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Aspectosrecentesda patogénese ediagnéstico da pleur opneumoniasuina

Current aspectsof pathogenesisand diagnosisof por cine pleur opneumonia
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RESUMO

A pleuropneumonia suina, causada por
Actinobacillus pleuropneumoniae, é uma doencga
caracterizada pela apresentacgdo fibrino-hemorragica
com pleurite adesiva. A enfermidade esta presente em
todos os paises produtores de suinos, sendo responsavel
por prejuizos econdmicos elevados. No Brasil e no mundo,
diversos grupos vém conduzindo estudos na busca por
um melhor entendimento da doenca e de sua
epidemiologia. Avangos importantes foram obtidos, entre
0S quais a caracterizagcdo dos fatores de viruléncia,
implicados na apresentacdo clinica da enfermidade; e a
aplicacdo de novos métodos de diagndstico. A difusdo
das técnicas de biologia molecular como ferramenta
diagnéstica em Medicina Veterinaria tem contribuindo
para a identificacdo de Actinobacillus pleuropneumoniae.
Nesta revisdo, sdo abordados os aspectos mais recentes
sobre a patogénese e o diagnéstico deste importante
patégeno.

Palavras-chave: pleuropneumonia suina, Actinobacillus
pleuropneumoniae, diagnéstico, PCR.

ABSTRACT

Porcine pleuropneumonia is a highly
contagious disease caused by the bacterium Actinobacillus
pleuropneumoniae, a pathogen responsible for substantial
losses worldwide to the pig industry. The disease is
characterized by fibrinous pleuritis with hemorrhagic and
necrotic lesions in the lungs, and pleural adhesions.
Specific and precise methods for the identification of this
pathogen are still required. In the present article we review
the pathogenesis, as the traditional and the recently
developed molecular methods employed for the
identification and characterization of
A. pleuropneumoniae.

Key words: porcine pleuropneumonia, Actinobacillus
pleuropneumoniae, diagnosis, PCR

INTRODUCAO

A pleuropneumonia suina, cujo agente
etiolégico é o Actinobacillus pleuropneumoniae,
caracteriza-se pelo desenvolvimento de
broncopneumonia necrosante e hemorragica, com
exsudacdo de fibrina, causando pleurite. A
apresentacéo severae, muitas vezes, fatal determina
prejuizosaindistriasuinicola(MORES et al., 1984;
FENWICK & HENRY, 1994; DESROSIERS, 1998). A
correta identificagdo do patdégeno é necessaria a
adocdo de métodos de controle e profilaxia. Neste
sentido, novos métodos de diagndstico vém sendo
empregados junto as técnicas tradicionais, dando
mais precisdo e rapidez ao resultado. Nos Ultimos
anos, diversos estudos vém sendo conduzidos,
buscando um melhor entendimento da doenga e do
patdgeno. O presente artigo tem por objetivo revisar
0s aspectos mais recentes sobre a patogénese e
identificac8o de Actinobacillus pleuropneumoniae.

A pleuropneumoniasuina

As pneumonias determinam elevados
prejuizosasuinoculturacomercial, sendo aocorréncia
favorecida pelo sistema de producéo, tipicamente
intensivo. No periodo de 1999 a2001, aprevaénciade
pneumoniaem suinos abatidos no Brasil foi de 75,70%
(SILVA et al., 2001). Dentre as pneumonias bacterianas,
apleuropneumoniasuina € umadas maisimportantes
em todo o mundo. A prevalénciado agente etiol 6gico
no Brasil foi de 42,86% (MORENO et al., 2001),
determinada através da inibicdo da hemolisina. E
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provavel que este nlmero sgja maior, umavez que a
técnica utilizada ndo detecta todos os sorotipos. Na
avaliacdo deum surto dadoenca, PROTASet al. (1985)
demonstraram um aumento de 38% nas despesas
devido ao tratamento e perda de animais, comparado
ao periodo anterior ao surto. Pleurite e hepatizacdo
pulmonar, decorrentes da infecgéo, afetando mais de
10% do parénquima, reduzem 14,7% o
desenvolvimento do suino infectado (PIFFER et al.,
1985).

Suinos de todas as idades podem ser
acometidos, contudo leites em crescimento
pertencentes a rebanhos cronicamente infectados sdo
0S mais vulneraveis e severamente afetados
(STEVENSON, 1998; TAYLOR, 1999). Em um surto
tipico da enfermidade, ocasionado por uma cepa
virulenta, amorbidade pode exceder a50%, com indices
demortalidade variando entre 1 a10% (FENWICK &
HENRY, 1994).

