em
laboratério (Coelho et al., 2004). Culturas e testes bioquimicos finalizam a
identificagdo da espécie (Biberstein e Hirsh, 2003). Todavia, dentre todos os
patdgenos envolvidos no complexo de doencgas respiratdérias em suinos, a
deteccdo de A. pleuropneumoniae € considerada a mais dificil. Os exames
bacteriolégicos rotineiros feitos em amostras nasais e tonsilares ndo sao
sensiveis o suficiente, uma vez que o crescimento de A. pleuropneumoniae é
comumente superado pelos micro-organismos da microbiota encontrada nos
tecidos das amostras, o que dificulta a identificacéo visual (Bochev, 2008).

A habilidade de discriminacédo entre isolados de um patégeno bacteriano,
como é o caso de A. pleuropneumoniae, € muito vantajosa na melhor
compreensdo da transmissdo da doenga e monitoramento de isolados
virulentos e resistentes a antibiéticos (Zhou et al., 2008). Desta forma, a
sorotipagem de isolados de campo de A. pleuropneumoniae, como enfatizado
anteriormente, € um fator chave no estudo epidemiolégico e no controle da
doenca, uma vez que a prevaléncia e a viruléncia dos diferentes sorotipos
podem variar entre paises e regides, 0 que torna importante ndo sé a
identificacdo do patégeno, como também a determinacéo correta do sorotipo
da cepa isolada de um determinado animal (Dubreuil et al., 2000).

Um grande numero de ensaios sorolégicos foi desenvolvido para a
caracterizacao de isolados de A. pleuropneumoniae (Jessing et al., 2003;
Lacouture et al., 1997). Embora sejam ensaios imunoldgicos rapidos, estas
técnicas apresentam como principal limitacdo o fato de comumente resultarem
em reacoes cruzadas (Jessing et al., 2003). Reacdes cruzadas séo definidas
como reacdes entre um antigeno e um anticorpo que foi gerado contra um
imundgeno diferente, mas similar; fazendo com que haja reacdo com ambos
(Aalberse et al., 2001). Portanto, a classificagdo sorolégica de isolados de A.
pleuropneumoniae tem sido problematica devido a reatividade de alguns deles
a mais de um dos antisoros policlonais sorotipo-especifico (Lacouture et al.,
1997; Mittal e Bourdon, 1991; Mittal et al., 1988; Mittal et al., 1993).

Diversas técnicas moleculares tém sido empregadas no diagnéstico e no
estudo da epidemiologia molecular de diferentes patégenos bacterianos, com o
objetivo de caracterizar a variabilidade genética de amostras envolvidas em



mortalidade, definicdo de grupos de amostras prevalentes e identificacdo da
origem de amostras virulentas (Macédo et al.,, 2009). Metodologias como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém complementado as formas
sorolégicas de deteccao, tanto por contornarem o problema das reacdes
cruzadas entre antigenos e anticorpos, como também por permitirem a
caracterizacao de isolados que anteriormente haviam sido designadas como
nao sorotipaveis devido a auto-aglutinagédo (Lo et al., 1998). A deteccao por
PCR torna a sorotipagem extremamente sensivel, além de permitir a analise
direta de amostras sem a obrigatoriedade do isolamento e cultivo da bactéria
(Lo et al., 1998). Neste contexto, a técnica baseada na detecgdo dos genes
que codificam as toxinas Apx por PCR constitui uma ferramenta eficiente e
rapida para a classificagdo dos isolados e o respectivo agrupamento em
relacdo ao sorotipo, o que ja foi demonstrado por diversos grupos de pesquisa
(Gram et al., 2000; Guo-Sheng et al., 2006; Rayamajhi et al., 2005; Sthitmatee
et al., 2003).

Embora a pleuropneumonia suina tenha sido identificada pela primeira
vez no Brasil em 1981, nao existem ainda no pais estudos epidemiolégicos de
amplitude elevada que propiciem um conhecimento aprofundado do panorama
atual da doenca em suinos no pais; menos dados ainda tem-se para a regiao
Sudeste.

Adicionalmente, a escassez de informacdo em relacdo as diferencas
genéticas entre os 15 sorotipos atualmente conhecidos de A.
pleuropneumoniae tem dificultado o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico que sejam capazes de identificar sorotipos diferentes e a criagao
de vacinas multivalentes efetivas. Portanto, as diferencas gendmicas entre os
principais sorotipos devem ser identificadas e apropriadamente exploradas (Xie
et al., 2010).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral realizar a
caracterizacdo  molecular de  diferentes  sorotipos  Actinobacillus
pleuropneumoniae isolados de animais com sinais clinicos de pleuropneumonia

em granjas localizadas na regido sudeste do Brasil.
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Capitulo 1

FRENTE A FRENTE COM Actinobacillus pleuropneumoniae:
CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ISOLADOS
CLINICOS DO SUDESTE DO BRASIL

Este artigo foi escrito de acordo com as normas da revista Veterinary Microbiology
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RESUMO

ROSSI, Ciro César. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Frente a frente com Actinobacillus pleuropneumoniae: Caracterizacao
da variabilidade genética de isolados clinicos do sudeste do Brasil.
Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-orientadoras: Marisa Vieira de
Queiroz, Elza Fernandes de Araujo e Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Actinobacillus pleuropneumoniae é o agente causador da pleuropneumonia
suina, uma importante enfermidade na cadeia da suinocultura. A sorotipagem e
a caracterizacao molecular de isolados desta bactéria consistem em
importantes estratégias no estudo da doenca em uma determinada area, uma
vez que o0 micro-organismo se apresenta em 15 distintos sorotipos, que por sua
vez, apresentam diferentes graus de viruléncia. A sorotipagem, feita por
técnicas imunoldgicas é ainda limitada pela ocorréncia de reagdes cruzadas.
Neste trabalho, PCR multiplex com os genes apx e PCR-REA com o gene
apxIVA foram realizadas para definir os sorotipos de 91 isolados clinicos
obtidos no Sudeste do Brasil. A variabilidade genética foi acessada por
técnicas de rep-PCR, em que o poder discriminativo das técnicas de ERIC-
PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR, inéditas no estudo de A. pleuropneumoniae foi
investigado. As técnicas de PCR multiplex e PCR-REA permitiram caracterizar
96 % dos isolados e revelaram que os isolados estudados pertencem aos
sorotipos 2, 5, 7 e 8. As técnicas de rep-PCR evidenciaram a grande
variabilidade genética apresentada pelos isolados clinicos de A.
pleuropneumoniae e a reacdo de BOX-PCR foi a que apresentou melhores
resultados, permitindo agrupar um maior numero de isolados com
caracteristicas em comum, como sorotipo, ano ou regiao de isolamento, além
de apresentar um fragmento forte de aproximadamente 1,2 kb especifico para
A. pleuropneumoniae. A grande variabilidade genética observada pode estar
relacionada a presenca do elemento transponivel ISApl7 em um grande
namero de cépias no genoma dos isolados, o que foi observado por triagem
por PCR para a transposase e por Southern blotting. Estes resultados validam
o uso de PCR multiplex e PCR-REA no estudo de isolados clinicos de A.
pleuropneumoniae e demonstram técnicas no estudo da variabilidade genética
deste micro-organismo, representando um avanco na investigacdo das

caracteristicas genéticas desta bactéria.
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1.  INTRODUCAO

A pleuropneumonia suina é uma enfermidade que causa prejuizos
econdmicos significativos em todos os paises que praticam a suinocultura de
forma intensiva. A bactéria Gram-negativa Actinobacillus pleuropneumoniae,
pertencente a familia Pasteurellaceae, € o principal agente causal da doenca,
sendo esta caracterizada por pneumonia e pleurite fibrinosa, necrética e
hemorragica (Shin et al., 2007).

A pleuropneumoniae é caracterizada em dois bi6tipos, de acordo com o
requerimento obrigatério (bidtipo 1) ou nao obrigatério (bidtipo 2) de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) para o crescimento, sendo que as
bactérias envolvidas com a pleuropneumonia geralmente pertencem ao biétipo
1 (Serrano-Rubio et al., 2008). Além dos bibtipos, sao relatados atualmente 15
sorotipos diferentes, definidos com base em propriedades antigénicas dos
polissacarideos da capsula e lipopolissacarideos da parede celular (Blackall et
al., 2002). Os sorotipos 1 e 5 ainda sdo subdivididos em subtipos a e b
(Dubreuil et al., 2000; Schuchert et al., 2004).

Embora a viruléncia bacteriana seja multifatorial, a severidade da doenca
causada por A. pleuropneumoniae esta fortemente relacionado a producgao e
secrecao de uma variedade de exotoxinas da familia Repeat in toxin (RTX),
como Apxl, Apxll, Apxlll e ApxIV (Frey, 1995). Estas toxinas apresentam graus
variados de atividades, hemolitica e citotéxica (Chien et al., 2009). Os 15
sorotipos de A. pleuropneumoniae produzem combinacdes diferentes das
toxinas Apx, sendo as toxinas Apxl e Apxlll produzidas pelos sorotipos 1, 5,9 e
11, as toxinas Apxll e Apxlll produzidas pelos sorotipos 2, 3, 4, 6, 8 e 15, a
toxina ApxIl pelos sorotipos 7, 12, e 13 e somente a toxina Apxl pelos
sorotipos 10 e 14 (Cho e Chae, 2001; Schaller et al., 1999). Em contrapartida, a
toxina ApxIV é produzida por todos os sorotipos, 0o que torna a amplificagdo do
gene apxIVA de grande utilidade na identificacdo e confirmacao de A.
pleuropneumoniae (Costa et al., 2004).

Diversas estratégias moleculares baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os genes apx tém sido desenvolvidas para
detectar, genotipar e caracterizar os diferentes sorotipos de A.

17



pleuropneumoniae (Aalberse et al., 2001; da Costa et al., 2004; Gram et al.,
2000; Guo-Sheng et al., 2006; Rayamajhi et al., 2005). Estas técnicas buscam
contornar o trabalho laborioso e a necessidade de anticorpos especificos
envolvidos em ensaios soroldégicos para sorotipar os isolados de A.
pleuropneumoniae (Rayamajhi et al., 2005). Ainda assim, estas técnicas nao
sado capazes de prever ou contornar a existéncia de alguns isolados que nao
podem ser sorotipados por esses métodos. Uma das razbes para este
problema pode estar relacionada a presenca de elementos transponiveis no
genoma de A. pleuropneumoniae, como o elemento recentemente identificado
ISApl71 (Liu et al., 2008). Um trabalho realizado por Tegetmeyer et al. (2008)
demonstrou que este elemento previne a deteccao sorolégica baseada no gene
apxlV-em um isolado de A. pleuropneumoniae do sorotipo 7.

A habilidade de discriminar entre cepas de A. pleuropneumoniae € muito
vantajosa na melhor compreensao da transmissao da doenca e monitoramento
de isolados virulentos e resistentes a antibiéticos (Zhou et al., 2008). Por isso, a
sorotipagem e a caracterizacdo de isolados de campo de A. pleuropneumoniae
sao fatores chave no estudo epidemiolégico e no controle da doenga, porque a
prevaléncia e a viruléncia dos diferentes sorotipos podem variar entre paises e
regides (Dubreuil et al., 2000). No Brasil, um estudo realizado com isolados
obtidos em diversas regides do pais entre os anos de 1993 e 2006, revelou que
0s sorotipos mais prevalentes eram o0 5 e 3, seguidos pelos sorotipos 7, 6 € 5
(Kuchiishi et al., 2007).

Atualmente existem trés genomas completos sequenciados de A.
pleuropneumoniae, disponiveis no banco de dados Genbank (NCBI) sob os
numeros de acesso CP000569, CP000687 e CP001091. Os dados obtidos a
partir do sequenciamento destes trés isolados revelam que A.
pleuropneumoniae possui um Unico cromossomo com aproximadamente 2,2 —
2,3 Mb, entre 2012 e 2097 sequéncias codificadoras putativas, 62 — 63 genes
de tRNA e 6 — 7 operons de rRNA (Foote et al., 2008; Xu et al., 2008). As
diferencas observadas tanto no tamanho do genoma quanto no numero de
genes putativos ressaltam a importancia da analise de isolados especificos
para a melhor compreensdao da dindmica da doenga causada por A.

pleuropneumoniae em uma determinada area.
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A analise da presenca e distribuicio de elementos repetitivos nos
genomas de micro-organismos tem provado ser uma ferramenta vantajosa para
estudos de isolados microbianos, tanto em pesquisas de ecologia microbiana,
microbiologia ambiental, diagnésticos moleculares, microbiologia médica e
analises epidemiolégicas (Ishii e Sadowsky, 2009). As analises baseadas em
reacoes de PCR para estes elementos (rep-PCR — Repetitive sequence-based
PCR) tem como alvos regides variadas do genoma, chamadas de genoma
“dispensavel” (Turnbaugh et al., 2007). Trés destas analises que contemplam
sequéncias repetidas distintas sdo ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR.
Diversos trabalhos demonstram que estas técnicas tém a vantagem de serem
simples e possibilitarem a diferenciacdo de organismos nos niveis de sub-
espécies e cepas (Healy et al., 2004; Wise et al., 2007). O conhecimento do
poder discriminatério de um método de tipagem é importante para o
delineamento experimental de investigacées epidemioldgicas, sendo ideal que
o método combine isolados proximamente relacionados e distinga isolados nao
relacionados (Wilson et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi genotipar e determinar a
variabilidade  gendmica de isolados clinicos de  Actinobacillus
pleuropneumoniae obtidos em granjas na regidao sudeste do Brasil, e propor

assim, estratégias para a caracterizacao molecular desta bactéria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismos e condigbes de cultivo

Neste trabalho foram utilizados 91 isolados de Actinobacillus
pleuropneumoniae obtidos entre os anos de 2003 e 2010 em nove granjas
diferentes da regido sudeste do Brasil, sendo a maioria do Estado de Minas
Gerais, cujas trés principais regiées produtoras sdo contempladas. As granjas
foram nomeadas de A-/ e com excecao da granja G, o sistema de criacao
independente foi prevalente. Todos os isolados, incluindo linhagens referéncias
dos sorotipos 1 a 15, foram cedidos pela empresa MICROVET — Microbiologia
Veterinaria Especial (Vicosa, Minas Gerais). Os micro-organismos estao
listados na Tabela 1 e foram obtidos a partir de pulmdes ou abscessos de
pulmdes de suinos com manifestacdo clinica de pleuropneumonia, sendo
previamente identificados por testes bioquimicos e sorotipados por técnicas
imunoldgicas (imunodifusdo) pela propria empresa.

