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RESUMO

Streptococcus suis é um dos mais importantes patogenos que afetam suinos de todo o mundo.
Relatos sobre a caracterizagdo deste agente na América do Sul sdo escassos. O presente estudo
teve por objetivo analisar 133 amostras de S. suis isoladas de animais doentes de diferentes
regides do pais. Osisolados foram classificados como sorotipo 2 e submetidos pesquisa dos genes
codificadores de EF, MRP e suilisina. Os resultados obtidos mostraram a ocorréncia de oito
genotipos, representados pelas diferentes combinagdes destes fatores de viruléncia. O genétipo
EF+, MRP+ e suilisina+ foi o mais freqiiente, seguido por (EF*, MRP+, suilisina+), (EF+, MRP+,
suilisina-), (EF+, MRP-, suilisina-) e outros. Amostras de S. suis dos Estados de Santa Catarina
e Sao Paulo apresentaram a presenca de sete e seis gendtipos diferentes, respectivamente, o que
sugere uma grande diversidade genética entre os isolados destas regides. Nao foi possivel
estabelecer uma correlagdo direta entre as combinagdes dos genes e os tecidos examinados, no
entanto, osisolados de sistemanervoso central apresentaram sete genétipos diferentes, seguido
pelopulmao que apresentou cinco combinacées. Ao contrario do que foi descrito anteriormente,
isolados de S. suis brasileiros apresentam diferentes perfis quanto a producdo de EF, MRP e
suilisina, o que poderepresentar grandes variagdes na eficacia de programas de vacinagdo contra
0 agente.
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ABSTRACT

DETECTION OF THE CODIFYING GENES OF THE PROTEIN EF, MRP AND SUILYSIN IN
SAMPLES OF STREPTOCOCCUS SUIS SEROTYPE 2 IN SWINE IN BRAZIL. Streptococcus suisisone
of themostimportantbacterial pathogens of swineall over the world. Studies on thecharacterization
of this agentin South America are scarce. The present study analyzed 133 isolates of S. suis recovered
from affected pigs from different regions of Brazil. These isolates were classified as serotype 2 and
further studied for the presence of genes codifying EF, MRP and suilysin. Results obtained showed
the occurrence of eight genotypes, represented by different combinations of these virulence factors.
The genotype EF+, MRP+ and suylisin+ was the most frequent, followed by (EF*, MRP+, suilysin+),
(EF+,MRP+, suilysin-), (EF+, MRP-, suilysin-) and others. S. suis from the states of Santa Catarina
and SdoPauloshowed the presence of sevenand six different genotypes, respectively, which suggests
the genetic diversity of Brazilian isolates in these regions. Direct correlation between gene
combinations and tissues examined was not possible to be drawn, but isolates from the central
nervous system showed seven different genotypes, followed by lung isolates, which showed five
genotypes. Differently from what have been previously described, Brazilian isolates of S. suis
present different EF, MRP and suilysin distribution patterns, which can have negative effects on the
efficacy of vaccination programs against this agent.
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INTRODUCAO

O Streptococcus suisé reconhecido em todo mun-
do como um dos principais microorganismos
patogénicos que infectam os suinos. O agente esta
associadoao desenvolvimento de meningites, sep-
ticemias, poliserosites, artrites, endocardites, pneu-
monia e morte stibita causando graves prejuizos a
indastria suinicola. (HicciNs et al., 1992; BERTHELOT-
HErauLT et al., 2000). O ambiente natural do
Streptococcus suis é o trato respiratério, genital e
digestério de animais sadios. Seu isolamento tem
sido bastante amplo, estando presente em diversas
espécies de mamiferos e aves, o que sugere a ava-
liacdo denovos aspectos epidemiolégicos da infec-
¢do (Hicains & GoTTscHALK, 1999). Atualmente sdo
descritos 35 sorotipos capsulares conhecidos deS.
suis (1 ao 34 e 1/2). Em animais doentes, o tipo
capsular 2 é o mais prevalente na maior parte dos
paises, no entanto, outros sorotipos comol,7,9e
14 também tém sido descritos HicciNs &
GoTTsCcHALK, 1999).

