
1Prevalência de Streptococcus suis tipo 2 por meio da técnica de reação em cadeia da polimerase...Ciência Rural, Santa Maria, Online

ISSN 0103-8478

Ana  Carolina  Silva  de  FariaI    Maria  Cristina  da  SilvaIII   João  Xavier  Oliveira  FilhoII

Juçara  Tinasi  de  OliveiraII   Daphine  Ariadne  Jesus  de  PaulaII   Cristiane  Silva  ChitarraIII

Luciano  NakazatoIII    Valéria  DutraIII∗∗∗∗∗

Prevalência de Streptococcus suis tipo 2 por meio da técnica de reação em cadeia da
polimerase em suínos abatidos no Estado do Mato Grosso

Prevalence  of  Streptococcus  suis  type  2  using  the  polimerase  chain  reaction  in  slaughtered  pigs  in
the  State  of  Mato  Grosso,  Brazil

RESUMO

Streptococcus suis é um patógeno que a afeta a
produção industrial de suínos em todo o mundo. É de extrema
importância, pois está associado a doenças em suínos e
humanos. O objetivo deste estudo foi determinar a prevalência
do Streptococcus suis tipo 2 em 201 amostras de tonsilas de
animais clinicamente sadios a partir da técnica de PCR. As
amostras positivas foram submetidas à pesquisa do gene
codificador do fator extracelular (ef). Os resultados
demonstraram que a prevalência (23,38%) foi maior que em
outro estudo recentemente realizado no mesmo Estado,
indicando que a PCR é um método mais sensível em relação
ao isolamento bacteriano. Houve baixa ocorrência do gene
ef* (1,49%), o que mostra uma grande importância para
população analisada, pois cepas negativas são potencialmente
menos virulentas que cepas positivas.
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ABSTRACT

Streptococcus suis is a pathogen that affects the
industrial production of swine worldwide. It is extremely
important, because  it is associated with pigs and humans
diseases. The aim of this study was to determine the prevalence
of Streptococcus suis type 2 in 201 samples of tonsils from
clinically healthy animals by the PCR technique. The samples
positive for S. suis type 2 were tested for the gene encoding
extracellular factors (ef). The results showed that the prevalence
(23.38%) was higher than other recent survey in the State,
demonstrating that the PCR is a more sensitive method in
relation to the bacterial isolation. There was a low occurrence
of ef* gene in samples (1.49%) showing great importance to
local swine population, because negative strains are potentially
less virulent that positive strains.
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INTRODUÇÃO

O Streptococcus suis é conhecido como um
patógeno suíno de significância clínica na maioria dos
países com indústria suína intensiva (MAROIS et al.,
2007). Esse patógeno está associado a doenças em
suínos, tais como meningites, artrites, pericardites,
septicemia, pneumonia, morte súbita (MAROIS et al.,
2007) e infecções em seres humanos (GOTTSCHALK
et al., 2007).

Com base no polissacarídeo capsular, 35
sorotipos foram identificados (1 ao 34 e ½)
(CALDERARO et al., 2004; MAROIS et al., 2004;
BERTHELOT-HÉRAULT et al., 2005; COSTA et al., 2005;
LARA et al., 2007). Porém, estudos realizados por HILL
et al. (2005) demonstraram que os sorotipos 32 e 34 podem
ser classificados como Streptococcus orisratti. O
sorotipo 2 é o de maior prevalência em muitos países
(BOSCO et al., 2000; COSTA et al., 2005; GOTTSCHALK
et al., 2007), inclusive no Brasil, principalmente nas
regiões Sul e Sudeste (BARCELLOS et al., 1995;
CALDERARO et al., 2004; COSTA et al., 2005;
LARA et al., 2007).

O habitat natural do S. suis é o trato
respiratório superior, particularmente tonsilas e
cavidade nasal, bem como o trato genital e alimentar de
suínos (ROBERTSON & BLACKMORE , 1989;
GOTTSCHALHK & SEGURA, 2000; LUN et al., 2007).
S. suis tipo 2 coloniza tonsilas palatinas de suínos
clinicamente doentes e sadios e é transmitido por via
nasal e oral (ARENDS et al., 1984).
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O isolamento de S. suis para a identificação
de animais portadores, a partir de tonsilas, é difícil em
razão da alta contaminação desse tecido (MAROIS et
al., 2007). Recentemente, tem-se utilizado o teste de
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para melhorar o
diagnóstico de animais portadores dessa bactéria com
maior sensibilidade e especificidade (WISSELINK et
al., 1999).