O inicio dadoencageral mente é repentino,
sendo que alguns animais podem morrer sem
demonstrar sinais clinicos. Estes se caracterizam, na
enfermidade superaguda, por temperaturacorporal em
torno de 41°C, letargia, dispnéia e cianose, além da
presenca de exsudato espumoso e hemorrégico nas
narinas e boca. A formaaguda cursa com aumento de
temperatura e insuficiéncia cardiaca, com marcada
perdade condi¢des dos animaisapds 24 horasdoinicio
da enfermidade. Os animais apresentam dispnéia e
anorexia, e adoenca pode evoluir paraamorte. Apds
a resolucdo da fase aguda, é possivel o
desenvolvimento daforma subagudaou crénica, cujos
sinais clinicos sdo mais brandos. Os animais
apresentam diminuicéo dataxade ganho de peso e as
lesBes pulmonares produzem cicatrizes, provocando
retardo no crescimento (STEVENSON, 1998; TAYLOR,
1999).

As principais lesdes sdo encontradas na
cavidade toracica, envolvendo pulmdes, pleura e
pericérdio. Naapresentacdo aguda, a pleuropneumonia
suina cursa com lestes fibrino-hemorrégicas no
pulm&o, enquanto a presenca de nodulos no
parénquima pulmonar e aderéncia da pleura a area
necroticacaracterizam aformacrénica(MORESet d .,
1984). Brénquios e traquéia apresentam grande
quantidade de exsudato espumoso avermelhado
(DIDIER et a., 1984). Em muitos casos, as lesdes
pulmonares consolidam-se, permanecendo somente o
foco depleurite, cujaaltapreval énciaao abate sugere
pleuropneumonia (TAYLOR, 1999). Isso ocorre
especialmente em lesdes crbénicas. A presenca de
broncopneumonia purulentacostumaser umindicativo
de infecg@o bacteriana secundaria (STEVENSON,

1998).

Os animais que sobrevivem as infeccdes
agudas ou que estéo infectados de forma subclinica
tornam-se portadores de A. pleuropneumoniae, o
qual permanece naslesdes pulmonaresou hastonsilas,
podendo, com menos freqliéncia, ser encontrado na
cavidadenasal (KUME et al., 1984; BRANDRETH &
SMITH, 1987). Posteriormente ainfeccdo aguda, pode
estabelecer-se um caréter crénico e enzodtico da
enfermidade, cujabaixae constante exposi¢do induzem
imuni dade ao rebanho, restringindo umanovainfeccdo
(FENWICK & HENRY, 1994). A introdug&o deum novo
sorotipo de A. pleuropneumoniae em rebanhos
cronicamente infectados normal mente resultaem baixa
morbidade (NIELSEN, 1988).

Os sinais clinicos podem ser exacerbados
por infecgdes anteriores ou concomitantes, geralmente
causadas por Mycoplasma spp, Salmonella spp,
Pasteurella spp, virus da PRRS e virus da Doencade
Aujeszky (FENWICK & HENRY, 1994; TAYLOR, 1999).
Pasteurella multocidafoi isoladaconcomitantemente
aA. pleuropneumoniae em 94% dasinfecgdes mistas
encontradas por DIDIER et al. (1984). Outros agentes
secundarios foram identificados como Bordetella
bronchiseptica, Escherichia coli, Arcanobacterium
pyogenes, Bacillus spp, Salmonella cholerasuis e
Mycoplasma spp.

Etiologia

O agente, inicialmente caracterizado como
pertencente ao género Haemophilus (SHOPE, 1964),
foi transferido ao género Actinobacillus pela
demonstracdo de sua estreita relagdo com a espécie
Actinobacillus lignieresii, através de estudos de
homologia de DNA (POHL et al., 1983). A.
pleuropneumoniae é um patégeno bacteriano
especifico de suinos, os quais sdo hospedeiros
especificos, possivelmente pela capacidade de obter
ferro apenasdatransferrinasuina(INZANA, 1991).

As espécies do género Actinobacillus sdo
pequenos bacil os gram-negativos, iméveis, aerébicos,
facultativamente anaerdbicos e fermentadores de
glicideos. A. pleuropneumoniae é um cocobacilo
hemolitico (BIBERSTEIN etal., 1977; INZANA, 1991)
gue se apresenta em cultura como colénias mucdides
e iridescentes. As cepas virulentas sdo capsuladas e
se multiplicam em meios acrescidos de NAD
(nicotinamida-adenina-dinucl eotideo) (FENWICK &
HENRY, 1994).