A patogenia das infecgdes pelo S. suis ainda ndoé
clara e o conhecimento sobre os fatores de viruléncia
envolvidos é limitado, no entanto, alguns fortes can-
didatos a este papel sdo polissacarideos capsulares
(CPS), proteinas relacionadas a viruléncia como a
"muraminidase released-protein" de 136 kDA (MRP)
e o fator protéico extracelular de 110 kDA (EF), a
hemolisina (suilisina) e adesinas. (VEcHT et al., 1992;
GortTscHALK & SEGURA, 2000).

Em relacdo as proteinas associadas a virulén-
cia sdo descritas amostras deS. suisapresentando
3 diferentes fenétipos: MRP+EF+; MRP+EF-, MRP-
EF-. Algumas proteinas variantes para EF (EF*)
com peso molecular superior a 110 kDA e para
MRP com peso molecular superior (MRP¥) e inferi-
or (MRP®) a136 kDA foram descritas por Vechtetal.
(1996). A suilisina é uma toxina tiol-ativada, a qual
tem sido descrita como potente fator de viruléncia,
entretanto, o seu modo de agdo ainda ndo esta bem
determinado (GorTtscHALK & SEGURA, 2000). A asso-
ciacdo destas proteinas e da suilisina com a viru-
léncia das amostras de S. suis parece variar de
acordo com a origem dos isolados BERTHELOT-
HerauLTet al., 2000). No Brasil, em estudo condu-
zido naregido sudeste do paifs, foi descrito o isola-
mento de amostras sorotipo 2 com fenétipo
EF*MRP+Suilisina+ predominante (MARTINEZefal,
2003).

O presente estudo teve por objetivo caracterizar o
sorotipo capsular de amostras de S. suis isoladas de
suinos doentes de diferentes regides do Brasil, assim
como caracterizar as amostras quanto a presenga de
genes codificadores de EF, MRPesuilisinaatravésda
reagdo em cadeia pela polimerase.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram utilizadas 133 amostras deStreptococcus
suis isoladas no periodo de julho de 1999 a outu-
bro de 2003 e caracterizadas através de provas
bioquimicas segundo descrito porTARRADAS et al.,
1994. Asamostras foramisoladas de 100 animais
provenientes de 88 granjas de suinos localizadas
nos EstadosdeSaoPaulo, Santa Catarina, Paran4,
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Goias e Rio
Grande do Sul. Os animais apresentavam
encefalite, septicemia, artrite ou pneumonia. Ap6s
o isolamento e caracteriza¢do bioquimica, as
amostras foram mantidas a -86° C até o momento
do processamento.

Sorotipagem

Todas as amostras foram submetidas a
sorotipagem através do método de co-aglutinacao
usando soro de coelho hiperimune contra amostras
de referéncia dos sorotipos 1 a 8 e 1/2 11 segundo
descrito por GOTTsCHALK et al. (1993).

Tipagem capsular

Osresultados da sorotipagem foram confirmados
através da PCR para caracterizagdo capsular dos
sorotipos1 (e14),2(e1/2),7 e 9recentemente descrita
por WisseLINK et al. (2002). Os oligonucleotideos inicia-
dores utilizados para esse fim estdo relacionados no
Quadro1.

Presenca do gene codificador da proteina EF
(epf), MRP (mrp) e suilisina (sly)

Os genes que codificam as proteinas EF e MRP
foram detectados através da PCR com os
oligonucleotideos iniciadores descritos por
WisseLINK et al. (2002). O gene codificador da suilisina
foi detectado conforme descrito por KinG et al. (2001).
Os oligonucleotideos iniciadores, as temperaturas
de hibridizagdo o tamanho dos fragmentos amplifi-
cados para os diferentes genes sdo apresentados no
Quadro 1.