Vários fatores de virulência têm sido
descritos, tais como a cápsula (SMITH et al., 1999, 2000),
“muraminidase-released-protein” (mrp), fator proteico
extracelular (ef) (SMITH et al., 1992, 1997), suilisina
(NORTON et al., 1999; JACOBS et al., 1996) e adesinas
( DE GREEFF et al., 2002), sendo as proteínas destes
genes utilizados como potenciais candidatos a vacina
pela metodologia da vacina reversa (LIU et al., 2008).
Amostras de sorotipo 2, positivo para os genes mrp e
ef, são associadas à maior virulência (BAUMS et al.,
2007), e outras variantes do gene (ef*) são
consideradas menos virulentas ou  associadas a
infecções em seres humanos (SMITH, et al., 1993).

Tendo em vista esses fatores de virulência,
o presente estudo objetivou determinar a prevalência
do S. suis tipo 2 com a presença do gene fator proteico
extracelular (ef) em tonsilas de suínos abatidos no
Estado do Mato Grosso, por meio da Reação em Cadeia
da Polimerase (PCR).

MATERIAL   E   MÉTODOS

Foram coletadas 201 amostras de tonsilas
de suínos abatidos em três frigoríficos com Serviço de
Inspeção Federal, durante o período de junho de 2005
a abril de 2008, oriundos de nove municípios de
diferentes regiões do Estado de Mato Grosso. Essa
amostragem foi baseada no programa EPI-Info 3.3.2
(DEAN, 2007), considerando os seguintes parâmetros:
número de animais abatidos no Estado durante o ano
de 2006 (800.000) (ABIPECS, 2006); prevalência
estimada de 10,27% (BOSCO et al., 2000); precisão
absoluta de 9% e intervalo de confiança de 95%. As
tonsilas, uma vez coletadas, foram armazenadas
individualmente em sacos plásticos, identificadas e
encaminhadas em caixa isotérmica com gelo reciclável
ao Laboratório de Microbiologia Veterinária para os
devidos processamentos. Para extração de DNA, foi
utilizado o protocolo descrito por SAMBROOK &
RUSSEL. (2004).

Para a técnica de PCR, foram utilizados os
seguintes pares de oligonucleotídeos iniciadores: 16S-
195(s) (CAGTATTTACCGCATGGTAGATAT) e 16S-
489(as2) (GTAAGATACCGTCAAGTGAGAA),
definido pela sequência 16S rRNA (CHATELLIER et

al., 1998) e originando produtos de 294pb; cps2J-s
(GTTGAGTCCTTATACACCTGTT) e cps2J-as
(CAGAAAATTCATATTGTCCACC), que corresponde
ao sorotipo 2, originando produtos de 459pb (MAROIS
et al., 2004); (GCTACGACGGCCTCAGAAATC) e
(TGGATCAACCACTGGTGTTAC) para o ef
(WISSELINK et al., 1999). Esse último origina 626pb,
porém pode também amplificar produtos com 1278, 1505,
2313, 2537 e 2993pb, que determinam cinco variantes do
gene que codifica o ef*. Como controle negativo, foram
utilizados água ultrapura e DNA de S. suis tipo II
gentilmente cedido pela Proª Drª Agueda P.C. de Vargas
(LABAC-UFSM).