A. pleuropneumoniae apresenta 2
biotipos, diferenciados pelanecessidade de NAD para
sua multiplicag@o. O biotipo 1 é NAD-dependente,
enquanto as linhagens NAD-independentes s&o

CiénciaRural, v.34, n.2, mar-abr, 2004.



Aspectos recentes da patogénese e diagnostico da pleuropneumonia suina. 637

descritas como biotipo 2, também consi deradas menos
patogénicas, porém capazes de induzir enfermidade
superagudaemorte (DOM & HAESEBROUCK ; 1992).
S8o descritos 15 sorotipos, baseados nas diferencas
dos antigenos capsulares, sendo os sorotipos 13 e 14
pertencentes ao biotipo 2, e os demais ao biotipo 1
(BLACKALL et al., 2002). Os sorotipos 1 e 5 sdo
subdivididosemaeb (NIELSEN 1986; JOLIE et al.,
1994). Todos sdo potencialmente patogénicos,
diferindo quanto asuaviruléncia(HAESEBROUCK et
a., 1997).

O antigeno O dos lipopolissacarideos
apresenta similaridade estrutural em determinados
sorotipos, sendo responsavel por reaces cruzadas
entre os sorotipos 1, 9 e 11, entre os sorotipos 3, 6 €8
eentre os sorotipos 4 e 7 (INZANA & MATHISON,
1987; PERRY et d., 1990). O conhecimento do sorotipo
de A. pleuropneumoniae prevalente numa
determinada regido auxilia os estudos de
epidemiologia, profilaxiae selecdo do teste sorol 6gico
sorotipo-especifico aser empregado. A sorotipificacdo
do pat6égeno € importante por confirmar o prévio
diagnéstico microbiol égico (NIELSEN, 1988; TAYLOR,
1999) e parao adequado emprego de vacinas, asquais
s80 sorotipo-especificas (MITTAL et al., 1993).

A sorotipificagdo € normalmente realizada
pelas técnicas de soro-aglutinacéo ou teste de
coaglutinacdo, e o resultado pode ser confirmado
através dos testes de difusdo em gel de agarose ou
hemaglutinag8o indireta. Estes Gltimos sdo geralmente
empregados para a identificagdo final, no caso da
ocorrénciadeisolados néo sorotipificaveis(NICOLET,
1988; GUTIERREZ et d., 1993; FENWICK & HENRY,
1994; TAYLOR, 1999). Todos os métodos sdo
eficientes, porém ndo excluem aocorrénciadas reacdes
cruzadas entre os sorotiposrelacionados (MITTAL et
a., 1993; MOLNAR& MOLNAR, 1994). PIFFER et d.
(1987) relatam a ocorréncia de amostras auto-
aglutinantes, o que impede a sorotipificacdo, sendo a
ocorréncia de cepas ndo sorotipificaveis bastante
freqiente (FENWICK & HENRY, 1994).

Epidemiologia

A transmissdo do patégeno ocorre
principalmente por meio de contato direto com
exsudatos respiratorios (STEVENSON, 1998), sendo
também possivel através de aerossol a curtas
disténcias. A. pleuropneumoniae permanece viavel
por alguns dias no ambiente se estiver protegido por
muco ou outro tipo de material orgénico, sugerindo-
se a transmissdo através de fomites. Os suinos
portadores constituem o meio mais freqliente de
disseminac&o ao serem introduzi dos em rebanhos sem

exposi¢ao préviaaenfermidade (FENWICK & HENRY,
1994; TAYLOR, 1999). O desenvolvimento dadoenca
clinica depende de vérios fatores, desde a viruléncia
do agente, o niUmero de organismos presentes no
ambiente; e asuscetibilidadeimunol 6gicadosanimais,
incluindo as condic¢des do confinamento (FENWICK
& HENRY, 1994).

A distribuicdo dos sorotipos de
A. pleuropneumoniaedifere entreregides (NIEL SEN,
1988) e a importancia epidemiol 6gica dos sorotipos
pode divergir entre paises, pois algumas cepas
mostram-se com baixa viruléncia em determinados
continentes, podendo ser epidémicas em outros
(TAYLOR, 1999). No Brasil, os sorotipos 3,5 e 7 séo
0s mais prevalentes, ja tendo sido identificados os
sorotipos 1, 4, 9 e 12 (PIFFER et a., 2001b). A
enfermidadefoi relatadapela primeiravez no pais no
ano de 1981, sendo registrados vérios surtos desde
entzo. E possivel que o agente tenhasido introduzido
através daimportac&o de suinos portadores, ou que ja
estivesse presente no rebanho brasileiro, surgindo
pelas condic¢des de confinamento dacriagéo (PIFFER
eta., 1987).