Extracao de DNA

Para extragdo do DNA gen6émico as amostras
foram cultivadas em infusado cérebro coragdo (BHI,
Difco), a 37° C por 18h. Uma aliquota de 600 mL da
cultura foi submetida a extragdo de DNA através do
método baseado na utilizagdo de isotiocianato de
guanidina (PitcHER et al., 1989).
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Quadro 1 - Seqiiéncia dosprimers e temperatura de hibridizagao utilizadas e tamanho dos fragmentos amplificados.

Gene Oligonucleotideos iniciadores (5'-3') Temperatura hibridizagao Amplicom

efp GCTACGACGGCCTCAGAAATC 60°C 626pb*
TGGATCAACCACTGGTGTTAC

mrp TGCTTCATCAGAACCAAC 55°C 978 pb
GAGAATTTCAATGCTCCAG

sly CAGCTCGTTGCCTTGTACTA 50°C 1.818 pb
ACTCTATCACCTCATCCGC

cps2 CAAACGCAAGGAATTACGGTATC 63°C 236 pb
CATTTCCTAAGTCTCGCACC

* Amostras EF. *Variantes produzem fragmento de 1278, 1505, 2313, 2537 e 2993 pb.

Tabela 1 - Freqtiéncia dos genes codificadores das protei-
nas EF, MRP e suilisina.

Tabela2-Freqiiéncia dos genétipos observados dentre as
133 amostras de S. suis sorotipo 2.

Genes Positivos Negativos % positivos
Efp 96 37 72,2
efp* 27 106 20,3
Mrp 107 26 80,5
Sly 90 43 67,7

Deteccdo dos produtos amplificados

A deteccao dos produtos amplificados foi realizada
através daeletroforese em gel de Agarose1,5 %, corado
com Brometo de Etidio (5pg/ mL), observado e regis-
trado através do Sistema "Image Master" (Amershan-
Pharmacia Biothec). Os fragmentos foramidentificados
combase nautiliza¢do domarcador de pesomolecular
100 bp (Invitrogem).

RESULTADOS

Dentre as 133 amostras de Streptococcus suis
analisadas todas foram caracterizadas como
sorotipo 2 através da sorotipagem tradicional e da
PCR.

A freqiiéncia dos genes codificadores de EF, MRP
e suilisina dentre as 133 amostras é apresentada na
Tabela 1. O gene mais freqiiente foi o codificador de
MRP (80,5%), seguido pelo de EF(72,2%), suilisina
(67,7%) e EF*(20,3%). As combinacdes dos resultados
obtidos através da pesquisa dos genes codificadores
das proteinas EF, MRP e suilisina permitiram a clas-
sificagdo das amostras em 8 genétipos apresentados
na Tabela 2. O genétipo EF+MRP+suilisina+ foi o
mais freqiiente ocorrendo em 40,6% das amostras,
seguido pelo EF*MRP+suilisina+ (20,3%),
EF+MRP+suilisina- (16,5%), EF+MRP-suilisina-
(10,5%), EF+MRP-suilisina+ e EF-MRP-suilisina-
(4,5%), EF-MRP+suilisina+ (2,3%) e EF-MRP+
suilisina- (0,8%).

Genotipo Nede Freqtiéncia

amostras (%)
EF+ MRP+ Suilisina+ 54 40,6
EF + MRP - Suilisina - 14 10,5
EF + MRP - Suilisina + 6 4,5
EF + MRP + Suilisina - 22 16,5
EF - MRP - Suilisina - 6 4,5
EF - MRP + Suilisina - 1 0,8
EF - MRP + Suilisina + 3 2,3
EF * MRP + Suilisina + 27 20,3

*Proteina EF variante

O ntamero de amostras de acordo com o estado de
origem e o niimero de amostras de acordo com o sitio
de isolamento (SNC, trato respiratdrio e outros) sao
apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Tabela 3 - Freqiiéncia dos genétipos observados dentre as 133 amostras de S. suis sorotipo 2 de acordo com os estados

de origem das amostras.