A PCR foi conduzida em um volume final de
25μl. Cada reação conteve 20ng de DNA, solução
tampão para PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,3, KCl
50mM, MgCl2 2,5mM), 200μM de cada dNTP, 3mM de
cloreto de magnésio, 1U de Taq DNA polimerase e
25pmol de cada oligonucleotídeo iniciador. Os testes
de PCR para 16S rRNA e cps2J-s foram realizadas em 40
ciclos de desnaturação a 94°C, por 30s, anelamento de
primer a 60°C, por 30s e extensão a 72°C, por 60s. Para
o gene ef, foi realizada a PCR em 40 ciclos de
desnaturação a 94,8°C, por 1min, anelamento de primer
a 57°C, por 55s, e extensão a 72°C, por 2min, e 72ºC, por
10min. Os produtos amplificados foram fracionados em
gel de agarose 2% e corados com brometo de etídeo
por 1h, a 125V, e observados em transiluminador UV.
Como marcador, foi utilizado marcador de massa
molecular padrão de 100 pares de base (Eurogentec,
Angers, France).

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO
Das 201 amostras testadas, 118 (58,70%)

amplificaram o gene 16S rRNA. Dentre o total das
amostras, 47 (23,38%) amplificaram o gene capsular
(cps2j), que corresponde ao sorotipo 2, e 3 (1,49%)
amplificaram o gene que corresponde ao ef. Não foram
encontradas amostras positivas para o ef*.

Nos municípios analisados, as
porcentagens de amostras positivas para o gene 16S
rRNA variam de 36,36% a 85,71%. Observou-se que o
S. suis tipo 2 está presente em todos os municípios
estudados em uma taxa percentual que varia de 16,67%
a 60%.

O presente trabalho obteve uma prevalência
superior à encontrada por OLIVEIRA (2008) em estudo
realizado nesse mesmo Estado, utilizando-se a técnica
de isolamento bacteriano. Essa maior prevalência pode
ser explicada devido à dificuldade no isolamento da
bactéria estudada, pois o local de colonização do S.
suis é coinfectado com diversos microrganismos
(MAROIS et al., 2007). Outros fatores seriam a alta
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sensibilidade e a especificidade da técnica de PCR
realizada em tonsilas de suínos (WISSELINK, et al.,
2002), em comparação com o isolamento bacteriano na
mesma amostra, além do fato de ser muito mais rápida
de executar (WISSELINK, et al., 1999).

SWILDENS et al. (2005), no estudo de
suínos abatidos na Holanda, detectaram 18% de
amostras positivas para S. suis tipo 2 por meio da PCR.
Na França, MAROIS, et al. (2007), utilizando a PCR,
encontram S. suis tipo 2 em 71% das tonsilas e 81% de
swabs tonsilares de animais clinicamente doentes.
Dessas mesmas amostras, foram realizadas culturas,
obtendo-se resultados positivos em 57 e 72%,
respectivamente.

LARA et al. (2007) descreveram, em Santa
Catarina (SC), uma prevalência de 55,88% em lotes
portadores. O resultado é superior ao encontrado no
presente estudo. Isso pode ser explicado pelo fato de
que SC apresenta uma suinocultura principalmente
baseada no sistema de produção integrada diferente
do sistema de criação (ciclo completo) predominante
em Mato Grosso e, segundo OLIVEIRA (2008), isso
influenciaria o nível sanitário do rebanho.

MARTINEZ et al. (2003) analisaram
amostras de swabs de animais doentes de três
diferentes Estados brasileiros. Das amostras isoladas,
foram detectadas, pela técnica de PCR multiplex,
amostras positivas para o gene ef*. CALDERARO et
al. (2004) encontraram 72,2% de amostras positivas para
ef e 20,3% para ef* de amostras brasileiras de S. suis
isoladas de sete diferentes Estados também de animais
doentes. Esse resultado é bem superior ao encontrado
neste estudo, o que pode ser considerado como um
fator importante, pois as cepas ef positivas são
potencialmente mais virulentas que cepas negativas
(GOTTSCHALK & SEGURA, 2000). Outro fator a ser
considerado é a diferença de animais estudados, já que
neste estudo foram utilizados animais sadios.

CONCLUSÃO

A prevalência de S. suis tipo 2 em suínos
sadios, no Estado de Mato Grosso, foi superior a outros
estudos realizados. No entanto, destaca-se que, no
presente estudo, foi utilizada a técnica de isolamento
bacteriano, com a presença de amostras positivas para
o fator ef em suínos sadios no Estado de Mato Grosso.
Isso justifica a realização de outros estudos para
detecção de mais fatores de virulência que podem
acarretar prejuízos na atividade suinícola.
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