Fatoresdeviruléncia

A viruléncia entre os sorotipos de
A. pleuropneumoniae é variavel, porém todos séo
capazes de induzir a doenga em suinos
(HAESEBROUCK et dl., 1997). As linhagens mais
virulentas, seinocul ados 10? microorganismos, podem
desencadear a enfermidade com alta morbidade e
mortalidade (STEVENSON, 1998). Particularmente, os
sorotipos 1, 5, 9 e 11 estdo envolvidos nos surtos
mais severos da doenca, quando se associa alta
mortalidade. Ossorotipos2, 3,4, 6, 7,8, 10e 12, ainda
gue produzam lesBes pulmonares semelhantes aos
demais sorotipos, sdo geralmente menos virulentos e
causam indicesmaisbaixosde mortaidade (TAYLOR,
1999). Emborao sorotipo 3 sejaconsiderado de baixa
viruléncia, no Brasil vem sendo isolado de lesdes
tipicas de casos clinicos de pleuropneumonia suina
(PIFFERetd., 1997).

Exotoxinas

A. pleuropneumoniae produz in vivo ein
vitroastoxinas Apxl, ApxIl e ApxIlI, codificadas pelo
gene apxA gue esta organizado em um operon que
inclui osgenesC, A, B e D. O produto do gene C esta
envolvido na ativagdo da toxina, o gene A codifica
paraatoxina, enquanto osgenesB e D codificam para
proteinas envolvidas na secre¢do do produto
(JANSEN et al., 1995b). Maisrecentementefoi descrita
atoxinaApxlV, exclusivade A. pleuropneumoniaee
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produzida somentein vivo, sendo secretada por todos
ossorotipos(SCHALLER et al., 1999).

ApxI éfortemente hemoliticae citotoxica,
sendo produzidapelossorotipos 1, 5,9, 10e 11. Apxl|
éfracamente hemoliticae moderadamente citotoxica,
sendo secretada por todos 0s sorotipos, exceto o 10.
ApxIll é produzida pelos sorotipos 2, 3, 4,6 € 8, e
embora ndo seja hemolitica, é fortemente citotoxica
(KAMPetal., 1991). Amostras do biotipo 2 produzem
somente Apxll in vivo ein vitro (DOM et al., 1994).

JANSEN et d. (1995a) estudaram aacdo de
linhagens do sorotipo 1 de A. pleuropneumoniae
destituidas dos genes que codificam para as toxinas
Apxl eou Apxll, ou dos genesapx| BD parasecrecédo
das toxinas, sobre neutréfilos. Estes mutantes néo
foram capazesdeinduzir |esdo e morte nestas cél ul as,
comprovando a importancia destas toxinas na
neutralizacdo das defesas do hospedeiro. Através da
demonstracdo de que ainativacdo dos genes apx| BD
leva & incapacidade de secretar Apxl e Apxll, foi
comprovado que estes genes sdo essenciais para a
secrecdo datoxina Apxl|, pois este operon ndo contém
osgenesB eD.

Suinos infectados por A.

pleuropneumoniae produzem anticorpos contra as
toxinas Apx, o queindicasuadutilidade como antigenos
com finalidade de diagndstico (KAMP et al., 1991).
ApxIV, por ser antigenicamente especifica e secretada
por todos 0s sorotipos, € promissora quanto ao uso
paradiagnostico ou producdo devacinas (SCHALLER
eta., 1999).

Capaula

A cépsula é considerada um importante
fator devirulénciade A pleuropneumoniae, devido a
sua capacidade em prevenir a ativacdo do sistema
Complemento e deinibir afagocitose (FENWICK &
HENRY, 1994). O antigeno é utilizado para
sorotipificag@o e ensaios sorolégicos (INZANA &
MATHISON, 1987).