Estados
SP SC MG PR RS PE BA

Genétipos N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
EF+MRP+Suil+ 12(21,4) 9(4,4)  18(865)  8(100) 4(57,1) 0 2(100)
EF+MRP-Suil- 1(1,8) 11(29,7) 0 0 1(14,3) 1(100) 0
EF+MRP-Suil+ 3(5,4) 3(8,1) 0 0 0 0 0
EF+MRP+Suil- 11(19,6) 8(21,6) 1(4,5) 0 2(28,6) 0 0
EF-MRP-Suil- 0 4(10,8) 2(9) 0 0 0 0
EF-MRP+Suil- 0 1(2,7) 0 0 0 0 0
EF-MRP+Suil+ 2(3,6) 1(2,7) 0 0 0 0 0
EF*MRP+Suil+ 27(48,2) 0 0 0 0 0 0
Suil- suilisina.
Tabela4 - Freqiiéncia dos genétipos observados dentre as DISCUSSAO

133 amostras de S. suis sorotipo 2 de acordo com o sitio de
isolamento do agente.

Sitios de isolamento

SNC! Trato Outros ?
respiratério?

Genotipos N(%) N(%) N(%)
EF+MRP+Suil+  38(42.7)  8(44,5) 8(30,8)
EF+MRP- Suil- 10(11,2)  3(16,7) 1(3,8)
EF+MRP- Suil+ 5(5,6) 0 1(3,8)
EF+MRP+Suil- 8(9) 5(27,8) 9(34,7)
EF-MRP- Suil- 4(4,5) 1(5,5) 1(3,8)
EF-MRP+Suil- 0 1(5,5) 0
EF-MRP+Suil+ 2(2,3) 0 1(3,8)
EF*MRP+Suil+ 22(247) 0 5(19,3)

1-Cérebro, meninge e liquor; 2- Pulmao (16 amostras) e
corneto (2 amostras); 3- Articulagdo, sangue, cavidade
torécica, peritdnio e pericardio. Suil- suilisina.

Os diferentes genétipos foram correlacionados
com os estados de origem dos isolados sendo que
Santa Catarina apresentou a maior diversidade de
genétipos, com 7 combinagdes diferentes entre os
genes pesquisados, seguida por Sdo Paulo com 6. A
freqtiéncia dos genétipos de acordo com os estados
pode ser observada na Tabela 3.

A freqtiéncia dos genétipos de acordo como sitio de
isolamento é apresentada na Tabela 4 e revela uma
grande variedade de combinagdes ocorrendo em amos-
trasisoladasnos diferentes sitios. NoSNCetratorespi-
ratério o genétipo EF+MRP+suilisina+ foi o mais
freqtiente com 42,7% e 44,5% das amostras respectiva-
mente, nos focos de infecgdo sistémica (articulacao,
cavidade toracica, sangue, pericardio e peritdonio). A
combinacdo EF+MRP+suilisina- ocorreuem 34,7 % dos
isolados, seguida por EF+MRP+ suilisina+ em 30,8%.
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Considerando o grande nimero de estudos con-
duzidos natentativadeelucidarapatogeniadainfeccdo
por S. suis, pouco se avangou sobre este tema nos
altimos anos. As proteinas EF e MRP tém sido exaus-
tivamente pesquisadasassimcomo asuilisina, visan-
docaracterizar o papel destes fatoresnainfecgao pelo
agente ousua utilizacdo comomarcadores deviruléncia
(GorrscHALK & SeGURA, 2000). Estudos utilizando
mutantes isogénicos de S.suis em infeccdo experimental
demonstraram que a viruléncia do agente nao é alte-
rada pela auséncia dos genes codificadores de EF e
MRP. A hemolisina denominadasuilisina, apesar de
ter um grande potencial imunogénico, tem sido
descrita com baixa freqiiéncia entre os isolados
patogénicos (GOTTsCHALK et al., 1998).