Todos os isolados foram cultivados em meio de infusédo de ceéerebro e
coracao (BHI — brain heart infusion) acrescido de 0,01 % de NAD, por 24 h a 37

€. Os isolados foram mantidos a -80 € em BHI cont endo 25 % de glicerol.
2.2. Extracdo de DNA de A. pleuropneumoniae

Para a extracdo do DNA total, foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, EUA). Os procedimentos foram realizados
de acordo com as indicacdes do fabricante, com modificacdes. Foi adicionada
uma etapa inicial de lavagem dos sedimentos das culturas dos isolados com
solucdo PBS 1X, por duas vezes. A integridade e a concentracdo do DNA
obtido foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e

espectrofotometria, respectivamente.
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Tabela 1
Isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae utilizados neste trabalho

Origem Isolados (ano de isolamento)

Sao Paulo
Granja A 573 (2006)
Minas Gerais
Regiao 1
Granja F 343, 344, 345, 5237 (2005); 512, 555 (2007)
Regiao 2
Granja C 433 (2006)
GranjaG 5264 (2008)
Granjal 710 (2008)
Regiao 3
Granja B 496, 505 (2007); 653 (2008); 732 (2009)
GranjaD 513 (2007)

GranjaE 215 216, 222, 223, 224, 225 (2002); 235, 3174, 3440 (2003); 263, 275,
276, 277, 278, 279, 280, 284, 294, 297, 3571 (2004); 313 (2005); 368, 370,
384, 407, 408, 5651 (2006); 570, 597, 598 (2008): 712, 713 (2009)

GranjaH 10 (1996); 234, 236 (2003); 374, 375, 376, 377, 378, 396, 403, 404, 405,
406, 432, 440, 442, 443 (2006); 452, 497, 470, 471, 473, 484, 485, 486,
487, 492, 540, 541 (2007); 718, 621, 622, 623, 678, 679, 683, 688, 696,
697, 698 (2008), 719, 742, 762, 804, 805, 807, 808, 813, 814, 815, 827,
828, 831 (2009), 836 (2010)

Linhagens referéncia (sorotipo)

CVCC259 (01), 1536 (02), CVCC261 (03), M62 (04), K17 (5a), L20 (5b),
Fem® (06), WF83 (07), 405 (08), 13261 (09), 13039 (10), 56153 (11), 8329
(12), N-273 (13), 3606 (14), HS143 (15)

2.3. Genotipagem dos isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae
2.3.1.  PCR multiplex

A reacdo de PCR multiplex dos genes apx foi realizada de acordo com
Rayamajhi et al (2005), com algumas modifica¢cdes. A PCR foi realizada em um
aparelho termociclador C1000™ Thermal cycler (BioRad, Richmond, EUA),
utilizando-se os pares de oligonucleotideos APXIAF/APXIAR, APXIBF/APXIBR,
APXIIF/APXIIR, APXIIF/APXIIIR e APX4DWN-L/APXIV-IR (Tabela 2). A
reacao foi realizada com 100 ng de DNA, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de
cada um dos primers, 0,8 ug/uL de soro albumina bovina e 1,25 U da enzima
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Os parametros da reagdo de PCR
foram desnaturacao inicial de 94 °C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento dos primers a 54 °C por 45
segundos e extensado do primer pela DNA polimerase a 72 °C por 3 minutos.

Apo6s o ultimo ciclo a reagao foi submetida a 10 minutos a 72 °C, sendo
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posteriormente resfriada a 12 °C. Os produtos amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,0 % corado com brometo de etideo. O
perfil de fragmentos obtido para os isolados foram comparados com o perfil de
fragmentos esperado para os as linhagens referéncia (Rayamajhi et al., 2005).
A especificidade da reacao para A. pleuropneumoniae foi avaliada realizando-
se a PCR-multiplex com isolados de Haemophilus parasuis 10005 e 9190,
Pasteurella multocida 1769, 5869 e 5875 e Escherichia coli K12.

Tabela 2
Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.
Acesso Amplicon
Nome Sequéncia (5’-3") no Posicao (pb) Fonte
Genbank
APXIAF ATCGAAGTACATCGCTCGGA X52899 275-295 703
APXIAR CGCTAATGCTACGACCGAAC X52899 968-998
APXIBF TTATCGCACTACCGGCACTT X68595  4102-4121 811
APXIBR TGCAGTCACCGATTCCACTA X68595  4893-4913 Rayamajhi et
APXIIF GAAGTATGGCGAGAAGAACG AY736188  973-993 965 al. (2005)
APXIIR CGTAACACCAGCAACGATTA AY736188 1918-1938
APXIIIF GCAATCAGTCCATTGGCGTT X80055  9558-9578 396
APXIIIR GACGAGCATCATAGCCATTC X80055  9934-9954
APX4DWN-L GCGAAACAATTCGAAGGG AF021919  6459-6442 Sthitmatee
APXIV-IR  GGCCATCGACTCAACCAT AF021919  4111-4128 2331 etal. (2003)
APXIVAF GCCTCCGACCTGAATAAACC AF021919  2923-2942 Jaglic et al.
APXIVAR  CAACCATCTTCTCCACC AF021919  6432-6448 3525 (2004)
ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC - - _
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - - variavel Versalovic et
BOXA1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - - al. (1991)
GTGs GTGGTGGTGGTGGTG - -
oTSP1 GCAAATTAGAGCAGCCTGAA EU155211 306-325 Tegetmeyer
oTSP2 GGGAAGTAAAATTCTACACCCAG ~ EU155211  832-855 549 etal. (2008)

2.3.2.  Andlise de restricdo do gene apxIVA obtido por (PCR-REA)

Com o objetivo de identificar e/ou confirmar os sorotipos de isolados de A.
pleuropneumoniae nao sorotipaveis por imunodifusdao e PCR multiplex a
técnica de PCR-REA utilizando o amplicon correspondente ao gene apx/VA foi
utilizada. O gene apx/VA dos isolados de sorotipo duvidoso foi amplificado de
acordo com Jaglic et al. (2004), com o par de primers APXIVAF/APXIVAR
(Tabela 2) com as seguintes alteragdes: 1U da enzima GoTag® DNA
Polymerase (Promega, Madison, EUA) foi utilizada em uma reagéo de 50 pL
contendo 100 ng de DNA, 1 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP e 0,2 uM de

cada um dos primers. O produto amplificado foi analisado e quantificado por
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eletroforese em gel de agarose na concetracao de 1,0 % e 1 ug do produto da
PCR foi utilizado para a reacdo de digestdo com endonucleases. Nesta etapa
foram selecionadas as enzimas Alul, Hhal e Hpall (BioLabs, Massachusetts,
EUA) para clivar os amplicons correspondentes aos genes apx/V das cepas
referéncia dos sorotipos cujos resultados apresentaram-se duvidosos. A reacao
foi realizada de acordo com as instrucbes do fabricante. O tamanho dos
fragmentos de DNA e o perfil de fragmentos gerados para os isolados foram

comparados com os perfis de fragmentos obtidos para as linhagens referéncia.

2.3.3. Investigacdo da presenca e do numero de copias do
elemento transponivel ISApl1 nos isolados clinicos de A. pleuropneumoniae

Para alguns isolados de A. pleuropneumoniae as técnicas anteriormente
descritas ndo foram eficientes e na tentativa de avaliar a possivel mudanga nos
perfis de fragmentos obtidos pela técnica de PCR multiplex a busca por
sequéncias de insercao foi feita. O par de primers oTSP1/0TSP2 (Tabela 2),
desenhado para a amplificacdo de um fragmento da ORF da transposase da
ISApl1 de 526 pb foi utilizado (Tegetmeyer et al., 2008) com o objetivo de se
fazer uma triagem por PCR da presenca do elemento ISApl7 nos isolados. Os
produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,2 %.

A anélise do numero de cépias do elemento ISApl7 no genoma de alguns
isolados foi feita pela técnica de Southern blotting. O par de primers
oTSP1/0TSP2 foi utilizado para a sintese da sonda para a hibridizagdo. A
marcagao e deteccao foi realizada com o kit DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit ™ (Roche, Mannheim, Alemanha), de acordo com as
indicacoes do fabricante. Um total de 5 pg de DNA extraido dos isolados foi
submetido a clivagem por 16 h com as enzimas de restricao Aval e Xbal
(Promega, Madison, EUA), que nao clivam a regido da sequéncia utilizada
como sonda, gerando um fragmento esperado de 619 pb. Os fragmentos
gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e
transferidos para uma membrana de nylon Amersham Hybond™N* (GE
Healthcare, Chalfont St Giles, Inglaterra) de acordo com Sambrook et al.
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(1989). A hibridizacao foi realizada em condi¢des de alta estringéncia a 42 °C
como sugerido pelo fabricante e as condicées de lavagem foram: 5 min em
SSC 2X / SDS 0,1 % e 5 min em SSC 0,5X / SDS 0,1 %, ambas em
temperatura ambiente, seguido por 15 min em SSC 0,5X / SDS 0,1 % e 15 min
em SSC 0,1X / SDS 0,1 % a 65 °C. Posteriormente, prosseguiu a etapa de
revelacdo de acordo com a sugestao do fabricante. O resultado foi visualizado
e capturado com fotodocumentador L-Pix Chemi (Loccus, Sdo Paulo, Brasil).

24. Caracterizagdo molecular dos isolados de Actinobacillus
pleuropneumoniae por ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR

Os primers BOXA1R, (GTG)s e o par de primers ERIC1R e ERIC2 (Tabela
2) foram utilizados para amplificar sequéncias repetitivas no genoma dos
isolados de A. pleuropneumoniae, constituindo respectivamente as técnicas de
BOX-PCR, (GTG)s-PCR e ERIC-PCR. Todas as reagbes foram feitas no
termociclador C1000™ Thermal cycler (BioRad, Richmond, EUA). Os
parametros do ciclo das reagdes ERIC-PCR e BOX-PCR foram feitos de
acordo com Mohapatra et al. (2008).

A reacao de ERIC-PCR foi feita para um volume final de 25 uL, contendo
2 mM de MgCly, 0,2 mM de cada dNTP, 0,6 uM de cada um dos primers, 0,8
Hg/uL de soro albumina bovina (BSA), 100 ng de DNA e 1U da enzima

JumpStart™

Taqg DNA Polymerase (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido).

As reacdes de BOX-PCR e (GTG)s-PCR foram feitas para um volume final
de 25 pL, contendo 2,5 mM de MgCly, 0,2 mM de cada dNTP, 2 uM do
respectivo primer, 1,0 mg/mL de soro albumina bovina (BSA), 4% de dimetil-
sulféxido (DMSO), 100 ng de DNA e 1U da enzima JumpStart™ Tag DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido).

A reacao de (GTG)s-PCR foi feita com uma desnaturacao inicial de 94 °C
por 5 min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 <€ por 1 min,
anelamento a 38 C por 75 seg e extensdo a 65 € po r 8 min. O passo final
constituiu de extens&o a 65 T por 16 min.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de

agarose 2,0 % juntamente com o marcador GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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(Fermentas, Burlington, Canada). Os padrbes de fingerprinting obtidos foram
analisados por meio do software BioNumerics v 5.0., também utilizado para a
construcao de dendrogramas pelo método de UPGMA. A reprodutibilidade dos
trés métodos foi avaliada escolhendo-se aleatoriamente cinco isolados e

submetendo-os as reagdes por no minimo trés reacdes independentes.

3. RESULTADOS

3.1. Genotipagem dos isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae
3.1.1. PCR multiplex das toxinas apx

Dentre os isolados estudados neste trabalho, apenas 54 % deles haviam
sido eficientemente sorotipados pelas técnicas imunolédgicas, uma vez que para
os demais foram observadas reacdes cruzadas. Contrastando com estes
resultados, a técnica de PCR multiplex gerou perfis de fragmentos que permitiu
caracterizar 96 % dos isolados, os demais 4 % apresentaram perfis diferentes
daqueles obtidos para as linhagens referéncia. A comparacdo entre a
sorotipagem imunoldgica e a genotipagem realizada neste trabalho revelou que
92 % dos resultados sao coincidentes (Tabela 3). Estes dados mostram que a
técnica de PCR multiplex com os genes apx pode ser utilizada eficientemente
na caracterizacdo do sorotipo de isolados clinicos de A. pleuropneumoniae,
frente ao elevado numero de isolados nao sorotipaveis por técnicas

imunoldgicas.

A especificidade da reagdo de PCR multiplex também foi investigada
utilizando-se DNA de isolados de Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida
e Escherichia coli. Os perfis inesperados e 0 ndo aparecimento do fragmento
correspondente ao gene apx/V demonstraram que a reacao foi especifica para
A. pleuropneumoniae (dados nao apresentados). Como o gene apx/V é
especifico para a espécie Actinobacillus pleuropneumoniae o aparecimento do
fragmento correspondente deste gene nado era esperada para os demais
isolados (Cho e Chae, 2001).

Para a reacdo com os isolados de A. pleuropneumoniae era esperada a

presenca de entre 3 e 4 fragmentos, cujos tamanhos variavam entre 396 e
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2800 pares de bases. O tamanho do fragmento esperado para o fragmento
correspondente ao gene apxI/A foi de 723 pb, 811 pb para o gene apxIB, 965 pb
para o gene apxll, 396 pb para o gene apxl/ll e 1600, 2000, 2400 ou 2800 para
o gene apx/V, sendo estes ultimos quatro fragmentos de tamanhos diferentes
sorotipo-especificos. A figura 1 apresenta o perfil de fragmentos obtido para
alguns dos isolados utilizados.

3000 pb

1031 pb
0 | N .-

C—  G— G B—

Figura 1. Genotipagem de isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae por PCR multiplex.
Perfil de fragmentos obtldo em diferentes isolados clinicos de Actinobacillus pleuropneumoniae.
M: Marcador GeneRuler® DNA Ladder Mix (Fermentas, Burlington, Canada).

Os perfis de fragmentos obtidos na reacdo de PCR multiplex com os
genes apx dos 91 isolados avaliados neste trabalho foram comparados com os
perfis de fragmentos obtidos para referéncias dos 15 sorotipos. Dentre os
isolados genotipados, um foi classificado como do sorotipo 1, cinco como do
sorotipo 5, trinta e nove como do sorotipo 7 e quarenta deles foram
classificados como sendo dos sorotipos 2, 8 ou 15, uma vez que somente por
PCR-multiplex nao ha possibilidade de discriminagao entre esses trés (Tabela
3). Adicionalmente, trés isolados ndo sorotipaveis, 235, 497 e 718 continuaram
sem sorotipo definido pela técnica de PCR-multiplex, pois, os perfis de
fragmentos apresentados por estes ndo correspondem aos perfis de nenhum
dos sorotipos referéncia. O isolado 452, classificado como pertencente ao
sorotipo 7, ndo se apresentou genotipavel pela PCR multiplex, o que reflete a
diversidade genética entre os isolados de A. pleuropneumoniae.
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Apesar do tipo de manejo na criacao dos suinos ser do tipo independente
tanto na granja E quanto na granja H, locais de predominancia da maioria dos
isolados, foram identificados isolados de sorotipos diferentes, sendo a maioria
deles do sorotipo 7 ou do grupo dos sorotipos 2, 8 ou 15 (reagdo cruzada). A
maioria dos demais isolados das outras regides também foi classificada dentro
de um desses dois grupos de sorotipos, com excec¢ao dos isolados da granja B,
que apresentaram um perfil de fragmentos do sorotipo 5.

Como a técnica de PCR multiplex com os genes apx néo foi eficiente em
responder ao problema de reacdo cruzada entre os sorotipos 2, 8 e 15 e
grande parte dos isolados utilizados neste trabalho enquadram-se neste grupo,
foi realizada a técnica de PCR-REA.

3.1.2. Analise de restricdo de PCR (PCR-REA) dos isolados de

sorotipo duvidoso com o gene apxIVA

Considerando-se que tanto os testes sorolégicos quanto a genotipagem
por PCR multiplex ndo permitiram a discriminacao entre isolados dos sorotipos
2, 8 ou 15 e que 44 % dos isolados genotipados foram classificados neste
grupo, a técnica de PCR-REA com o amplicon do gene apx/VA foi aplicada
para a diferenciacdo e confirmacéo dos sorotipos destes isolados. As enzimas
Alul, Hhal e Hpall, que reconhecem sequéncias especificas de quatro pares de

bases foram escolhidas para a triagem inicial.
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M R02 276 408 R08 236 679

3000 bp

1031 bp
500 bp

Figura 2. Identificagdo do sorotipo de isolados de Actinobacillus
pleuropneumoniae por PCR-REA. Perfil de restrigdo observado apds o
tratamento do amplicon do gene apx/VA obtido de alguns isolados de A.
pleuropneumoniae e DNA referéncia dos sorotipos 2 e 8 (R02 e RO08,
respectivamente) com a enzima de restricdo Hpall. M = Marcador
GeneRuler® DNA Ladder Mix (Fermentas, Burlington, Canada).

O perfil de fragmentos de DNA obtido com as trés enzimas gerou
fragmentos diferentes entre os trés sorotipos. Os fragmentos variaram entre 90
e 3410 pb (Material suplementar, Tabela S1). Como as trés enzimas
mostraram-se eficientes na diferenciacdo dos sorotipos 2, 8 e 15, a enzima
Hpall foi aleatoriamente selecionada para as analises de PCR-REA

subsequentes.