Na avaliac8o da capacidade imunogénica
da céapsula, altos titulos de anticorpos foram
detectados no soro de coelhos e suinos imunizados
ou conval escentes deinfeccdes experimentais, ambas
as espécies desafiadas com extratostotais do sorotipo
5deA. pleuropneumoniae, napresencade adjuvante.
Contudo, cépsula purificada deste sorotipo produziu
imunogenicidade baixa nestes animais, 0 que parece
diminuir seu potencial paraautilizacdo isoladamente
em vacinas (FENWICK et al., 1986; INZANA &
MATHISON, 1987). Mutantes acapsulados dos
sorotipos 1 e 5 induziram forte resposta imune em
suinos, sem produzir doenga clinica ou lesdes. Os

animais ndo apresentaram titulo de anticorpos para
cépsula, indicando que estes mutantes podem ser bons
candidatos para a producdo de vacinas, protegendo
0s suinos frente ao desafio com linhagens virulentas
homdlogas ou heterdlogas (INZANA et al., 1993).

Lipopolissacarideos

Lipopolissacarideos (LPS) sdo osprincipais
constituintes damembrana externade bactérias gram-
negativas, sendo compostos de polissacarideos e
lipideo A. Este Ultimo é considerado uma endotoxina
(HAESEBROUCK et al., 1997). Os LPS de
A. pleuropneumoniae apresentam forte atividade
endotdxica, mesmo quando pequenas quantidades sdo
administradas, o que foi demonstrado apds a
inoculag@o em suinos e coelhos. Os primeiros foram
mais sensiveis. A dta sensibilidade dos suinos as
endotoxinas liberadas durante as infecgbes por
A. pleuropneumoniaefacilitaapenetracéo no epitélio
do trato respiratério e induzem a pneumonia ou
chogue. Asendotoxinas purificadasinduziram lesdes
tipicas dos estagios agudos de pleuropneumonia ao
serem inoculadas pela via intrabronquial em suinos,
evidenciando seu envolvimento na patogenicidade de
A. pleuropneumoniae (FENWICK et al., 1986).

Proteinasligantesdatransferrina

Em A. pleuropneumoniae o sistema de
aquisi¢d@o de ferro, necessério a multiplicagdo
bacteriana, € comum as espécies Actinobacillus,
Haemophilus e Pasteurella, sendo constituido de
receptores localizados em sua superficie. Estes sdo
formados por proteinasligantesdatransferrina(TBP)
denominadas Thp 1 e Thp 2. As proteinas de
A. pleuropneumoniae séo especificas para a
transferrina suina, tendo suaformade atuagdo através
da ligacdo direta a esta, sendo expressadas sob
condi¢deslimitantesdeferro. A imunizac&o de suinos
com estas proteinas confere protegdo limitada frente
ao desafio com linhagens homologas
(HAESEBROUCK etd., 1997).

GERALD et al. (1992) demonstraram 65%
de homologiano gene que codifica parauma proteina
ligante de transferrina (tfbA) dos sorotipos 1 e 7 de
A. pleuropneumoniae. Os sorotipos2, 3,4,8,9,10e
11 codificam e expressam umaproteina TfbA atamente
homalogaagquelado sorotipo 7, enquanto os sorotipos
6 e 12 expressam proteina homdloga a TfbA
encontradano sorotipo 1. OsgenestfbA dos sorotipos
5ae 5b foram reconhecidos por umasondado sorotipo
1, porém reagiram fracamente com anti corpos obtidos
contra a proteina TfbA do sorotipo 7, sugerindo que
um tipo distinto de proteina TfbA esta presente nestes

CiénciaRural, v.34, n.2, mar-abr, 2004.



Aspectos recentes da patogénese e diagnostico da pleuropneumonia suina. 639

sorotipos. E possivel que variagdes entre estas
proteinas permitam aos diferentes sorotipos de
A. pleuropneumoniae evitar a resposta imune do
hospedeiro contra linhagens heterélogas. O
envolvimento das TBP na viruléncia do patégeno é
reforcado pela demonstragéo de que ainoculagdo de
uma linhagem na qual os genes tbpA e tbpB foram
deletados tornou-se ndo patogénica e incapaz de
induzir respostaimune. Além disso, néo foi possivel o
isolamento posterior do trato respiratorio dosanimais
inoculados (BALTESet d., 2002).

Proteinasde membranaexterna

Vé&rias proteinas de membrana externa ja
foram identificadasem A. pleuropneumoniae. CRUZ
et al. (1996) caracterizaram uma proteina com peso
molecular de 48 kDa, identificada em todos os
sorotipos de A. pleuropneumoniae e ausente em
espécies gram-negativas relacionadas. Esta proteina
apresentou-se imunogénicaem suinosinfectados com
0s sorotipos 5 ou 1, sugerindo seu potencial como
antigeno responsavel por resposta imune cruzada.