A aparente auséncia de correlacdo direta entre
estasproteinaseavirulénciandodiminuiaimportancia
da caracterizacdo de amostras de S. suis brasileiras
quanto a presenca de seus genes codificadores. Uma
vez que amostras isoladas de diferentes paises apre-
sentam uma marcante varia¢do na freqiiéncia destas
proteinas, o perfildasamostrasnacionais poderevelar
um pouco dadiversidade genética ou fenotipica deste
agente nos sistemas de producéo de suinos.

No presente estudo, a freqiiéncia dos genes
codificadores de EF (72,2%) e MRP (80,5%) isolada-
mente é compardvel aobservada em paises europeus,
Estados Unidos e Australia. WisseLINK ef al. (2000)
descreve 71% das amostras de S. suissorotipo 2 posi-
tivas para EF em 129 amostras isoladas de diferentes
paises da Europa. A freqiiéncia da associagdo
EF+MRP+ observada no Brasil foi de 57% das amos-
tras, inferior aos 84 % descritos na Espanha por LuQuE
et al. (1998). O perfil mais freqiiente no Canada, EF-
MRP-, foi observado em apenas 4,5% das amostras
estudadas.
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A grande variedade de combinagdes entre os trés
genes pesquisados, observadas nas amostras brasi-
leiras (oito genétipos), pode ser melhor comparadaao
descrito na Franga por BErtHELOT-HERAULT et al. (2000).
Analisando 54 amostras de S. suissorotipo 2 provenien-
tes de animais doentes, estes autores descrevem sete
genétipos diferentes, no entanto, a freqiiéncia das
combinagdes diferem das aqui descritas. Enquanto,
o presente estudo apresenta maior freqiiéncia do
genétipo EF+MRP+suilisina+ (40,6%), seguido por
EF*MRP+suilisina+ (20,3%) e EF+MRP+suilisina-
(16,5%), os referidos autores observaram maior
freqiiéncia de EF+MRP-suilisina- (46,3%), seguido
por EF+MRP+suilisina+ (27,7 %) e EF-MRP-suilisina-
(9,2%). Na Franga, BERTHELOT-HERAULT et al., (2000)
relatam freqiiénciainferior deamostras positivas para
suilisina (37%) em comparagdo a freqiiéncia observa-
danoBrasil (67,7 %). A associagdo entrea presencade
EF*esuilisinaeaauséncia deamostras MRP variantes
também foram observadas nas amostras brasileiras.

Os dados obtidos em relacdo a presenca dos dife-
rentes genoétipos nos Estados amostrados revelam
uma grande diversidade entre as amostras isoladas,
principalmente nos casosem que ha um maior nimero
de cepas como em Sao Paulo e Santa Catarina. Estes
dados diferem dos resultados descritos por MARTINEZ
etal. (2003)analisando amostras provenientes de Sao
Paulo, Parana e Minas Gerais. Estes autores descrevem
dentre 30 cepas deS. suissorotipo2 a presencaapenas
de amostras EF*MRP+suilisina+.

A correlacdoentrea presenca dos diferentes genes
e ositio deisolamento revela novamente uma grande
diversidade entre as amostras analisadas. Apesar de
haver uma maior freqiiéncia de amostras
EF+MRP+suilisina+ em SNC (42,7%) e trato respira-
torio (44,5 %) ndo é possivel estabelecer uma associagdo
significativa desse perfil com os sitios de isolamento.

Os resultados obtidos na anélise das amostras
brasileiras sugerem que a diversidade de material
genético introduzido no pais através da importacao
de animais de diferentes paises (Canada, Estados
Unidos e Unido Européia) influenciou de modo
marcante a disseminagéo de amostras de S. suiscom
diferentes perfis relativos a producdo de EF, MRP e
suilisina. A grande variedade deamostras observada
pode influenciar de modo significativo o sucesso de
programas de vacinagdo baseados na utilizacdo de
bacterinas autégenas ou até mesmo na eficacia de
vacinas comerciais produzidasem outros paisescom
diferentes perfis de S. suis.
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