O emprego da PCR-REA com o gene apx/VA permitiu discriminar o
sorotipo de 100% dos 40 isolados cujo sorotipo estava duvidoso entre 2, 8 ou
15 (Figura 2). A tabela 3 apresenta a classificacdo dos isolados com base nos
resultados da reacdao de PCR-REA.

Destes 40 isolados, 42 % sao do sorotipo 8 e 58 % séo do sorotipo 2. Os
dados mostram que apenas isolados da granja E sdo do sorotipo 2, mesmo
que nesta granja também tenham sido encontrados quatro isolados do sorotipo
8: 384, 597, 712 e 5651. Todos os isolados das regides A, C, D, F, G e H
anteriormente classificados como dos sorotipos 2, 8 ou 15, foram identificados
como do sorotipo 8.
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Tabela 3
Determinacao dos sorotipos dos isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae
utilizados neste trabalho

Isolados Sorotipagem Genotipagem
PCR multiplex PCR-REA

010 1 1 -
284, 294 5 2,80u15 2
404, 405, 406, 432, 440, 442, 443, 470, 471, 7 v )
473, 484, 485, 486, 487, 492, 540
452 7 NG ;
263, 275, 276, 277, 278, 279, 297, 313, 368, 2.80u 15 2 80ou 15 5
370, 407, 408, 3174, 3440, 3571
343, 344, 345, 384, 433, 5651, 5237, 512, 2 8ou15 2 8ou15 8
555, 5264
234 2,80u 15 7 -
505 2,80u 15 5 -
215, 216, 222, 223, 224, 225 ND 2,80u15
513, 573, 597, 598, 712 ND 2,80u15
374, 375, 376, 377, 378, 396, 403, 540, 541,
621, 622, 623, 678, 679, 683, 688, 696, 696, ND v )

697, 698, 710, 713, 719, 742, 762, 804, 805,
807, 808, 813, 814, 815, 827, 828, 831, 836

496, 570, 653, 732, ND 5 -
235, 497,718 ND NG -

ND: sorotipo ndo determinado, devido a ocorréncia de reacdes cruzadas, NG: isolado ndo genotipavel
pela técnica molecular, - : ndo aplicavel.

3.1.3. Investigacdo da presenca do elemento transponivel ISApl1 nos

isolados de A. pleuropneumoniae

Embora a maioria dos isolados tenha sido eficientemente caracterizados
pelas reacdes de PCR multiplex e PCR-REA, quatro deles apresentaram perfis
de fragmentos diferentes daqueles obtidos para as linhagens referéncia, o que
impossibilitou a identificacdo de seus sorotipos. Um estudo anterior identificou
a existéncia de um elemento transponivel, denominado ISApl7, relacionado ao
impedimento da deteccao sorolégica de A. pleuropneumoniae baseada no
gene apxIVA (Tegetmeyer et al., 2008). Neste contexto, foi feita uma triagem
dos isolados para a presenca do elemento ISApl7 por PCR com o par de
primers oTSP1 e oTSP2 (Tabela 2). Nesta triagem, 41% dos 91 isolados
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utilizados neste estudo apresentaram resultado positivo para a presenca da
transposase (Figura 4). Os produtos de PCR de trés isolados escolhidos
aleatoriamente dentre o0s que apresentaram resultado positivo foram
purificados e sequenciados. A identidade dos fragmentos foi comprovada apés
a busca por homologia no banco de dados Genbank através da ferramenta
Blastn. O fragmento amplificado e sequenciado é idéntico a sequéncia da
transposase de ISApl7 depositado com numero de acesso EF407820,

contemplando a regido entre os pontos 342 a 856.

M 623 487 377 470 452 497 718 235

526 pb

Figura 3. PCR para a ORF da transposase da sequéncia de inser¢do ISApl1.
Investigagéo feita em diferentes isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae,
genotipaveis e ndo genotipaveis por PCR multiplex com os genes apx. M =
Marcador GeneRuler® DNA Ladder Mix (Fermentas, Burlington, Canadd)

O numero de copias do elemento ISApl 7 foi avaliado por Southern blotting
em alguns isolados de A. pleuropneumoniae, incluindo os quatro que néao
puderam ser genotipados pela técnica de PCR multiplex para os genes apx.
Estes quatro isolados nao apresentaram nenhum produto amplificado
utilizando-se o par de primers oTSP1/0TSP2, o que nos levou a acreditar na
inexisténcia do elemento ISApl7 em seus respectivos genomas (Figura 4).

Surpreendentemente, mesmo que o fragmento de DNA esperado de 619
pb pela clivagem com as enzimas Aval e Xbal nao tenha aparecido na reagéao
de Southern blotting destes quatro isolados, todos eles hibridizaram com a
sonda para a ORF da transposase em diferentes niumeros de fragmentos e
posicdes (Figura 4). Nos isolados genotipaveis, em que o fragmento do ISApl71
foi visualisada pela PCR, além do fragmento de 619 pb esperado, pelo menos
10 outros fragmentos foram observados, o que permite inferir que a sequéncia
de insercao esta presente em um grande numero de copias no genoma de A.

pleuropneumoniae isolado em nossa regido de estudo.
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Figura 4. Presenga da sequéncia de insergéo ISApl7 no genoma de isolados clinicos
de Actinobacillus pleuropneumoniae. Foram avaliados isolados com resultados positivos
para a PCR com o par de primers oTSP1/0TSP2 e isolados nao genotipaveis pela
reacdo de PCR multiplex com os genes apx. Em destaque, o fragmento de 619 pb
esperado com a clivagem do DNA total pelas endonucleases Aval e Xbal.

3.4. Caracterizacdo dos isolados de A. pleuropneumoniae por
fingerprinting utilizando as técnicas de ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR

A diversidade genética dos isolados clinicos obtidos na regiao
considerada neste trabalho foi analisada por meio de PCR de regides
repetitivas (rep-PCR). Neste sentido, foram utilizados trés métodos: ERIC-PCR,
BOX-PCR e (GTG)s-PCR.

Os trés métodos apresentaram complexidades aproximadas, ainda que os
perfis de fingerprinting tenham sido diferenciados. Os fragmentos variaram de
tamanho de 200 pb a 5 kb ou mais, sendo que ERIC-PCR resultou em 12 a 28
fragmentos no gel de agarose, BOX-PCR apresentou entre 19 e 22 e (GTG)s-
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PCR entre 15 a 20 fragmentos (Figura S1). Nas condicées padronizadas, os

trés métodos utilizados mostraram-se reprodutiveis.

A reacao de BOX-PCR ainda apresentou um forte fragmento de
aproximadamente 1,2 kb na maioria dos isolados de A. pleuropneumoniae
(Figuras S1B e 8), sendo que a mesma nao foi observada em nenhum dos
micro-organismos utilizados como controle negativo, Haemophilus parasuis
10005 e 9190, Pasteurella multocida 1769, 5869 e 5875 e Escherichia coli K12

Os isolados foram agrupados pelo método UPGMA. Os dendrogramas
resultantes para as reacdes de ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR séao
apresentados, respectivamente, nas figuras 5, 6 e 7. As trés técnicas mostram
gque mesmo em se tratando de isolados bacterianos da mesma espécie e
mesmo nicho, existe uma grande variabilidade genética entre os isolados de A.
pleuropneumoniae no sudeste do Brasil, baseado no numero de ramos

gerados.

Muitos isolados com caracteristicas em comum — sejam o sorotipo, 0 ano
ou a regido de isolamento — foram agrupados no mesmo ramo ou
adjacentemente. Os grupos formados estdo destacados nas figuras 5a 7. O
perfil de agrupamento da reagcdo de ERIC-PCR reuniu diversos isolados da
granja H e do sorotipo 7 (Figura 5), independente do ano de isolamento, 0 que
sugere a ocorréncia de um surto de dificil controle. Estes dados evidenciam
que nesta granja nao houve muita alteragdo do perfil genético dos isolados de
A. pleuropneumoniae ao longo dos anos. Apesar disso, existem alguns
isolados da mesma granja e do mesmo sorotipo com agrupamento discrepante.
Alguns isolados do sorotipo 8 também se agruparam independentemente da
granja de isolamento (Figura 5), mostrando que granjas diferentes possuem
animais portadores de micro-organismos muito semelhantes. Os isolados
obtidos no ano de 2004 na granja E do sorotipo 2 também foram agrupados. O
fato destes isolados nao terem se agrupado com outros pode denotar a
erradicacao dos mesmos pelos métodos de controle adotados na area.

O perfil de agrupamento da reacdo de BOX-PCR contrapée em parte
algumas das informacdes e endossa outras (Figura 6). Neste caso, aqueles
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isolados que anteriormente haviam se agrupado com as caracteristicas em
comum de serem do sorotipo 7 e da granja H sdo mostrados separados de
acordo com os anos de isolamento (2007 e 2009). Ainda assim, a proximidade
dos dois ramos demonstra que os isolados nao sdo tdo semelhantes como
sugerido pela reacao de ERIC-PCR (Figura 5), as diferencas ndao sao tao
significativas. Assim como observado na Figura 5, pela técnica de BOX-PCR,
alguns isolados do sorotipo 8 também se agruparam independentemente da
granja de isolamento (Figura 6), o que reforca a informacéo de que granjas de
diferentes regides possuem animais portadores de micro-organismos similares.
Os isolados obtidos no ano de 2004 na granja E do sorotipo 2, assim como
observado no dendrograma de ERIC-PCR, também foram agrupados no
dendrograma de BOX-PCR. Outros agrupamentos mostram que, enquanto o0s
isolados de 2004 podem ter sido erradicados, outros muito semelhantes
aparecem em outras regidées e novos isolados da granja E emergiram em

outros anos.

Os dados obtidos com o dendrograma gerado por (GTG)s-PCR
mostraram um perfil um pouco diferente dos dois discutidos anteriormente
(Figura 7). Neste, nenhum dos isolados do sorotipo 8 se agruparam. Isolados
do sorotipo 2 da granja E agruparam-se independente do ano e varios isolados
do sorotipo 7 se agruparam independente do ano ou granja de isolamento.
Entretanto, os isolados do sorotipo 7 obtidos em 2007 da granja H
mantiveram-se agrupados, juntamente com alguns isolados obtidos em outros

anos.

Fazendo-se uma comparacao entre os dendrogramas obtidos pelas trés
técnicas de rep-PCR, o obtido pela técnica de BOX-PCR é o que apresentou
maior regularidade no agrupamento dos isolados de A. pleuropneumoniae, ou
seja, maior numero de isolados com caracteristicas em comum foram
agrupados. Nas trés técnicas, muitos dos isolados do sorotipo 8 ndo se
agruparam com regularidade, o que mostra que, ainda que existam aqueles
muito semelhantes entre si, mesmo que em regides diferentes, existem muitos

isolados discrepantes.
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Alguns dos resultados apresentados pelas trés técnicas séao
complementares, por exemplo: enquanto pelas técnicas de ERIC-PCR e
(GTG)s-PCR os isolados denominados 808 e 828 apresentem um perfil
idéntico, pelo BOX-PCR estes, embora continuem muito préximos, apresentam
pequenas diferencas. Dois isolados ndo genotipaveis, 235 e 452 agruparam-se,
respectivamente, com isolados dos sorotipos 2 e 7 nos trés dendrogramas de
rep-PCR (destacados com um asterisco nas Figuras 5 a 7), o0 que mostra que
estas técnicas permitem inferir sobre os sorotipos de alguns isolados nao
caracterizados por outras metodologias.

O genoma dos quinze isolados utilizados como referéncia ¢é
aparentemente muito diferente do genoma dos micro-organismos isolados em
Minas Gerais, uma vez que ha a tendéncia dos primeiros se agruparem,
mesmo sendo de sorotipos diferentes, nas trés técnicas. Estes dados mostram
que o tipo de analise feita neste estudo € mais informativo quando isolados de

mesma origem clinica sdo utilizados.

Tanto as técnicas de BOX-PCR quanto de (GTG)s-PCR conseguiram
agrupar os micro-organismos utilizados como controle negativo separadamente
dos isolados de A. pleuropneumoniae, 0 que comprova que a técnica pode
diferenciar entre estas espécies. Os perfis de fragmento obtido para a
Escherichia coli K12 nao permitiram separa-la dos demais isolados, mesmo
que em todos os casos a distdncia do agrupamento deste micro-organismo
com os outros tenha sido grande. Esta informacéao reforca a importancia do uso
de micro-organismos de mesma origem clinica para a realizacdo de estudos

comparativos.
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Figura 5. Andlise da diversidade genética de isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae por
ERIC-PCR. Dendrograma construido com o programa Bionumerics®. Na figura sdo destacados
apenas agrupamentos de micro-organismos que tenham caracteristicas em comum, sejam

estas os sorotipos, granja e ou ano de isolamento em comum. S: Sorotipo.
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Figura 6. Analise da diversidade genética de isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae por
BOX-PCR. Dendrograma construido com o programa Bionumerics®. Na figura sdo destacados
apenas agrupamentos de micro-organismos que tenham caracteristicas em comum, sejam

estas os sorotipos, granja e ou ano de isolamento em comum. S: Sorotipo.
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Figura 7. Andlise da diversidade genética de isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae por
(GTG)s-PCR. Dendrograma construido com o programa Bionumerics®. Na figura sao
destacados apenas agrupamentos de micro-organismos que tenham caracteristicas em

comum, sejam estas os sorotipos, granja e ou ano de isolamento em comum. S: Sorotipo.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho apresenta uma compilacao de técnicas recentemente
desenvolvidas e outras inéditas importantes na caracterizacao de isolados de
Actinobacillus pleuropneumoniae. Rayamajhi et al. (2005) desenvolveram uma
reacdo de PCR multiplex para a determinagdo da maioria dos sorotipos de A.
pleuropneumoniae. Os primers desenvolvidos pelo grupo para a reacao foram
construidos de modo a amplificar os genes das toxinas Apx em uma tal
combinacao que correspondesse ao o perfil genotipico e fenotipico do gene da
toxina em A. pleuropneumoniae, que é especifico para cada sorotipo ou biétipo.

Os genes apx sao encontrados em outras espécies além de A.
pleuropneumoniae. Um trabalho realizado por Schaller et al. (2000) analisou a
presenca de genes andlogos aos genes apx de A. pleuropneumoniae em
espécies da familia Pasteurellaceae de origem suina. Diferentes grupos de
genes foram encontrados nas espécies Actinobacillus suis e Actinobacillus
rossii. Outras espécies relacionadas, como Actinobacillus seminis,
Actinobacillus  equuli, Pasteurella aerogenes, Pasteurella multocida,
Haemophilus parasuis e Mannheimia (Pasteurella) haemolytica foram
comprovadamente consideradas desprovidas de genes apx. Contudo, foram
observadas reagdes cruzadas entre anticorpos anti-Apxl, I, e lll e proteinas
produzidas por A. equuli, A. seminis and P. aerogenes.

Apesar da existéncia de genes apx ou homélogos em outras espécies
diferentes de A. pleuropneumoniae, a exclusividade do gene apx/V (Schaller et
al., 1999) garante a especificidade da reacao de PCR multiplex desenvolvida
por Rayamajhi et al. (2005) utilizada neste estudo. O presente trabalho validou
a aplicabilidade desta reacdo de PCR multiplex, expandindo o seu uso no
estudo de isolados clinicos e evidenciou a possiblidade de se caracterizar
isolados nao sorotipaveis ou nao genotipaveis, que apresentam resultados
diferentes do esperado quando comparados com as linhagens referéncia. Em
nosso estudo, a taxa de coincidéncia entre os resultados de sorotipagem e
genotipagem foi de 92 %. Este valor é satisfatoriamente alto, principalmente se
0 compararmos com outros trabalhos que confrontaram resultados de técnicas

de sorotipagem com técnicas de genotipagem. Uma pesquisa realizada por
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Radtke et al. (2009), por exemplo, comparou sorotipagem e genotipagem de
proteinas de superficie em isolados Australianos de Streptococcus do grupo B.
Os resultados dos dois métodos foram coincidentes em 73,8 % dos isolados.
Outro trabalho, realizado por Zekri et al. (2001), confrontou a sorotipagem e a
genotipagem de amostras do virus da hepatite C. Os resultados obtidos
apresentaram uma coincidéncia de 73,3 %. Nossos dados ndo apenas
corroboram com a técnica desenvolvida por Rayamajhi et al. (2005), como
sugerem a variabilidade existente no genoma dos isolados de A.
pleuropneumoniae estudados neste trabalho, uma vez que grande parte dos
isolados genotipados sao nao sorotipaveis por métodos imunolégicos e existem
isolados ndo genotipaveis e alguns dados nao coincidentes de sorotipagem e

genotipagem, o que foi confirmado e reforcado com os resultados de rep-PCR.