Um anti-soro produzido em coelhos e
suinos contra A. pleuropneumoniae reconheceu trés
principais proteinas de membrana externa nos
sorotipos 1 a8, os quais apresentaram peso molecul ar
de17kDa, 32kDae42 kDa, respectivamente. A proteina
de 17 kDafoi comum aEscherichiacoli, Pasteurella
haemolytica, Actinobacillus lignieresii,
Actinobacillus suis e ao biotipo 2 de
A. pleuropneumoniae, sugerindo que contenha
epitopo comum a Vvéarios organismos gram-negativos.
Asproteinasde 32 kDae 42 kDaapresentaram epitopos
comunsaalguns membrosdafamiliaPasteurellaceae,
ndo apresentando potencial para o desenvolvimento
de testes de diagnostico especificos. Estas proteinas
de membrana externa ndo sdo, portanto, antigenos
espécie ou sorotipo-especificos (MacINNES &
ROSENDAL, 1987).

I dentificacdo de A. pleuropneumoniae

M étodosconvencionaisdeidentificacdo

A histéria clinica, lesbes caracteristicas e
apresentacdo de surtos de curso agudo auxiliam no
diagndstico de pleuropneumonia, o qua é confirmado
pelo isolamento do agente (STEVENSON, 1998;
TAYLOR, 1999). O isolamento de
A. pleuropneumoniae a partir de suinos sadios ou
infectados de forma subclinica costuma ser dificil ou
ndo é possivel. Deve-se considerar que a maioriados
rebanhos é endemicamente infectada, dos quais
poucos animais demonstram a doenca clinica

(FENWICK & HENRY, 1994; PIFFER et d., 2001b). Edtes
dados séo comprovados por KICH et a. (2000) com o
isolamento do agente a partir de animais procedentes
de rebanhos com histérico negativo para
pleuropneumonia.

A. pleuropneumoniae é comumenteisolado
de lesBes pulmonares, tonsilas e, de forma menos
freqliente, de outras partes do trato respiratério dos
suinos(MORESet d., 1984; BRANDRETH & SMITH,
1987). Em casos superagudos com septicemia €
possivel isolar 0 agente de outros tratos (TAYLOR,
1999). Em lesBes agudas, pode ser isolado através de
semeadura direta em &gar sangue suplementado com
NAD (BIBERSTEIN et al., 1977). Em casoscrénicos, 0
isolamento direto é dificultado e, muitas vezes,
negativo, ndo pela presenca do agente em pequeno
ndmero, mas devido ao efeito inibidor sobre o
crescimento de A. pleuropneumoniae causado por
outros agentes habitantes normais do trato
respiratério emenosfastidiosos (PIJOAN et al., 1983).
Neste caso, métodos deisolamento seletivosfacilitam
a identificagdo de A. pleuropneumoniae, contudo
podem n&o inibir a multiplicacdo de agentes gram-
negativos como P. multocida, e membros da familia
Enterobacteriaceae, como Proteus sp., comumente
isolados (GILBRIDE & ROSENDAL, 1983; PIJOAN et
al., 1983; RAPPetal., 1985).

Ascaracteristicasde A. pleuropneumoniae
gue permitem identifica-lo sdo adependénciadeNAD,
produco de hemdlise, reacdo de CAMP, hidrdlise da
uréiaefermentacdo de glicideos especificos (RAPP et
a., 1985). Esta espécie € caracterizada pelas provas
bioguimicas de fermentacéo de glicose, sacarose,
ribose, xilose, manitol, manose efrutose, sendo incapaz
de produzir indol (BIBERSTEIN et d., 1977). Sdo
descritas variagdes na presenca das enzimas catal ase
e oxidase, e na fermentacdo de lactose e xilose
(BLANCHARD et d., 1993). O sinergismo entre as
toxinas de A. pleuropneumoniae e Staphylococcus
aureus é responsavel pelo fenémeno CAMP,
observado quando cultivados em &gar sangue, no qual
azona de 3-hemdlise € potencializada pelatoxina de
A. pleuropneumoniae (JANSEN et al., 1995b).
Algumas amostras podem perder a capacidade
hemolitica quando subcultivadas em laboratério
(BIBERSTEIN et dl., 1977).