A técnica de genotipagem por PCR-multiplex, contudo, é limitada pelo
grande numero de sorotipos descritos, uma vez que a reagdo nao permite a
diferenciacao de todos os 15. Ainda assim, esta técnica € encorajada por ser
relativamente barata e simples, o que a torna um interessante ponto de partida
na analise de uma populagdo desconhecida de isolados de A.
pleuropneumoniae. Considerando-se que a maioria dos isolados obtidos na
regidao de estudo deste trabalho foi classificada como sorotipos 2, 8 ou 15, um
artificio molecular complementar fez-se necessario. Nosso grupo optou pela
reacdo de analise de restrigio de PCR (PCR-REA) com o gene apx/VA.
Nossos resultados demonstram que a técnica de PCR-REA com o gene
apxIVA pode ser utilizada com sucesso para analisar isolados da nossa regido
e diferenciar os sorotipos 2, 8 e 15 e confirmou que a maioria dos isolados de
A. pleuropneumoniae utilizados neste estudo sdo dos sorotipos 2, 7 e 8. A
técnica foi introduzida por Jaglic et al. (2004), que propds uma anélise do perfil
de restricdo do amplicon do gene apx/VA como um método alternativo na
sorotipagem de 12 sorotipos referéncia de A. pleuropneumoniae. A
possibilidade de diferenciar os sorotipos pela PCR-REA deste gene foi
confirmada e testada em isolados de campo que apresentaram reacao cruzada
com antisoro para sorotipos 1, 9 e 11. Posteriormente, um trabalho realizado
por Turni e Blackall (2007) estendeu o estudo aos 15 sorotipos de A.
pleuropneumoniae e a 40 isolados de campo da Australia. Os resultados
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reforcaram a técnica e a aplicabilidade desta na andlise de isolados

australianos.

O sorotipos encontrados em nossa regido de estudo contrastam com o
levantamento feito por Piffer et al. (1997), em que os sorotipos 3 e 5 foram
apontados como dominantes no Brasil, onde também foram encontrados com
frequéncia os sorotipos 1, 4, 7 e 9. Um trabalho mais recente, realizado por
Kuchiishi et al. (2007) avaliou a prevaléncia dos sorotipos de A.
pleuropneumoniae no Brasil utilizando-se amostras isoladas em diversas
regidbes do pais no periodo entre os anos de 1993 e 2006. Os resultados,
obtidos pela técnica de imunodifusdo em gel de agarose, apontaram que 0s
sorotipos mais prevalentes foram 5 (14,8%), 3 (13,8%), 10 (7,3%), 6 (6,5%) e 7
(5%), sendo que aproximadamente 43 % das amostras ndo puderam ser
sorotipadas adequadamente pelo método empregado.

Ao contrario do esperado, dentre os isolados estudados, houve diferencas
observadas na distribuicdo dos sorotipos e nos dados de epidemiologia
levantados por Kuchiishi et al. (2007). Todos os micro-organismos isolados
entre 2003 e 2010 em nossa regidao de estudo sao dos sorotipos 2, 8, 5 ou 7,
sendo o sorotipo 2 caracteristico da granja E, o sorotipo 7 encontrado
principalmente nas granjas H e |, o sorotipo 5 exclusivo da granja B e o sorotipo
8 presente em quase todas as granjas. A presenca de um determinado sorotipo
em maior quantidade em uma determinada granja é provavelmente uma
consequéncia da criacdo independente adotada na maioria das granjas do
sudeste do Brasil, sistema este que diminui as chances de contaminagédo do
animal por agentes externos. A presenca de outros sorotipos em menor
quantidade revela, contudo, que este tipo de contaminacdo nao é

completamente evitado ou que existem isolados persistentes na area.

A discriminacao entre todos os 15 sorotipos de A. pleuropneumoniae por
métodos moleculares utilizando-se diferentes genes e estratégias é objetivo de
diversos estudos (da Costa et al., 2004; Gram et al., 2000; Rayamajhi et al.,
2005; Sthitmatee et al., 2003). Apesar dos esforcos, o elevado numero de
sorotipos e as semelhancas entre eles impedem que o uso destes métodos

leve a informacdes conclusivas quanto ao sorotipo de todos os isolados. O
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presente trabalho faz uso de dois destes métodos e apresenta assim, uma
estratégia para a melhor caracterizacdo dos sorotipos de isolados de A.

pleuropneumoniae de uma determinada area.

Ainda que as técnicas utilizadas tenham permitido o melhor entendimento
da dinamica da pleuropneumonia na regido de estudo, pouco se pode inferir
quanto a variabilidade genética dos isolados, uma vez que apenas alguns dos
genes apx foram avaliados. Neste contexto, nosso grupo decidiu pesquisar a
aplicabilidade de trés tipos diferentes de rep-PCR e avaliar o uso destas
técnicas na caracterizagdo de isolados clinicos de A. pleuropneumoniae. O
conhecimento do poder discriminativo de um determinado método de tipagem é
muito 0til em estudos epidemiolégicos e na caracterizacdo mais acurada de

uma populacado microbiana (Wilson et al., 2009).

Os métodos escolhidos, ERIC-PCR, BOX-PCR e (GTG)s-PCR, séao
comumente utilizados para a tipagem de diversos tipos de micro-organismos
(Adiguzel et al., 2009; Mohapatra e Mazumder, 2008; Redondo et al., 2009). Os
primers ERIC1R e ERIC2 tém como alvo sequéncias consenso intergénicas
repetitivas em enterobacterias (ERIC) de 124-127 pares de base. O primer
BOXA1R é um dos oligonuceotideos utilizados nas rea¢des de BOX-PCR, que
visam a amplificacdo das sequéncias Box, que sdo elementos repetitivos
presentes em diversos genomas bacterianos (Versalovic et al., 1991). Os poli-
trinucleotideos, como (GTG)s e (GCC)s sao altamente repetitivos nos genomas
de diversos micro-organismos, representando também sequéncias repetitivas
intercaladas, o que as torna interessantes em estudos de diversidade genética

(Versalovic e Lupski, 1998).

De acordo com o que tem sido observado com outros trabalhos,
esperavamos que o primer (GTG)s geraria um maior numero de fragmentos e,
consequentemente, um perfil de fingerprinting mais complexo e com maior
capacidade para discriminar os isolados de A. pleuropneumoniae. Em alguns
trabalhos anteriores a complexidade da (GTG)s-PCR foi superior a de outras
técnicas de rep-PCR e proporcinaram melhor discriminacao de isolados de
outros micro-organismos (Mohapatra e Mazumder, 2008; Svec et al., 2005).

Nossos dados mostram que a técnica apresentou um menor numero de
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fragmentos, quando comparada com os resultados de ERIC-PCR e BOX-PCR,
ainda que também tenha permitido caracterizar os isolados, apesar de agrupar
um menor numero deles com base em caracteristicas em comum (Figura 7).
Entretanto, como observado por Rychlik e Bejckova (1994), o numero de
fragmentos resultantes varia consideravelmente de uma espécie para outra e
esta fortemente correlacionado com o conteudo GC de espécies bacterianas
individuais, uma vez que A. pleuropneumoniae apresenta um conteudo GC
entre 41,2 % e 41,3 %. Este motivo, juntamente com o fato de A.
pleuropneumoniae possuir um genoma relativamente pequeno quando
comparado a diversos micro-organismos analisados pela técnica pode justificar
os resultados obtidos neste trabalho. A saber, 0s genomas sequenciados de
Actinobacillus pleuropneumoniae tém entre 2,2 e 2,3 Mpb (Foote et al., 2008;
Xu et al., 2008).

Mesmo que as andlises de fingerprinting tenham se mostrado habeis para
caracterizar os isoladosbacterianos deste estudo, a reacdo de BOX-PCR, como
citado anteriormente, permitiu o melhor agrupamento de isolados com
caracteristicas em comum. Adicionalmente, um fragmento de
aproximadamente 1,2 kb foi observada em 93 % dos isolados de A.
pleuropneumoniae, incluindo as linhagens utilizadas como referéncia; podendo
consistir assim, em um importante marcador molecular na identificacdo da

espécie.

As diferencas observadas nos trés dendrogramas apontam para a
complementariedade das trés técnicas, o que ja foi anteriormente discutido em
outros estudos. Zhu et al. (2006), por exemplo, analisaram como
complementares resultados de fingerprinting gerados no estudo de micro-
organismos relacionados a degradacao da cerveja. A mesma observagao levou
Wilson et al. (2009) a construirem uma analise de fingerprinting composto,
unindo os resultados obtidos por ERIC e BOX-PCR com o intuito de melhor
estudarem as diferencas entre isolados de Campylobacter jejuni.

Independente das informacbes que podem ser obtidas avaliando-se
juntamente os trés dendrogramas gerados, muitas informacbdes sdo apenas

reforcadas, como o fato de granjas diferentes possuirem micro-organismos
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muito semelhantes, sendo estes agrupados tendo em comum a caracteristica
de serem do mesmo sorotipo. Isto sugere que a estratégia de controle da
doenca pode ser a mesma nestas areas com incidéncia de isolados similares.
Uma vez que os dendrogramas gerados por rep-PCR revelam existéncia de
alguns isolados idénticos e outros muito semelhantes entre si, os dados obtidos
sao Uteis na escolha de isolados representativos para estudos posteriores. A
informacao gerada mais evidente, todavia, consiste no fato de os isolados
estudados apresentarem uma grande variabilidade genética, muitas vezes

estando estes na mesma area.

Elementos transponiveis sdo fontes de extensivas variacées gendmicas
(Gabriel et al., 2006). ISApl 1, identificado por Tegetmeyer et al. (2008), é um
destes elementos observado em A. pleuropneumoniae e classificado como
uma sequéncia de insercao (IS). Esta IS tem um tamanho aproximado de 1070
pares de base e é flanqueada por regides repetidas invertidas (IR) de 27 pares
de base. O elemento contém uma ORF de 924 pares de base que codifica uma
transposase. Liu et al. (2008) identificaram ainda uma segunda ORF putativa
de 165 pares de base contida inteiramente dentro da ORF da transposase.
Acredita-se que esta segunda ORF funcione como um controle antisenso ao
reduzir a traducdo do mRNA da transposase. O elemento ISApl7 compartilha
caracteristicas em comum com os elementos da familia IS30 (Liu et al., 2008).
A classificagdo de uma IS em uma determinada familia é baseada na
existéncia de transposases relacionadas, conservagdo de sitios cataliticos e
organizacao e IR similares (Siguier et al., 2006a).

Este trabalho revelou que existem diversas copias da sequéncia de
insercdo ISApl7 no genoma de A. pleuropneumoniae, mesmo naqueles
isolados em que o produto de PCR ndo foi visualizado. Possivelmente, o
resultado positivo ndo foi obtido nestes casos provavelmente devido mutacdes
pontuais presentes nas regides de anelamento dos primers e também pela
existéncia de copias incompletas destas ISs no genoma de A
pleuropneumoniae. Touchon et al. (2007) observaram que cepas que carregam
um tipo de IS tendem a conter outros tipos, sendo que alguns isolados podem

apresentar um grande numero de IS e também significativa diversidade de
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familias de sequéncias de insercdo. E possivel, portanto, que os isolados de A.
pleuropneumoniae contenham outras IS que também hibridizem com a sonda
para ORF da transposase de ISApl7, uma vez que transposases de uma
mesma familia tendem a ser similares (Siguier et al., 2006a). A bactéria Gram-
negativa Yersinia pestis, causadora da chamada peste negra € um exemplo de
micro-organismo que contém uma grande diversidade de IS em seu genoma.
Quando o genoma desta bactéria foi sequenciado, Parkhill et al. (2001)
identificaram pelo menos quatro tipos de sequéncias de inser¢cdo no genoma,
sendo 66 copias completas ou parciais do elemento IS1541, 44 da 1S100, 21
da I1S285 e 9 da IS1661. Acreditamos, por conseguinte, que o grande numero
de fragmentos observadas por Southern blotting reflita também rearranjos que
possam ter ocorrido com a transposicao de ISApl7, o que também explica a
grande variabilidade genética observada nos isolados de A. pleuropneumoniae
estudados nesta pesquisa. O banco de dados ISFinder (Siguier et al., 2006b)
foi utilizado para que se fosse feita uma busca pela distribuicdo da sequéncia
de insercdo ISApl7 nos genomas sequenciados das trés cepas de A.
pleuropneumoniae disponiveis no banco de dados Genbank. A tabela S2
apresenta os resultados, que contemplam as localizacbes dos elementos nos
respectivos genomas. Foram encontradas entre sete e nove cépias inteiras das
ISs distribuidas nos genomas. Os dados apresentados compreendem apenas
as regioes em que o elemento completo foi encontrado, ja que existem diversas
outras regides de homologia com regides incompletas. Estas regides podem
ser derivadas de rearranjos do elemento e reforcam o grande numero de
bandas encontrado por Southern blotting nos isolados analisados neste
trabalho.

Em conclusdo, este trabalho demonstra a utilizagdo de técnicas
moleculares que permitem a caracterizacao dos sorotipos de isolados clinicos
de A. pleuropneumoniae e apresenta o uso de metodologias inéditas no estudo
deste micro-organismo que evidenciam a grande variabilidade genética de seus
isolados. Estes estudos representam um importante avangco na compreensao
da dindmica da pleuropneumonia e impulsionam novas pesquisas. A melhor
compreensao da atividade do elemento ISApl7 e a caracterizacdo dos isolados

nao sorotipaveis, possivelmente envolvidos na persisténcia da doenga nas
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granjas de nossa regido, constituem objetos de estudos futuros por nosso
grupo de pesquisa.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1

PCR-REA do gene apx/VA. Perfil de restricdo observado apés o
tratamento do amplicon do gene apx/VA com as enzimas de restricdo
Alul, Hhal e Hpall em linhagens referéncia dos sorotipos 2, 8 e 15.

Alul Hhal Hpall

(Sorotipo referéncia)

02 08 15 02 08 15 02 08 15

3410 3410
2210 2210 1960
1580
1190 1300
1070 1090 1090 1090 1090
920 880 880 920
790 790
590 590
440 440 440 440
380 380 380 380 380
330
290
250 230
210
180 160 180 180 180 180
160 150 130 130 150

90 90 90
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Figura S1: Perfis de fragmento observados na amplificacdo de elementos gendémicos
repetitivos pelas técnicas de ERIC-PCR (A), BOX-PCR (B) e (GTG)s-PCR (C), realizadas em
alguns isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae e em cepas de Pasteurella multocida
(Pm), Haemophilus parasuis (Hps), Escherichia coli (Ec). M = Marcador O'GeneRuler® 1 kb
DNA Ladder
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Tabela S2

Distribuicdo do elemento ISApl7 nos genomas dos trés isolados de
Actinobacillus pleuropneumoniae disponiveis no banco de dados
Genbank. A busca foi feita com o banco ISfinder.