Divergéncias nos resultados das provas
tradicional mente empregadas para caracterizacdo de
A. pleuropneumoniae tém sido descritas. A
ocorrénciade amostras sorotipificavei s negativas para
aproducdo de urease foi evidenciada por RAPP et al.
(1985); BLANCHARD et d., (1993); PIFFER et . (1997)
e KICH et al. (2000). Neste caso, a presenca de
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hemdlise, identificagdo do sorotipo e o isolamento a
partir de lesdes tipicas da enfermidade auxiliam na
classificag8io como A. pleuropneumoniae (PIFFER et
al., 1997). VariagBes napresencadareacdo de CAMPe
na producé@o de hemdlise sdo também relatadas.
GUNNARSSON et d. (1977) identificaram os sorotipos
1 e5 como hemoaliticos, enquanto ossorotipos2, 3,4 e
6 ndo apresentaram hemalise. Segundo PIFFER et al.
(1997), somente alguns dosisolados dos sorotipos 3 e
7 demonstraram a reagdo de CAMP, enquanto todas
as amostras isoladas do sorotipo 5 foram positivas
para este teste, possivelmente devido atoxina Apxl,
fortemente hemolitica, presente apenas no sorotipo 5.
Todos osisolados dos sorotipos 1, 5 e 9 apresentaram-
se hemoliticos, enquanto as amostras dos sorotipos 3
e 7 foram hemoliticas em 53% e 71% dos casos,
respectivamente. Estes sorotipos secretam Apxll,
fracamente hemolitica, possivelmente explicando os
resultados encontrados.

Mais recentemente, a separacao
imunomagnética vem sendo utilizada para a
identificacéo de A. pleuropneumoniae,
demonstrando-se mais sensivel que o isolamento em
cultura. O méodo tem aindaavantagem de permitir a
identificacdo do sorotipo, dependendo do anticorpo
especifico queé utilizado (GAGNE et d ., 1998; PIFFER
etal., 2001a).

Testes sorolégicos sdo utilizados como
ferramentadiagndstica parapleuropneumonia, também
sendo Uteis paraevidenciar aimunidade do rebanho e
adisseminaggo dainfeccdo (NIELSEN, 1988). Entreas
técnicas de sorologia, o teste de ELISA (Enzyme-
Linked I mmunosorbent Assay) é de rapidaexecucéo
e elevada sensibilidade, sendo portanto um dos mais
utilizados na pesquisa de A. pleuropneumoniae.
Testes de ELISA polivalente para detec¢do dos
sorotipos 3, 5 e 7, tendo como antigenos os LPS de
cadeia longa destes sorotipos ou a fase aquosa da
extracdo fendlica da suspensdo bacteriana detectam
também os sorotipos4, 6 e8, de LPShomadlogos(KICH
eta., 1999; MACHADO et d ., 2001). Por este motivo,
s8o considerados Uteis para a realizagdo de uma
triagem inicial, apés aqual é possivel aidentificacdo
do sorotipo mediante a utilizagdo do teste de ELISA
tendo como antigeno as cpsulas purificadas dos
sorotipos3,5e7 (DUTRA et a., 2000).

| dentificacio atr avésdetécnicasdebiologiamolecular

Técnicas de biologiamolecular vém sendo
empregadas de modo a contornar as dificuldades
muitas vezes encontradas na identificacdo de
A. pleuropneumoniae pelas técnicas convencionais.
GRAM et d. (1996) analisaram 101 tonsilas de suinos,

das quais o agente foi identificado em 66 através da
Reacdo em CadeladaPolimerase (PCR). O isolamento
tradicional em meio de cultivo permitiu identificar
apenas 19 tonsilas positivas, demonstrando que PCR
foi quase trésvezes mais eficiente.

A técnica de PCR foi utilizada para a
deteccdo dos genes A dos operons apxl, apxIl e
apx!Il, que codificam para as exotoxinas de
A. pleuropneumoniae (COLLARES, 2000). De 52
isolados de campo, previamente classificados por
sorologia como A. pleuropneumoniae, 9 foram
confirmados como o agente, 28 como Actinobacillus
minor e 15 como outros microorganismos do trato
respiratério de suinos. A reavaliacdo das provas
bioguimicas nas amostras anteriormente classificadas
como A. pleuropneumoniae confirmou o resultado da
técnicade PCR. Entre asamostrasidentificadas como
A. pleuropneumoniae, 5 néo puderam ser
sorotipificadas, porém apresentaram aamplificacéo de
pelo menos um dos produtos de PCR correspondente
aum dos genes paraastoxinas, indicando tratar-se do
agente.