Cepa  Sorotipo Acesso Origem Posicoes

L20 05a CP001091 Canadéa 1889266 — 1890683
1716182 — 1717599
1638207 — 1639624
698655 — 700072
1057710 — 1059128
1138282 — 1139697
1228651 — 1230067
227906 — 228790

JLO3 03 CP000687 China 2345785 — 2346202
1740386 — 1441803
1090917 — 1092334
1670769 — 1672186
732277 — 733161
2194762 — 2195646
1262495 — 1263379

AP76 07 CP000569 Alemanha 1193232 — 1194649
1677228 — 1678645
1611008 — 1612425
1023039 — 1024456
2050385 — 2051802
2100843 — 2102252
228690 — 230097
249821 - 250705
659327 — 660211
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Capitulo 2

CARACTERIZACAO DO GENE om/A EM DIFERENTES SOROTIPOS DE
Actinobacillus pleuropneumoniae: UMA NOVA VISAO DE UMA ANTIGA
ABORDAGEM

Este artigo foi escrito de acordo com as normas da revista Veterinary Microbiology
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RESUMO

ROSSI, Ciro César. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011
Caracterizacado do gene om/A em diferentes sorotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae: uma nova visao de uma antiga
abordagem. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-orientadoras:
Marisa Vieira de Queiroz, Elza Fernandes de Araujo e Andréa de Oliveira
Barros Ribon.

A proteina OmIA é um fator de viruléncia em Actinobacillus pleuropneumoniae,
um importante patégeno de suinos. Neste trabalho os polimorfismos presentes
nas sequéncias nucleotidicas no gene omlA dos 15 sorotipos de A.
pleuropneumoniae e de isolados de campo nao sorotipaveis por métodos
convencionais foram acessados com o objetivo de se realizar uma
reconstrucdo filogenética que demonstrasse a relacdo evolutiva entre os
isolados e validasse a importancia desse gene como um marcador molecular
na caracterizacao dos sorotipos de A. pleuropneumoniae. Adicionalmente,
foram avaliadas a estrutura do gene omlA, a estrutura secundaria da proteina
OmlA e a organizacao do gene em isolados clinicos de A. pleuropneumoniae
obtidos na regiao sudeste do Brasil. A reconstrucao filogenética revelou que a
diferenciacao entre os 15 sorotipos de A. pleuropneumoniae ocorreu em dois
eventos evolutivos que permitiram a separacdo dos mesmos em nove grupos
distintos, possibilitando a caracterizagdo da maioria dos sorotipos de A.
pleuropneumoniae, incluindo isolados n&o sorotipaveis e contornando os
problemas de reacdo cruzada observados na maioria dos sorotipos. Embora
haja diferencas na estrutura da proteina OmlA entre os diferentes sorotipos,
uma alfa-hélice formada pelos primeiros vinte aminoacidos € comum a todos,
provavelmente envolvida na ligacao da proteina a membrana e atuando como
peptideo sinal. Ainda que a organizacao do gene omlA seja semelhante na
maioria dos isolados brasileiros, existem alguns com caracteristicas marcantes
e diferenciais, como uma duplicacdo inédita, que reflete a variabilidade
genética existente e pode justificar a dificuldade em se sorotipar alguns
isolados. Estes dados reafirmam a importancia do gene omlA no estudo de A.

pleuropneumoniae e propdéem novas pesquisas com a proteina OmlA.
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1.  INTRODUGCAO

Doencas respiratdérias sado responsaveis por um grande impacto
econdmico gerado na suinocultura. A pleuropneumonia suina (PPS) configura-
se como uma das mais importantes entre estas doencas, caracterizada por
pneumonia e pleurite fibrinosa, necrética e hemorragica, sendo relatada em
todos os paises em que a suinocultura é intensiva (Shin et al., 2007). Os
prejuizos consequentes da PPS derivam do fato de que esta pode resultar em
diminuicdo da média diaria de ganho de massa corporal, perdas por
necessidade de abate precoce e gastos com intervencdes, como medicacéo e
vacinacgao, além da morte do animal (Kim e Lee, 2006; Straw e Taylor, 2006).

O principal agente etiologico da PPS é o cocobacilo Gram-negativo
Actinobacillus pleuropneumoniae, pertencente a familia Pasteurellaceae
(Biberstein e Hirsh, 2003). Atualmente sdo conhecidos 15 sorotipos de A.
pleuropneumoniae, definidos com base em propriedades antigénicas dos
polissacarideos da capsula e lipopolissacarideos da parede celular. Apesar de
todos os sorotipos serem capazes de causar doencga, existem diferencas na
viruléncia (Schuchert et al., 2004). Por isso, a sorotipagem de isolados de
campo de A. pleuropneumoniae é um fator chave no estudo epidemioldgico e
no controle da doenca, uma vez que a prevaléncia e a viruléncia dos diferentes

sorotipos podem variar entre paises e regides (Dubreuil et al., 2000).

Um grande numero de ensaios sorolégicos foi desenvolvido para a
caracterizagao sorologica de isolados de A. pleuropneumoniae (Jessing et al.,
2003; Lacouture et al.,, 1997). Embora os ensaios imunolégicos sejam
relativamente rapidos, estes apresentam como principal limitagdo o fato de
comumente resultarem em reacdes cruzadas (Jessing et al., 2003), ou seja, a
ocorréncia de reatividade de alguns anticorpos policlonais a um antigeno
diferente do imundgeno contra o qual foi criado. Na pratica, este problema
representa erros de classificacao soroldgica e, portanto, abordagem terapéutica
muitas vezes ineficiente (Lacouture et al., 1997; Mittal e Bourdon, 1991; Mittal
et al., 1988; Mittal et al., 1993).

Muitas técnicas moleculares tém sido empregadas para estudar a

epidemiologia molecular de diferentes patégenos bacterianos (Macédo et al.,
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2009). Estas novas técnicas buscam marcadores moleculares que permitam
complementar as informacdes obtidas com as técnicas sorolégicas. Um
importante constituinte da membrana externa de A. pleuropneumoniae é a
proteina OmlIA (outer membrane lipoprotein A), produto do gene omlA. Esta
proteina € membro da familia de proteinas SmpA/OmIA encontrada em proteo-
bactérias (Fuangthong et al., 2008). Porém, este grupo de pequenas proteinas
ainda permanece pouco caracterizado (Vanini et al., 2008). As proteinas de
membrana externa de bactérias Gram-negativas, como A. pleuropneumoniae,
desempenham importantes papéis na colonizagdo e infeccdo em um
determinado hospedeiro e frequentemente sdo alvos para a sintese de vacinas
(Chung et al., 2008).

O produto do gene omlA de isolados de A. pleuropneumoniae dos
sorotipos 1 e 5 foi utilizado com sucesso na imunizagao em suinos, reduzindo
consideravelmente a mortalidade (Bunka et al., 1995). Embora haja poucas
informacdes sobre a funcdo da proteina OmlA na patogénese da
pleuropneumonia suina causada por A. pleuropneumoniae, um trabalho
realizado por Gerlach et al. (1993) revelou a presenca do gene omlA nos
isolados de A. pleuropneumoniae de diferentes sorotipos, ainda que as
proteinas produzidas revelassem diferencas antigénicas de acordo com o

sorotipo do isolado de origem.

A filogenia molecular baseada em polimorfismos presentes em
sequéncias de genes ou fragmentos de diferentes loci, por exemplo, tem sido
frequentemente utilizada para caracterizar e distinguir sorotipos ou isolados de
diversos micro-organismos (Gonzalez-Escalona et al., 2008; Nakamura et al.,
2000; Nightingale et al., 2005; Ward et al., 2004)

O objetivo deste estudo foi analisar os polimorfismos do gene omlA de
isolados pertencentes a diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae e avaliar
0 seu emprego como possivel marcador molecular na determinacao do sorotipo
de isolados deste micro-organismo. Espera-se assim ampliar as ferramentas

moleculares empregadas na genotipagem de A. pleuropneumoniae.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismos, condi¢ées de cultivo e manutencdo

Os isolados clinicos de Actinobacillus pleuropneumoniae e as linhagens
referéncia desta bactéria utilizados neste estudo foram fornecidos pela
empresa MICROVET - Microbiologia Veterinaria Especial (Vigosa, Minas
Gerais). Os isolados foram obtidos a partir de pulmdes e tonsilas de animais
com sinais clinicos de pleuropneumonia distribuidos em diferentes areas na
regido sudeste do Brasil, sendo a maioria destes obtidos no Estado de Minas
Gerais. Os isolados foram previamente identificados por testes bioquimicos e
sorotipados por imunodifusdo. Todos os isolados foram cultivados a 37°C por
24h em meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI — brain heart infusion)
suplementado com 0,01 % de NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) e

mantidos em jarra de anaerobiose em 5% de CO..

2.2 Manipulagao de DNA

O DNA total de isolados bacterianos foi obtido com o kit Wizard Genome
DNA Purification kit™ (Promega, Madison, USA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. O par de oligonucleotideos LPF (5-AAG GTT GAT ATG TCC
GCA CC-3) e LPR (5-CAC CGA TTA CGC CTT GCC A-3’) (Gram e Ahrens,
1998) foi utilizado para amplificar o gene omlA (cujo amplicon apresenta um
tamanho de aproximadamente 1200 pb). A reacdo de PCR foi realizada com
1U da enzima GoTag™ DNA polimerase (Promega, Madison, USA) em um
volume final de 25 pL do tampao da enzima contendo 0,5 mM de MgCl,, 0,2
mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada oligonucleotideo e 50 ng de DNA no
aparelho termociclador C1000™ (BioRad, Richmond, USA). O DNA foi
submetido a uma desnaturacéo inicial de 94 °C por 5 min, seguidos por 35
ciclos de desnaturacao a 94 °C por 45 seg, anelamento dos oligonucleotideos a
50°C por 45 seg, e extensdo do oligonucleotideo a 72 °C por 4 min. Para a
extensao final, apds o ultimo ciclo, a reacao foi submetida a 72 °C por 10 min.
O fragmento de DNA que corresponde ao gene omlA obtido a partir da
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amplificacdo do DNA total dos diferentes isolados foi observado apds
eletroforese em gel de agarose 1,0 %. O fragmento gerado foi purificado
utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System™ (Promega,

Madison, USA) e submetido a sequenciamento.

2.3 Obtencao das sequéncias de nucleotideos

As sequéncias de nucleotideos utilizadas neste trabalho sédo referentes ao
gene omlA de isolados Actinobacillus pleuropneumoniae de diferentes
sorotipos e origens. Os numeros de acesso no banco de dados Genbank
(NCBI, National Center for Biotechnology Information) e os sorotipos dos
respectivos isolados estdo listados na tabela 1. Sequéncias nucleotidicas de
isolados dos sorotipos 13, 14 e 15, anteriormente ndo existentes nos bancos de
dados, foram obtidas no presente trabalho e foram depositadas com os
nameros de acessos JF311904, JF304624 e JF304622, respectivamente.
Adicionalmente, foram sequenciados neste estudo os genes omlA de isolados
cujos sorotipos nao puderam ser definidos por métodos imunoldgicos
convencionais (acessos JF30418-20, JF304621 e JF304623).

Tabela 1
Numeros de acesso no banco de dados Genbank (NCBI), sorotipo e fonte das sequéncias
nucleotidicas do gene omlA utilizadas neste trabalho.

Acesso Sorotipo  Fonte  Acesso Sorotipo Fonte Acesso Sorotipo Fonte
AB007572 01 Us6675 01 L06318 01 (Gerlach et al., 1993)
AB007573 02 U86676 02 EU251513 01 Genbank
AB007574 03 u86677 03 NC_010939 07
AB007575 04 U86678 04 D28491 05a (Ito et al., 1995)
AB007576 05a U86679 5a (Gram 248920 05 (Bunka et al., 1999)
AB007577 05b (Ito, U86680 5b e JF311904 13
AB007578 06 2008)  U86681 06 Ahrens,  JF304624 14
AB007579 07 U86682 07 1998)  JF304622 15
AB007580 08 U86683 08 JF304618 ND Este trabalho
AB007581 09 U86684 09 JF304619 ND
AB007583 11 U86685 10 JF304620 ND
AB007584 12 U86686 11 JF304621 ND

U86687 12 JF304623 ND
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2.4. Analise estrutural do gene omlA

As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao gene omlA de diferentes
sorotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae foram caracterizadas. A predicao
dos pontos +1 da traducdo e o cédon de parada da traducao foi feita com a
ferramenta de analise ORF finder (Rombel et al., 2002). As sequéncias -10 e -
35 correspondentes a regidao promotora do gene omlA foram preditos pelo
Bacterial Promoter Prediction Program, BPROM (www.softberry.com),
programa este que reconhece promotores bacterianos especificos do fator
sigma70. O BPROM também foi utilizado para predizer possiveis cis elementos
de reconhecimento de fatores de transcricido considerando-se a regido
promotora predita e sitios de ligacdo conhecidos para diversos fatores de

transcrigao.

2.5. Analise estrutural da proteina OmiA

A sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene omlA foi predita por
meio do programa Mega 5.03, utilizando-se o cédigo genético bacteriano. A
estrutura secundaria putativa foi predita com o algoritmo Phyre (Kelley e
Sternberg, 2009) e confrontada com a estrutura predita pelo algoritmo Jnet do
Jored3 (Cole et al.,, 2008). Neste estudo, apenas as estruturas com
probabilidade acima de 80 % foram consideradas na constru¢do do modelo da
estrutura consenso da proteina OmIA. O modelo TMHMM, baseada no modelo
de Markov foi utilizado para a predicao de hélices transmembrana (Krogh et al.,
2001). A busca por dominios conservados foi feita pelo banco de dados do
PROSITE (Sigrist et al., 2010) e pelo banco de dados Conserved Domain
Database (Marchler-Bauer et al., 2009).

2.6. Analise filogenética molecular

As 38 sequéncias nucleotidicas utilizadas neste trabalho foram
inicialmente alinhadas utilizando-se o programa Clustal W (Larkin et al., 2007),
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sendo visualmente inspecionadas e manualmente corrigidas utilizando-se a
sequéncia de aminodacidos deduzida pelo codigo genético bacteriano com o
programa Mega 5.03 (Tamura et al., 2007). Sequéncias incompletas
disponiveis nos bancos de dados e com menos de 1000 pb ndo foram
utilizadas neste estudo.

A arvore filogenética foi construida utilizando-se trés métodos diferentes:
maxima parciménia (MP), maxima verossimilhangca (ML) e neighbour joining
(NJ). As arvores foram inferidas pelo programa PAUP* versao 4.0b10
(Swofford, 2003). O programa ModelTest versao 3.7 (Posada e Crandall, 1998)
foi utilizado para testar 56 modelos de modo a estabelecer o modelo de
evolucao de DNA que melhor se adequava aos dados para a andlise de ML. O
modelo de escolha foi o Tamura Nei considerando-se uma proporcao de
0.4572 % de sitios invariaveis. Entdo uma busca heuristica foi feita, iniciando
com uma arvore de NJ e utilizando o algoritmo tree-bisection-reconnection
(TBR).

Para estimar a robustez de cada né interno das arvores, uma analise
estatistica foi feita utilizando o bootstraping (1000 repeticées para os métodos
NJ e MP e 100 repeticdes para o método ML) com o programa PAUP*. Como
os valores de bootstrap tendem a ser conservativos (Sanderson e Shaffer,
2002), foi feita uma analise Bayesiana, utilizando o software Mr. Bayes 3.0
(Huelsenback e Ronquist, 2001). O melhor modelo para se realizar a analise foi
inferido com o programa Mr Modeltest 2.3 (Nylander, 2004). O modelo
escolhido foi o modelo General Time Reversible com sitios invariaveis (GTR +
). As arvores filogenéticas geradas neste trabalho foram visualizadas e
editadas com o programa Fig Tree 1.3.1, disponivel em
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree.