A deteccéo por PCR dos genes cpX, cujos
produtos estdo envolvidos no transporte da cdpsula
deA. pleuropneumoniae, confirmou acaracterizagdo
prévia, microbiol gicae bioguimica, de 111 amostras
deumtota de 120 isolados NA D-dependentes obtidos
dotrato respiratorio de suinos. As amostras restantes,
ndo sorotipificaveis, ndo apresentaram amplificacdo
dos genes cpx. Porém, através dos resultados
anteriormente determinados paraa presencados genes
gue codificam paraastoxinas Apx, foram diferenciadas
de outros organismos NAD-dependentes de suinos
(KLEIN etd.,2003).

GOTTSCHALK et al. (2003) descrevem a
existéncia de amostras ndo patogénicas, identificadas
como A. pleuropneumoniae através de técnicas
bioguimicas e soroldgicas, as quais, por PCR,
demonstram perfil detoxinasdivergente eausénciade
ApxIV. Com base na comparacdo da seqiéncia de
nucleotideos do RNA ribossdmico (rRNA) 16S destas
amostras, foi demonstrado um nivel divergénciaentre
estas seqliéncias e aquela de A. pleuropneumoniae,
indicando poder tratar-se de uma nova espécie. De
modo semelhante, algumas das amostras analisadas
por COLLARES(2000) eKLEIN et al. (2003), asquais
haviam sido bioguimicamente classificadas como
A. pleuropneumoniae n&o sorotipificaveis,
apresentavam resultados de amplificagéo por PCR dos
genes para toxinas Apx e capsula divergentes do
esperado para a espécie e para 0 sorotipo. Estas
amostras foram entdo analisadas quanto a presenca
dos genes que codificam paraatoxinaApx|V, através
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de PCR, e analisadas quanto as seqiiéncias de DNA
de regiBes hipervariaveis do gene que codifica parao
rRNA 16S, sendo reclassificadas como outras espécies
do trato respiratorio de suinos (BALESTRIN, 2002).
Por outro lado, a detec¢do por PCR do gene apxI VA
deve ser de extrema utilidade na identificacdo de
A. pleuropneumoniae, umavez que esta presente em
todos os sorotipos (COSTA, 2002).

Amostras de A. pleuropneumoniae cuja
sorotipificacdo ndo é possivel ou apresentam reacdes
cruzadas que tornam o resultado impreciso, podem
ser caracterizadas por métodos moleculares. A
Amplificacdo Aleatoriado DNA Polimérfico (RAPD)
éumavariacdo datécnicade PCR, que utilizaprimers
unicos para amplificar ao acaso o DNA. Séo
produzidos multiplos fragmentos de DNA, gerando
um perfil de amplificag@o que permite diferenciar os
sorotipos. Os perfis obtidos com essa técnica
permitiram a caracterizacdo das amostras de
referéncia dos diferentes sorotipos de
A. pleuropneumoniae, as quais foram também
distintas dos polimorfismos de DNA identificados
em espéciesrelacionadas (HENNESSY et al., 1993).
Esta metodologia foi aplicada a 14 isolados de
campo ndo sorotipificaveis, previamente
caracterizados como A. pleuropneumoniae através
de métodos biogquimicos e sorol 6gi cos, e confirmadas
pela deteccdo por PCR do gene apxA. Destas, 13
amostras foram caracterizadas pelo perfil de RAPD.
Entre os 58 isolados de campo sorotipificados e,
apobs, analisados pela técnica, aqueles pertencentes
aos sorotipos 3, 4 e 5 ndo puderam ser diferenciados.
No entanto, esta diferenciacéo poderia ser feitacom
a identificacdo e utilizacdo de primers adequados
(VAZ,2002).

CONCLUSAO

A pleuropneumonia esti presente em
todos os paises nos quais a suinocultura é relevante.
Diversos fatores de viruléncia contribuem para a
patogenicidade do agente etiol 6gico, determinando
aapresentacéo clinicadaenfermidade. Através dos
métodos convencionais, a identificacdo de
A. pleuropneumoniae pode ser dificil,
principalmente em se tratando de animais
portadores, clinicamente sadios, 0s quais sd0 0s
maisimportantes do ponto de vista epidemiol 6gico
pelo envolvimento na disseminagdo do patdgeno.
Os métodos bioquimicos podem, algumas vezes,
apresentar resultados conflitantes. Neste sentido,
técnicas de biologia molecular auxiliam na
identificag8o do agente, fornecendo um resultado

répido e preciso.
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