2.7. Estudo da organizacdo do gene omlA em isolados de A.

pleuropneumoniae

A andlise do numero de cépias e organizacdo do gene oml/A no genoma
de diferentes isolados obtidos na regido de estudo foi feita pela técnica de
Southern blotting (Sambrook et al., 1989). Para este estudo, onze isolados de
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suinos com sinais clinicos de pleuropneumonia obtidos entre os anos de 2003
e 2010 em seis diferentes granjas localizadas na regiao sudeste do Brasil
foram selecionados. Entre eles estdo incluidos quatro isolados nao
sorotipaveis. O par de primers omlAhF (5 CGG TTT AGT CGC AGG TTT AGT
3’) e omlAhR (5 TCC TTA ACC CCT AAT TCC TTA AGA 3’) foi utilizado para a
sintese de uma sonda de 372 pb para a hibridizacdo (Figura 1D). A sonda foi
feita com o kit PCR DIG Probe Synthesis Kit™ (Roche, Mannheim, Alemanha),
de acordo com as indicagbes do fabricante. Um volume correspondente a 5 ug
de DNA total dos isolados foi submetido a clivagem por 16h com as enzimas de
restricao Xbal e Bglll, que reconhecem regides adjacentes e opostas do
fragmento da ORF do gene omlA utilizado como sonda, gerando um fragmento
esperado de 943 pb. Os fragmentos gerados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8 % e transferidos para uma membrana de nylon
Amersham Hybond™N* (GE Healthcare, Chalfont St Giles, Inglaterra) de
acordo com os procedimentos indicados por Sambrook et al. (1989). A
hibridizacao foi realizada em condicoes de alta estringéncia a 42 °C com o kit
DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit ™ (Roche, Mannheim,
Alemanha). As condi¢6es de lavagem foram: 5 min em SSC 2X + SDS 0,1 % e
5 min em SSC 0,5X + SDS 0,1 %, ambas em temperatura ambiente, seguido
por 15 min em SSC 0,5X + SDS 0,1 % e 15 min em SSC 0,1X + SDS 0,1 % a
65 °C. Posteriormente, prosseguiu a etapa de revelacdo de acordo com a
sugestdo do fabricante. O resultado foi visualizado e capturado com
fotodocumentador L-Pix Chemi (Loccus, Sao Paulo, Brasil).

3. RESULTADOS
3.1. Analise das sequéncias

As 38 sequéncias do gene omlA analisadas sao ricas em AT (média de
64,2 %, contra 35,8 % de GC), apresentando média de porcentagens das
bases guanina, citosina, timina e adenina de, respectivamente, 20,6 %, 15,2 %,
25,8 % e 38,4 % (material suplementar, Tabela S1). Os valores sao

ligeiramente menores que o valor do conteddo GC observado nos trés
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genomas sequenciados de A. pleuropneumoniae disponiveis no banco de
dados Genbank. Os conteudos GC das cepas AP76 (sorotipo 07) e JLO3
(sorotipo 03) — acessos CP000569 e CP000687, respectivamente — sao de
41,2 % e o da cepa L20 (sorotipo 05a) é de 41,3% (acesso CP001091).

As sequéncias utilizadas neste estudo tém entre 1098 e 1361 pares de
base, representando um total de 662 sitios variaveis (em torno 47 %) dentre as
1421 posicoes alinhadas (0 numero de posicdes alinhadas superior ao
tamanho das sequéncias deve-se a ocorréncia de gaps no alinhamento).

Este alinhamento revelou que a grande variabilidade nas sequéncias
nucleotidicas decorreu de 218 substituicdes de base, sendo 68 (31 %) destas
na primeira base do cédon, 58 (27 %) na segunda e 92 (42 %) na terceira
(Tabela S2). A organizagdo dos cédons no cédigo genético garante que as
substituicbes de base mais frequentes tenham menos consequéncias
deletérias para a funcado da proteina, o que € garantido principalmente pela
possibilidade de oscilagdo da terceira base de um codon sem alterar o
aminoacido traduzido (Epstein et al., 2000). Embora grande parte das
substituicdes nucleotidicas tenha ocorrido na terceira base (42 %), a maioria
destas ocorreu na primeira e na segunda base, que refletiram em um grande
namero de sitios varidveis na sequéncia de aminodacidos deduzida pelo
software MEGA 5.03. Entre as 386 posicdes alinhadas de aminoacidos
observados na traducao da sequéncia codificadora, 245 sitios sdo variaveis, o

que representa 63,5 % do total.

A extensiva quantidade de alteracées na sequéncia primaria da proteina
OmlA é decorrente tanto de transicdes quanto de transversdes. Geralmente as
taxas de transicoes sdo aproximadamente duas vezes maiores que as taxas de
transversbées (Zhang e Gerstein, 2003). Isto se justifica pelo fato de que as
tranversdes constituem na substituicdo de uma pirimidina por uma purina ou
vice-versa, e este tipo de mutacao geraria distorcoes na molécula de DNA. As
médias dos numeros de transversdes e transicoes decorrentes das
substituicdes no gene omlA, entretanto, foram muito préximas, sendo os
valores de transi¢des iguais a 108 (51,4 %) e de tranversdes iguais a 110 (48,6

%), respectivamente; o que equivale a uma razao de transicdes/transversdes
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de aproximadamente 0,99 (material suplementar, Tabela S2). Portanto, as altas
taxas de transversdes observadas para o gene omlA demonstram a grande
variabilidade genética que estes genes adquiriiam no curso evolutivo dos
diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae.

3.2. Analise estrutural do gene omiA

A analise estrutural do gene omlA de todas as sequéncias disponiveis dos
quinze sorotipos caracterizados de A. pleuropneumoniae revelou que este gene
possui uma sequéncia aberta de leitura ou ORF (open reading frame) que é
delimitada pelos cdédons ATG e TAA como, respectivamente os codons de
iniciacdo (que codifica 0 aminoacido metionina) e terminagéo, o que resulta em

um tamanho entre 1086 e 1125 pares de base.

O alinhamento das sequéncias no programa Mega 5.03 mostrou que,
como observado por Gram et al. (1998), a regiao inicial do gene é bastante
conservada. A regidao compreendida entre os pontos +1 da traducéo e o ponto
+160 apresenta 87,5 % de seus nucleotideos idénticos para todas os sorotipos,
sendo que as diferencas sdo observadas apenas para poucas amostras. Este
elevado grau de conservagao sugere a existéncia de um dominio de grande

importancia funcional para o gene.

A andlise da sequéncia pelo programa BPROM revelou o provavel
posicionamento das regides -10 e -35 nos promotores dos genes omiA
caracterizados. A primeira é constituida por nove nucleotideos e consiste na
sequéncia consenso TTGTAAATT, como pode ser observado no alinhamento
dos promotores das sequéncias utilizadas neste trabalho (Figura 1A). Esta
sequéncia apresentou-se conservada em todos os isolados analisados. A
regidao central do elemento -10 localiza-se entre 44 a 46 pares de base
upstream ao ponto de inicio da traducdo. O elemento -35 é constituido por seis
nucleotideos e apresenta a sequéncia consenso TTTATB, em que B representa
o nucleotideo G (em 83 % das sequéncias) ou o nucleotideo A (17 %). A regiao
central do elemento -35 localiza-se entre 66 e 68 pares de base upstream ao
ponto de inicio da traducéo.
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Na regidao promotora do gene, as sequéncias TTATATTT e TATTTATT
foram recorrentes e o programa BPROM sugere que estas podem ser regides
de interacdo com fatores de ligacdo. A primeira sequéncia é encontrada no
banco de dados do programa como consenso para o ativador transcricional
GcevA, conhecido por ativar o sistema de clivagem do aminoéacido glicina,
ativando o operon gcvTPH (Wilson et al., 1995). Portanto, esta regido pode ser
considerada um elemento putativo de ligacdo para um fator de transcri¢cdo cujo
sitio de ligacdo ao DNA seja estruturalmente semelhante ao da proteina GcvA.
Esta repeticdo de bases, entretanto, ndo foi encontrada em todas as
sequéncias, estando ausente em trés das 34 analisadas. Além disso, em uma
das sequéncias, Z48920 (sorotipo 5), este sitio apresenta-se adjacente a regiao
-35 do promotor. Mais interessante é o fato de que a segunda sequéncia
corresponde a um possivel sitio de ligacao para a proteina regulatéria Lrp. A
proteina Lrp é um regulador transcricional global e a familia desta proteina é
amplamente distribuida entre bactérias e archaeas (Brinkman et al., 2003).

Para facilitar a ligacdo do ribossomo, préximo ao sitio de inicio da
traducao em procariotos, existe uma pequena sequéncia chamada de Shine-
Dalgarno. A regido putativa Shine Dalgarno foi inferida baseada na composic¢ao
e na posicao da sequéncia consenso (Watson et al., 2004). Esta se localiza
entre 6 e 7 nucleotideos upstream ao inicio da traducdo e tem a sequéncia
consenso AAGGAA, idéntica em todas as sequéncias analisadas. A Figura 1B
apresenta um esquema da organizacao da regiao promotora do gene omiA,
estabelecida a partir da analise de todas as sequéncias disponiveis, incluindo
0s quinze sorotipos.

63



10

L06318(01)
U86675 (01)

AB007572

(01)

U86676 (02)

AB007573

(02)

U86677 (03)

AB007574

(03)

U86678 (04)

AB007575

(04)

U86679 (05a)

AB007576 (05a)

D28491 (05a)

AB007577 (05b)

U86680 (05b)
248920 (05)
U86681 (06)

AB007578

(06)

U86682 (07)

AB007579
AB007580

(07)
(08)

U86684 (09)

AB007581

(09)

U86685 (10)
U86686 (11)

AB007583
AB007584

(11)
(12)

U86687 (12)

JF311904
JF304624
JF304622
JF304620
JF304621
JF304623
JF304619

AP-OmlA
AT-OmlA
HP-Oml1lA

AP-Oml1A
AT-Cml1A
HP-OmlA

AP-OmlA
AT-OmlA
HP-Oml1lA

AP-OmlA
AT-OmlA
HP-Oml1lA

AP-OmlA
AT-Cml1A
HP-OmlA

Figura 1. Caracterizagdo do gene omlA e da proteina OmlA de diferentes sorotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae.(A) Regido promotora do gene omlA de isolados de Actinobacillus pleuropneumoniae
pertencentes aos 15 sorotipos descritos. Sdo destacados os sitios putativos de ligagédo a fatores de
-10, Shine Dalgarno (SD) e o ponto +1 da tradugéo. (B) Esquema da
regido promotora do gene omlA de Actinobacillus pleuropneumoniae. O modelo foi construido baseado
no alinhamento realizado em (A) S&o destacadas as sequéncias consenso para possiveis cis elementos
para a ligacao fatores de transcricao (I e IV), a regiao -35 (ll), a regiao -10 (lll), a regido Shine Dalgarno
(V) e o sitio de inicio da traducao (VI). B = Adenina (17 %) ou Guanina (83 %) (C) Alinhamento das
sequéncias de aminodacidos de OmlA de Actinobacillus pleuropneumoniae (AP), Actinobacillus ureae
(AU) e Haemophilus parasuis (HP). As sequéncias idénticas sédo destacadas em preto e as similares em
cinza. (D) Regiao do gene omlA utilizada para a sintese da sonda para a reagéo de Southern blotting e
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3.3. Analise estrutural da proteina OmiIA

A sequéncia deduzida de aminodacidos da proteina OmIA apresenta entre
362 e 375 residuos de aminoéacidos, sendo 80 % dos 58 primeiros idénticos em
todas as sequéncias analisadas neste trabalho, o que reforca uma importancia
funcional desta regido da proteina. Embora a busca por sequéncias
nucleotidicas homoélogas a do gene omlA no Genbank nado demonstre
homologia significativa com nenhuma outra espécie, a sequéncia primaria da
proteina OmIA de A. pleuropneumoniae assemelha-se a sequéncia primaria da
mesma proteina em Actinobacillus ureae e Haemophilus parasuis, ambos da
familia Pasteurellaceae. O alinhamento da sequéncia primaria da proteina
destas trés espécies € apresentado na Figura 1C e revela a conservacao da
estrutura de OmlA, incluindo a regido N-terminal, o que reforca a sua

importancia.

Para a predicdo da estrutura secundéria da proteina, uma vez que foram
observadas incongruéncias entre diferentes programas de predicdo desta
estrutura, foram utilizados dois algoritmos diferentes, o Jpred 3 e o Phyre, que
foram recentemente atualizados e analisados (Cole et al.,, 2008; Kelley e
Sternberg, 2009). Os perfis estruturais gerado pelos dois foram confrontados e
um modelo da estrutura secundaria da proteina foi construido (Figura 2). Para
a construcao deste modelo, apenas as estruturas com probabilidade acima de
80 % foram consideradas. O modelo de estrutura secundaria deduzida revela a
organizacao de grande parte da proteina em folhas beta, cujas posi¢cdes podem
variar de acordo com o sorotipo, e a existéncia de apenas uma alfa-hélice,
conservada em todos os sorotipos, localizada entre o quinto e o vigésimo
aminoacido. Esta regidao constitui a sequéncia  aminoacidica
KLIAGLVAGLVLTAC na maioria dos sorotipos, sendo observadas variacdes
apenas nas sequéncias dos sorotipos 1, 9, 11 e 8. Nestes casos, os terceiro
(isoleucina), quinto (glicina), nono (glicina) e décimo (leucina) aminoacidos sao
substituidos, respectivamente pelos aminoacidos metionina, serina e valina,
constituindo a sequéncia KLMASLVASVVLTAC. Apesar desta alteracdo, a
diferenga na sequéncia ndo altera a formacao de uma alfa-hélice devido ao fato

de que o0s aminoacidos alterados continuam sendo do mesmo grupo:
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isoleucina, metionina, leucina e valina sdao aminoacidos nao polares e
hidrofébicos e o par glicina/serina consistem de aminoacidos polares e sem

carga.

A funcao da alfa-hélice conservada na proteina OmlA foi investigada
quanto ao seu posicionamento transmembrana pelo modelo TMHMM (Krogh et
al., 2001). Em nenhuma das analises feitas neste trabalho houve a predicdo de
existéncia de uma hélice transmembrana nesta proteina, o que indica que esta
estrutura deva estar envolvida em outra funcdo. A busca por dominios
conservados no banco de dados do PROSITE (Sigrist et al., 2010) relacionou
os vinte primeiros aminoacidos da sequéncia aminoacidica ao perfil de sitio de
ligacdo a lipidio (perfil PS51257) e ao peptideo sinal. Portanto, a alfa-hélice
presente na estrutura da proteina OmlA pode estar relacionada ao sitio de
ancoragem da proteina a membrana externa, além de direcionar o transporte

da proteina para sua localizacao extracelular.

i .ll

=
S 7
A i 7

Nl‘

(posicio / residuo de aminoacido)

Figura 2. Estrutura secundaria putativa da proteina OmlA de Actinobacillus pleuropneumoniae
deduzida pelos algoritmos Jpred3 e QuickPhyre. O cilindro representa a alfa-hélice e as setas
representam folhas-beta. As intensidades das cores das setas refletem a recorréncia desta
estrutura nos quinze sorotipos, em que a coloragdo mais clara indica a ocorréncia em 50 % dos

15 sorotipos e a mais escura indica a ocorréncia em 100 % destes.

Adicionalmente, uma pesquisa feita no Conserved Domain Database
(Marchler-Bauer et al., 2009) mostrou que esta proteina pertence a
superfamilia da Lipoproteina 5, descrita como proteina que se liga a

transferrina e esta distantemente relacionada a outras familias de proteinas
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que se ligam a solutos. A pesquisa no banco de dados de familias de proteinas
Pfam (Finn et al., 2010) apontou que quase totalidade da sequéncia
aminoacidica da proteina esta relacionada a superfamilia Lipoproteina 5, uma
vez que os residuos nas posicdes 1 a 88, 108 a 180 e 193 a 358 (com
variagdes de alguns residuos de aminoacidos de acordo com cada sorotipo)

sao assinalados como conservados.

3.4. Analise filogenética

Uma vez que os genes omlA de outros organismos sao estruturalmente
muito distantes daquele encontrado em A. pleuropneumoniae, nao foi utilizado
um grupo externo para permitir a melhor separacao entre os 15 sorotipos e,

portanto, as arvores filogenéticas resultantes sdo nao enraizadas.

A arvore filogenética obtida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene
omlA de A. pleuropneumoniae por analise Bayesiana identificou nove grupos
distintos baseado no sorotipo do micro-organismo (Figura 3). Um grupo é
composto pelos sorotipos 1, 9 e 11; um segundo grupo composto pelo sorotipo
12; o terceiro pelos sorotipos 2 e 8, o quarto pelo sorotipo 14, o quinto pelos
sorotipos 3, 4 e 6, 0 sexto pelo sorotipo 7, o0 sétimo pelos sorotipos 5 e 10, o
oitavo pelo sorotipo 13 e o nono pelo 15, sendo os valores de bootstrap
igualmente altos para todos os métodos de reconstrucao filogenética utilizados.
O mesmo foi observado para os valores de probabilidade posterior obtidos na
analise Bayesiana (proximos de ou iguais a 100 %).

A separacgao dos isolados em tantos grupos era esperada pelas analises
feitas com o alinhamento. Enquanto a regido inicial dos genes é grandemente
conservada, como ressaltado anteriormente, na regido interna e terminal do
gene é observada grande variabilidade genética entre os sorotipos, uma vez
que o alinhamento mostrou haver 52 % de sitios variaveis. Estas diferencas
nas sequéncias sao bruscamente diminuidas quando sdo considerados
separadamente alguns dos grupos que foram formados na reconstrucédo
filogenética.
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No grupo composto pelos sorotipos 1, 9 e 11, 0 nUmero de sitios variaveis
de aminoacidos entre eles é de 4 em 440 (0,9 %), e o numero de sitios
variaveis na sequéncia de nucleotideos é de 5 em 1320 (0,4 %). Para avaliar
se a separacdao monofilética destes trés sorotipos nao era influenciada pela
grande divergéncia com as outras sequéncias, foram feitos alinhamentos e
reconstrucdes filogenéticas separadas para os trés sorotipos, utilizando-se os
mesmos métodos empregados anteriormente. Entretanto, a conservacao das
sequéncias do gene omlA para estes sorotipos (99,1 %) impediu a separacao

deles em grupos baseada em seus sorotipos, como esperado (dados néo

apresentados).
36679 5a
143920 05
ABOD7576_5a
100,/100/100,/100 D23491 5a
E ABODT5T7_5b
U86630_5b
100/100/100/100 J'iggggﬂsm
- /10071007100 USE6TR, 05
ABOOTST4_D3
USE6T7_03
US6681_06
99,/100,100,92 ABDO7578_06
99,/100,100/100
ABDOTS79_07
- U86682_0T
L iC_p10539_07
100/100/100/100 - UBEET5 02
US6653_D3
L[( ABOOTST2_D02
ABODTS80_08
ABODTSS4_12
UE687_1Z
U66TS_D1
USEG86_11
ABOOTSE3_11
U86684_08
H251513_01
ABDDTSSi_D9
106218_D1
ABODTST2_DI
JI304624_14
9g8,/100,100/9%
0.2

Figura 3. Arvore filogenética construida por andlise Bayesiana utilizando trinta e sete sequéncias do
gene omlA dos quinze sorotipos diferentes de Actinobacillus pleuropneumoniae. Ao lado dos ramos da
arvore sdo mostrados os valores de bootstrap de cada um dos trés métodos filogenéticos usados
(Neighbour joining, Maxima Parcim6nia e Maxima Verossimilhanga, respectivamente), bem como os
valores de probabilidade poosterior encontrados para a arvore consenso da analise Bayesiana. Na
figura sdo mostrados os nuimeros de acesso seguidos pelos sorotipos das sequéncias utilizadas.

Sorotipos diferentes sédo realgados com cores diferentes.
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Para o grupo composto pelos sorotipos 2 e 8, os mesmos sitios variaveis
foram de 1,5 % e 0,9 %, respectivamente. Para o grupo composto pelos
sorotipos 5 e 10, os valores foram de, respectivamente 3,6 % € 2,5 %. E para o
grupo composto pelos sorotipos 3, 4, 6 e 7, esses valores foram de 3,6 % € 2,5

%, respectivamente.

O agrupamento em clados adjacentes entre os sorotipos 3 e 6 revela uma
proximidade evolutiva que provavelmente justifica a ocorréncia de reacdes
cruzadas entre estes sorotipos (Mittal et al., 1988). Nao foi observado, porém,
um agrupamento do sorotipo 8 préximo aos sorotipos 3 e 6. Este, ao contrario,
formou um grupo com o sorotipo 2. Como o perfil de agrupamento observado
entre os sorotipos 2 e 8 foi inesperado, a monofilia de cada um deles foi
examinada pelo teste de Shimodaira e Hasegawa (Shimodaira e Hasegawa,
1999). Como o valor de p obtido foi maior que 0,05, a arvore de maxima
verossimilhanca em que os sorotipos 2 e 8 aparecem com o perfil de
agrupamento da figura 3 é estatisticamente equivalente ao perfii de uma

arvore em que estes sorotipos aparecem separados, embora no mesmo ramo.

Um agrupamento foi observado entre os sorotipos 5 e 10, em um ramo
monofilético. Semelhante ao que foi feito para os sorotipos 1, 9 e 11, para
avaliar se a separacao monofilética destes trés sorotipos nao era influenciada
pela grande divergéncia com as outras sequéncias, foram feitos alinhamentos e
reconstrucdes filogenéticas separadas para os dois sorotipos, utilizando-se os
mesmos métodos empregados anteriormente. Entretanto, a conservacao das
sequéncias do gene omlA para estes sorotipos (97,5 %) também impediu a
separacdo deles em grupos baseada em seus sorotipos (dados néao
apresentados). Um clado adicional é composto apenas pelo sorotipo 12, sendo
este proximo dos sorotipos 1, 9 e 11, 0 que pode ser observado na figura 2. Um
clado foi composto pelo sorotipo 13 e outro pelo sorotipo 15 e os trés isolados
de sorotipo duvidoso. Neste caso, portanto, a andlise da sequéncia do gene
omlA destes permitiu a caracterizacdo do sorotipo destes isolados. O sorotipo
14 foi posicionado isoladamente dos demais na arvore filogenética. O isolado
cujo sorotipo nado pbéde ser determinado por métodos imunoldgicos e,
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consequentemente, foi caracterizado como nao-sorotipavel (sequéncia
JF304621), agrupou-se no clado do sorotipo 6.

A topologia radial da mesma arvore apresentada na Figura 3 evidencia
melhor que a diferenciacdo nos 15 diferentes sorotipos pela bactéria
Actinobacillus pleuropneumoniae ocorreu em dois eventos evolutivos distintos
(destacados pela seta na Figura 4), o que permite a separacao dos isolados em
dois clusters: o primeiro composto pelos sorotipos 1, 2, 8, 9, 11, 12 e 14 o

segundo pelos sorotipos 3, 4, 5,6, 7,10, 13 e 15.

Jioas26 b

02

Figura 4. Topologia radial da arvore filogenética construida por analise Bayesiana utilizando
trinta e sete sequéncias do gene omlA dos quinze diferentes sorotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Na figura sdo mostrados os humeros de acesso seguidos pelos sorotipos

das sequéncias utilizadas. Sorotipos diferentes sao realgados com cores diferentes.
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O perfil de agrupamentos observado na reconstrucao filogenética feita
com a sequéncia de nucleotideos do gene omlA apresenta-se muito
semelhante aquele obtido quando a reconstrucdo é feita com a sequéncia
predita de aminoacidos com o cédigo genético bacteriano (Figura 5). A grande
diferenca é que neste segundo caso, 0s organismos do sorotipo 4
distanciaram-se dos sorotipos 3 e 6. Esta diferenca é possivelmente devido a
duplicacdo de uma sequéncia presente entre as posicbes +144 a +176
(Genbank n° U86678 e AB007575), o que confere a proteina OmlA dos
isolados deste sorotipo 11 aminoacidos a mais em relacdo a média dos

demais.
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Figura 5. Arvore filogenética construida por andlise Bayesiana utilizando trinta e sete
sequéncias aminoacidicas preditas a partir dos genes omlA dos quinze sorotipos diferentes de
Actinobacillus pleuropneumoniae. Na figura sdo mostrados os numeros de acesso seguidos
pelos sorotipos das sequéncias utilizadas. Sorotipos diferentes s&o realgcados com cores

diferentes.
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3.5. Organizacdgo do gene omlA em isolados clinicos de A.

pleuropneumoniae

Uma vez que a sequéncia nucleotidica do gene omlA varia muito entre os
sorotipos, o par de primers omlAhF/omIAhR foi sintetizado de acordo com a
regiao conservada na extremidade inicial do gene omlA, gerando uma sonda
de tamanho esperado de 372 pares de bases. Nesta avaliagédo foi pesquisada a
organizacdo do gene em quatro isolados de A. pleuropneumoniae nao
sorotipaveis e outros sete isolados presentes em sete diferentes areas na
regiao sudeste do Brasil, contemplando as trés principais regides envolvidas

com a suinocultura no Estado de Minas Gerais.
Os resultados da técnica de hibridizacao sao apresentados na Figura 6.

Nioc sorotipaveis Sorotipaveis

1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11

. £ *

_ %
.h-‘ e .

Figura 6. Organizagdo do gene omlA em Actinobacillus pleuropneumoniae. Foram analisados
por Southern blotting diferentes isolados clinicos obtidos em sete areas na regido sudeste do
Brasil, incluindo isolados néo sorotipaveis. Isolados clinicos: (1) 235, (2) 452, (3) 497, (4) 718,
(5) 573, (6) 653, (7) 433, (8) 513, (9) 5651, (10) 512, (11) 5237.

A hibridizacdo revelou que a organizagdao do gene oml/A é mantida na
maioria dos isolados presentes nas regides avaliadas, apresentando o
fragmento de 943 pares de bases esperado com a clivagem do DNA genémico.
Dois destes isolados, porém, destoaram dos resultados esperados. O isolado 2

72



possui duas copias do gene, 0 que mostra que as alteragdes que aconteceram
no genoma da bactéria que impossibilitaram sua sorotipagem também afetaram
a organizacao do gene omlA. Este relato é inédito e a duplicacdo pode
apresentar alguma vantagem adaptativa para o micro-organismo, por exemplo
na adaptagdo a novos ambientes (Bratlie et al., 2010). Por outro lado, se este
gene duplicado ndo apresentar uma vantagem adaptativa, ele pode se tornar
inativo por mutacdes, gerando um pseudogene que, eventualmente pode ser
perdido do genoma por delecao (Lynch e Conery, 2000). O isolado 6 também
apresentou uma organizacao diferente dos demais isolados mas,
aparentemente, este isolado também apresenta apenas uma copia do gene.
Uma vez que o fragmento apresentou-se num tamanho acima de 10 kb, o
genoma deste isolado provavelmente ndao possui as mesmas sequéncias de
reconhecimento para clivagem pelas enzimas Xbal e Bglll que os outros

isolados possuem (Figura 6).

4. DISCUSSAO

A proteina OmlA (outer membrane lipoprotein A) é considerado um fator
de viruléncia em A. pleuropneumoniae. Sua importancia deve-se ao fato de que
esta proteina, com uma massa molecular calculada de 40 kDa - modificada por
adicdo de lipideos e presente na membrana externa e em eventuais
protuberancias da membrana de A. pleuropneumoniae - se ligar a transferrina
(Gerlach et al., 1992). Proteinas que se ligam a transferrina sdo consideradas
fatores de viruléncia por permitirem a aquisicdo de ferro do hospedeiro (Baltes
et al., 2002; Renauld-Mongenie et al., 2004).

A proteina OmIA pertence a uma familia de pequenas lipoproteinas
bacterianas amplamente distribuidas entre beta e gama proteobactérias (Vanini
et al., 2008). Recentemente, Fuangthong et al. (2008) isolaram e
caracterizaram a proteina OmIA de Xanthomonas campestri pv.phaseoli e
mostraram que esta se relaciona a resisténcia do micro-organismos a alguns
antibiéticos, indicando a importancia desta proteina na manutencdo da

integridade da membrana neste organismo. Vanini et al. (2008) descobriram
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que a proteina OmlIA produzida por Xanthomonas axonopodis pv. citri esta
envolvida na interagdo planta-patdégeno e esta implicada em uma interacao
proteina-proteina, requerida durante a infeccdo. Uma vez que estes micro-
organismos sao de uma ordem diferente de A. pleuropneumoniae nao é uma
surpresa o fato de o gene omlA de A. pleuropneumoniae nao apresentar a
sequéncia nucleotidica com semelhancgas significativas as sequéncias de
outras espécies, como observado pela busca com a ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) do banco de dados Genbank. Este trabalho
mostrou, no entanto, que a sequéncia primaria da proteina OmlIA apresenta
semelhangas estruturais com a mesma proteina em Actinobacillus ureae e
Xanthomonas campestri. Informacgdes funcionais ndo podem ser comparadas

por falta de estudos em A. pleuropneumoniae.

Estudos anteriores demonstraram o potencial do gene omlA para
genotipar linhagens de A. pleuropneumoniae de diferentes sorotipos. Osaki et
al. (1997), por exemplo, observaram uma diversidade genética nos genes omiA
de diferentes sorotipos A. pleuropneumoniae ao submeterem um amplicon de
970 pb a digestao por enzimas de restricdo. Com este estudo foi possivel
dividir os 12 sorotipos em cinco grupos distintos. Gram et al. (1998) utilizaram
as sequéncias dos genes oml/A dos 12 sorotipos até entdo conhecidos e
conseguiram dividi-los em quatro grupos distintos. Posteriormente, o0 mesmo
grupo de pesquisa desenvolveu um método para a tipagem de A.
pleuropneumoniae baseado na reacdo em cadeia da polimerase, em que as
diferencgas na regido interna do gene omlA possibilitaram dividir os sorotipos de
1 a 12 de A. pleuropneumoniae em cinco grupos (Gram et al., 2000a).

Outros trabalhos anteriores fizeram uso da filogenia molecular de diversos
genes para classificar isolados de diferentes micro-organismos e até mesmo
separar sorotipos (Gonzalez-Escalona et al., 2008; Nakamura et al., 2000; Noel
et al., 2005). No presente estudo, parte do trabalho de Gram et al. (1998) foi
revisitado e os polimorfismos existentes no gene omlA dos 15 sorotipos
atualmente conhecidos foram identificados e utilizados para a realizacao de
uma reconstrucéo filogenética utilizando métodos e modelos mais recentes e

acurados, como a inferéncia baeysiana, o que permitiu ndo somente a
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separacdo dos sorotipos de A. pleuropneumoniae em grupos distintos, como
possibilitou acessar a relacdo evolutiva entre os diferentes sorotipos de A.
pleuropneumoniae. Adicionalmente, os genes omlA de cinco isolados de A.
pleuropneumoniae isolados cuja sorotipagem era inconclusiva foram

sequenciados e analisados.

Ainda que em algumas situacdes a sorotipagem nao seja essencial para o
tratamento de uma infeccdo devido a ocorréncia de protecdo cruzada entre
sorotipos diferentes induzida por vacina, este ndo é o0 caso de A.
pleuropneumoniae (Hsu et al., 2009). Varias pesquisas para o desenvolvimento
de vacinas contra A. pleuropneumoniae foram estimuladas nos ultimos anos
devido ao impacto econémico da doengca causada por esse micro-organismo
na industria suinocultora (Chiang et al., 2009). Todavia, a existéncia de muitos
sorotipos tem dificultado a vacinacao efetiva (Oldfield et al., 2008). Vacinas
preparadas com células inertes fornecem apenas imunidade sorotipo-
especifica, fazendo com que os animais permanecam sensiveis a infeccoes por
sorotipos nao incluidos na vacina (Nielsen, 1984). O uso de outros imundgenos
separados, como é o caso da proteina OmIA, também mostrou-se limitado a
conferir a imunidade do suino a alguns sorotipos especificos, devido a grande
diferenca antigénica existente entre os sorotipos (Gerlach et al., 1993). Esta
realidade reforca a importancia da caracterizagao dos isolados presentes em
uma determinada area. Agravante ainda é o fato de existirem muitos isolados
de A. pleuropneumoniae que nao sao sorotipaveis pelas técnicas
corriqueiramente utilizadas, mas que sdo também capazes de causar doenca
(Fenwick, 2002). Nosso estudo mostrou que os polimorfismos presentes na
sequéncia nucleotidica do gene omlA podem ser utilizados como ferramentas
na caracterizacdo de isolados considerados como nao sorotipaveis pelos
métodos convencionais, uma vez que todos os isolados que nao puderam ser
classificados anteriormente pelo nosso grupo posicionaram-se junto a outros

sorotipos suportados por altos valores de bootstrap e probabilidade posterior.

A reconstrucao filogenética feita neste trabalho com o gene omlA, além de
ter validado a utilizacdo deste gene para a distincao de diferentes sorotipos de
A. pleuropneumoniae, reforga caracteristicas observadas previamente. O
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agrupamento dos sorotipos 1, 9 e 11, por exemplo, foi condizente com as
reacdes cruzadas que sao observadas entre estes micro-organismos. Cada
sorotipo de A. pleuropneumoniae tem uma composicdo diferente de
lipopolissacarideo (LPS), mas epitopos comuns sdao compartilhados pelo
antigeno-O e sdo responsaveis por reagdes cruzadas encontradas entre os
sorotipos 1, 9 e 11 (Paradis et al., 1999).

Fortes reagbes cruzadas também foram observadas por Mittal et al.
(1988) entre os sorotipos 3, 6 e 8. Foi demonstrado que as técnicas de
aglutinacdo em tubo, coaglutinacdo e hemaglutinacdo indireta ndo eram
suficientemente sensiveis para diferenciar cepas destes sorotipos. Os dados
obtidos no presente trabalho, entretanto, foram capazes de separar os trés
sorotipos em clados distintos, sendo os clados dos sorotipos 3 e 6

monofiléticos (Figura 3).

Em 1991, Mittal et al. estudaram as propriedades antigénicas de isolados
de A. pleuropneumoniae dos sorotipos 4 e 7 pelos testes de aglutinacéo,
coaglutinacéo, hemaglutinacéao indireta, imunodifusao e
contraimunoeletroforese. Varios destes testes apresentaram reacdes cruzadas
para os isolados dos dois sorotipos (Mittal e Bourdon, 1991). As semelhancas
antigénicas entre as cepas de ambos os sorotipos demonstram a proximidade
evolutiva dos mesmos, o que pdde ser endossado pelo agrupamento préximo
deles baseado no alinhamento do gene omlA. Neste caso, todavia, o problema
da reacdao cruzada foi contornado, uma vez que estes sorotipos ficaram

separados em ramos monofiléticos (Figura 3).

O agrupamento de alguns destes sorotipos, além de poder ser
relacionado com a reacdo cruzada observada entre eles, pode ser
correlacionada com outro aspecto fenotipico importante: a producdo das
exotoxinas Apx, consideradas os principais fatores de viruléncia de A.
pleuropneumoniae (Vanden Bergh et al., 2008). Embora a viruléncia seja
multifatorial, dados de epidemiologia molecular mostram que o grau de
patogenicidade esta fortemente relacionado a produgdo e secrecdo de
exotoxinas, como Apxl, ApxIl, ApxIll e ApxIV (Chien et al., 2009; Vanden Bergh

et al.,, 2009). A presenca de genes individuais nos operons das diferentes
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toxinas Apx é constante em um determinado sorotipo e reflete a producao, bem
como o potencial de secretar Apxl, Apxll e Apxlll (Ramjeet et al., 2008). Os
sorotipos 1, 9 e 11, todos agrupados em um mesmo clado, apresentam a
mesma caracteristica fisiolégica quanto a producao e secrecao de toxinas Apx:
estes sorotipos secretam as toxinas Apxl e Apxll, além da toxina ApxIV, que é
comum a todos os sorotipos (Cho e Chae, 2001; Schaller et al., 1999).
Semelhantemente, os sorotipos 2 e 8, agrupados juntos produzem as toxinas
ApxIl e Apxlll. O mesmo perfil € observado para os sorotipos 3, 4 e 6, que se
agruparam em um clado separado dos demais (Figura 1). As toxinas Apx
apresentam graus variados de atividades hemolitica e citotéxica (Chien et al.,
2009). Portanto, o agrupamento dos sorotipos em diferentes clados pode, pelo
menos em parte, ser relacionado ao grau de viruléncia dos mesmos. Algumas
incongruéncias, porém, podem ser observadas, como a separagao dos
sorotipos 7 e 12, ambos secretores de apenas toxinas Apxll e ApxIV.

Este estudo demonstra que os polimorfismos presentes nas sequéncias
nucleotidicas do gene omlA podem ser utilizados como marcadores nao
somente para a analise filogenética dos sorotipos como para a separacao dos
sorotipos dos isolados. Os resultados mostram que os sorotipos 3, 4,6, 7 e 12
sado agrupados em clados individuais e a separacao entre todos os sorotipos
investigados contorna problemas de reagdo cruzada observados entre os
sorotipos 3, 6 e 8 e 4 e 7 (Mittal e Bourdon, 1991; Mittal et al., 1988). O
agrupamento monofilético entre os sorotipos 1, 9 e 11, entretanto, foi de acordo
com as reagdes cruzadas que ocorrem entre eles (Mittal et al., 1993). Neste
caso, o polimorfismo do gene oml/A ndo é um marcador eficaz na classificacao
do sorotipo. Para os demais casos, nosso trabalho apresentou uma alternativa
para a caracterizacdo e consequentemente elaboracao estratégias de controle
de isolados de A. pleuropneumoniae cuja distincao possa ser problematica.

Uma técnica de analise de restricdo de um produto de PCR (PCR-REA),
sugerida por Turni e Blackall (2007) foi incorporada por nosso grupo com o
gene apxIVA e classificou os isolados de sorotipo duvidoso (entre 2, 8 ou 15)
dos quais as sequéncias JF304618, JF304619 e JF304623 foram obtidas como

pertencente ao sorotipo 8 (dados ainda nao publicados). Contrastando com
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estes resultados, os mesmos isolados foram classificados como do sorotipo 15
neste trabalho. Uma pesquisa realizada por Gram et al. (2000b) evidenciou a
existéncia de isolados do sorotipo 8 cujo gene omlA se assemelhava aos
sorotipos 3, 4, 6 e 7, ao contrario do que é geralmente observado — a
semelhanca com o sorotipo 2. Acreditamos que assim como foi observado no
trabalho de Gram, alguns isolados de A. pleuropneumoniae presentes no Brasil
possivelmente apresentam uma nova variacdo do gene omlA, especificamente

no sorotipo 8.

Ainda que a expressao do gene omlA tenha se mostrado constitutiva em
outros organismos (Ochsner et al.,, 1999), ndo existem informacgdes sobre a
expressao deste gene em A. pleuropneumoniae. O modelo estrutural da regiao
promotora do gene omlA aponta a existéncia de possiveis sitios de ligagéo a
fatores de transcricdo, o que indica que este gene possa ter sua expressao
controlada. Adicionalmente, embora possam existir algumas incongruéncias no
uso de diversos softwares nas predi¢cdes de estrutura secundaria, todos estes
apontaram a existéncia de uma regiao conservada possivelmente envolvida na
ligacdo da proteina OmIA a regido lipidica da membrana externa de A.
pleuropneumoniae e atuagcdo como peptideo sinal. A predicdo da estrutura
terciaria ndo pode ser feita por caréncia de homdlogos nos bancos de dados.

O trabalho realizado por Gerlach et al (Gerlach et al., 1993) demonstrou a
presenca do gene omlA em todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae e 0
mesmo tipo de organizagdo no genoma por Southern blotting. No presente
estudo demonstramos que variagdes podem ser observadas na organizacao do
gene omlA em diferentes isolados de A. pleuropneumoniae. Um dos isolados
estudados em especial, apresentou duas cépias do gene, o que ndo havia sido
descrito anteriormente. As alteragcdes no numero de cdpias de um determinado
gene e outras mudangas na estrutura cromossomal ocorrem principalmente por
mecanismos de recombinacdo homéloga, que requerem extensivas regides de
identidade de sequéncias no genoma (Hastings et al., 2009). Uma vez que o
elemento transponivel ISApl7 foi descrito em A. pleuropneumoniae por
Tegetmeyer et al. (2008), eventos de recombinacdo homoéloga podem ser

parcialmente explicados pela presenca de multiplas cépias do elemento no
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genoma do isolado, o que pode ter ocasionado o aumento no numero de
cépias do gene omlA no genoma do isolado 235. Além disso, a auséncia de
sequéncias similares a do gene omlA com quaisquer sequéncias de outros
micro-organismos depositadas no banco de dados Genbank (NCBI) sugere que
0 gene omlA seja um bom marcador molecular na designacao da espécie.

Como é apontado por Bossé et al. (2002), o conhecimento quanto aos
mecanismos moleculares e patogenicidade de A. pleuropneumoniae ainda
estdo muito aquém daqueles conhecidos para outras bactérias Gram-
negativas. Este fato ainda pode ser agravado pela disponibilidade de ainda

apenas trés genomas sequenciados para este micro-organismo.

As informacbes quanto a caracterizacao estrutural do gene omlA e seu
produto mostradas neste trabalho carecem de confirmacdo funcional
experimental constituem um impulso para novas pesquisas, uma vez que
certamente representardo um importante avanco na compreensao da infeccao
por Actinobacillus pleuropneumoniae. Nosso grupo ainda acredita no grande
potencial para a pequisa que este gene possa proporcionar, pois, este
apresenta interessantes variagdes sorotipo-especificas, o que o configura como

um potencial imundgeno na criacao de vacinas mais efetivas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1
Composigao nucleotidica (nts) das sequéncias do gene omlA utilizadas neste estudo.
Sequéncia Tamanho T(%) C (%) A G Sequéncia Tamanho T (%) C (%) A G

(nts) (%) (%) (nts) (%) (%)

AB007572 1162,0 26,4 14,8 38,6 20,2 JF304624 1135,0 26,9 17,1 36,4 19,6
AB007573 1166,0 25,1 15,5 39,0 20,3 JF311904 1123,0 27,5 16,3 379 183
AB007574 1158,0 25,9 15,3 38,0 208 L06318 1183,0 26,4 14,7 38,5 204
ABO007575 1201,0 25,3 15,6 38,3 20,8 NC010939 1098,0 24,4 15,3 389 214
ABO007576 1140,0 25,5 14,6 386 212 u86675 1141,0 25,9 14,7 38,8 20,5
ABO007577 1162,0 26,2 14,6 38,3 20,9 U86676 1170,0 25,2 15,6 38,9 20,3
ABO007578 1158,0 25,9 15,3 38,1 20,7 use6677 1160,0 25,9 15,3 38,0 20,9
AB007579 1162,0 25,2 15,7 38,1 21,0 u86678 1195,0 25,3 15,6 38,2 20,9
AB007580 1166,0 25,1 15,5 39,0 20,3 u86679 1168,0 26,1 14,7 38,2 21,0
AB007581 1162,0 26,4 14,8 38,6 20,2 u86680 1162,0 26,2 14,6 38,3 20,9
AB007583 1152,0 26,5 14,7 38,5 20,3 u86681 1161,0 25,8 15,3 38,1 20,8
AB007584 1162,0 26,3 14,9 38,6 20,2 u86682 1156,0 25,2 15,6 382 21,0

D28491 1169,0 26,2 14,7 38,2 21,0 u86683 1173,0 25,1 15,6 39,0 20,3
EU251513 1098,0 25,7 14,5 39,2 20,7 u86684 1149,0 26,3 14,7 38,6 20,4
JF304618 1122,0 24,7 15,9 37,8 21,7 u86685 1168,0 26,2 14,7 38,1 21,0
JF304619 1124,0 24,8 15,7 38,6 20,8 U86686 1139,0 25,8 14,7 38,9 20,5
JF304621 1124,0 25,1 15,1 38,7 211 u86687 1154,0 26,3 14,7 38,6 20,3
JF304622 1124,0 24,7 15,5 38,5 21,3 2748920 1361,0 26,7 14,8 370 215

JF304623 1130,0 24,7 15,4 38,7 212 Média 1157,8 25,8 15,2 38,4 20,6
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Tabela S2
Frequéncia (%) de pares nucleotidicos observados no pareamento das 38 sequéncias utilizadas neste trabalho. Sdo apresentadas as
frequéncias totais e relativas as posicdes do par no cédon de leitura (primeira coluna).

Par de nucleotideos

li Si Sv R TT TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA AG GT GC GA GG Total

Média 912 108 110 099 237 20 24 10 19 131 14 6 24 16 361 35 11 35 183 1129
e 309 40 28 141 52 5 4 4 5 40 4 3 3 5 114 15 4 15 102 376
2¢ 319 26 32 081 78 4 4 2 4 67 8 2 5 8 133 9 1 8 41 376
3¢ 284 42 50 086 106 10 16 4 10 24 2 1 16 3 114 12 6 11 40 376

D D W o

i = pares idénticos, si = pares transicionais, sv = pares transversionais e R = si/sv.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho demonstra o uso de diferentes técnicas moleculares e de
bioinformatica no estudo das caracteristicas genéticas de diferentes sorotipos
de Actinobacillus pleuropneumoniae, representando assim, um importante
avanco em relacdo as estratégias empregadas visando o melhor conhecimento
deste micro-organismo. A associacdo entre as técnicas de PCR multiplex e
PCR-REA com os genes apx foram comprovadamente eficientes na
determinacao do sorotipo dos isolados, contornando os problemas de reacao
cruzada observados com a sorotipagem imunolégica. Embora a presenca do
elemento ISAp7 ndo tenha sido relacionada a impossibilidade em se sorotipar
alguns isolados, foi comprovado que existe um grande numero de copias,
inteiras ou incompletas, deste transposon, no genoma dos isolados. Este
namero elevado pode estar parcialmente relacionado a grande variabilidade
genética observada entre os isolados por rep-PCR. Estas técnicas de
fingerprinting foram relatadas pela primeira vez através deste estudo
demonstraram ser Uteis na analise da diversidade genética dos isolados. A
importancia da reagao de BOX-PCR foi especialmente ressaltada, uma vez que
esta nao somente agrupa um maior numero de isolados a partir de
caracteristicas em comum, como também evidencia a existéncia de um
fragmento espefico de A. pleuropneumoniae, que é um candidato a marcador
molecular na identificagdo da espécie. Por meio de técnicas de bioinformatica
foi possivel caracterizar a estrutura do gene oml/A e sua regido promotora,
sendo esta altamente conservada em todos os sorotipos. A conservacao
também foi observada na estrutura putativa da proteina OmlIA e sugeriu a
existéncia de uma regidao de grande importancia funcional e um possivel
candidato a producdo de vacinas. Este trabalho ainda utilizou métodos de
reconstrucdo filogenética que evidenciaram a relacdo evolutiva entre os
isolados de diferentes sorotipos e mostraram que os polimorfismos presentes
na sequéncia nucleotidica do gene omlA podem ser eficientemente utilizados
no estudo das diferencas entre os sorotipos de A. pleuropneumoniae,
reafirmando, assim, a importancia do gene omlA e da proteina OmIA e
endossam a importancia destes no estudo de A. pleuropneumoniae. Novos
estudos em relacao a atividade do elemento ISApl7, a obtencdo de um SCAR a
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partir da reagcdo de BOX-PCR e a caracterizacao funcional da proteina OmlA
sao impulsionados por este trabalho e constituem objetos de estudos futuros de

Nosso grupo de pesquisa.
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