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RESUMO

Preparou-se um antigeno aglutinante, para evidenciar
anticorpos contra erisipela suina a partir de uma amostra de
Erysipelothrix rhusiopathiae NE cultivada em caldo de carne,
enriquecido com peptona (2%), bile em po (0,05%) e soro equi
no (10%).

Este antigeno foi avaliado frente a soros de animais
protegidos com vacina viva ou inativada contra Erisipela suina
e inoculados com cepa viva patogénica, por via oral e intradér-
mica.

0 antigeno precdnizado foi utilizado em levantamento
soroldogico preliminar efetuado em 494 amostras de soros de sul
nos (matrizes nao vacinadas) éo Estado de Minas Gerais, mostran
do os seguintes titulos aglutinantes: reagentes a 1l:1 = 56; a
1:5 = 86; a 1:10 = 87; a 1:20 = 107; a 1:40 = 92; a 1:80 = 54;

a 1:160 = 06 e nao reagentes igual a 06.
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1. INTRODUGAO

A erisipela suina, doenga infectocontagiosa produzi
da pelo Erysipelothriz rhusiopathiae, apresenta distribuigao
universal, sendo considerada de grande importadncia  econdmica
na Europa, Asia e América do Norte (SHUMAN, 1965).

No Brasil parece que a doenga nao tem sido bem estu
dada, evidenciada pela escassa bibliografia a respeito.

REIS et alii (1977) estimaram, num periodo de dois
anos, um prejuizo relativo a doenga equivalente a mais de uﬁ
milhao de cruzeiros, somente no Estado de Minas Gerais.

A infecgao natural dos suinos e provavelmente de ou
tros animais se produz correntemente por via digestiva. O so
lo, alimentos e bebidas se contaminam facilmente atraves das
fezes e urina de animais enfermos.

A doenga apresenta-se sob forma aguda e cronica,sen
do a primeira caracterizada por aparig¢d@o brusca, elevagao da

temperatura e alta mortalidade. Na regiao ventral do corpo dos



animais infectados podem aparecer areas hemorragicas que acompa
nham a evolugao da enfermidade.

A forma cronica se caracteriza por endocardite e ar
trites. Apesar da baixa mortalidade da erisipela em sua forma
crdnica, os animais doentes apresentam desenvolvimento retarda
do e parecem ser disseminadores constantes da infecgao (KARLSON,
1970) . |

O diagndstico sb pode ser feito com certeza baseado
em testes bacterioldgicos e ou soroldogicos.

O diagndstico soroldogico foi introduzido por SCHOE
NING et alii (1935), e consistia em uma prova de aglutinagao ra
pida em placa. O resultado da prova era comprovado com achados
clinicos e ou bacterioldgicos. Os autores caracterizaram a pro
va para uso no campo e dia§n65tico a nivelrde rebanho.

A partir desta data, varios trabalhos tém sido reali
zados na tentativa de se estabelecer um teste seguro e pratico
que possa oferecer suporte a diagndsticos clinicos.

Ainda SCHOENING & CREECH (1933) introduzem novas téc
nicas no preparo de um antigeno para testes de soroaglutinagéo,

seguido por DEEM (1936), KARLSON & MCNUTT (1939), RICE et alii
(1952a) e outros pesquisadores que chamam a atengao para este
tipo de teste, afirmando ser ele de grande valia em termos de
diagndostico de rebanho.

Considerando a falta de estudos desta natureza em
nosso meio, este trabalho objetivou a producao e avaliagao de
antigeno para testes de soroaglutinagao rapida em placa, bem co
mo a utilizacao deste antigeno em levantamento soroldogico preli

minar em alguns rebanhos suinos do Estado de Minas Gerais.






2. REVISAO DA LITERATURA

SCHOENING et alii (1933) relataram . a necessida
de de se reconhecer a erisipela suina em ' rebanho onde obser
vagoes clinicas fossem confirmadas por exames laboratoriais.
Diante disso, elaboraram . estudo com a finalidade de implan
tar técnicas sorolbgicas que pudessem ser aplicadas no diagnds
tico da doenga. Como primeiro passo,desenvolveram um teste de
aglutinag¢dao com sangue total,para campo,e um teste em tubo, para
laboratdrio. Encontraram dificuldades quanto ao preparo de lo
tes uniformes de antigeno e quando esses eram satisfatodrios,per
maneciam inalterados por 2 a 4 semanaé, guando comecgavam a apre
éentar tendéncia a auto-aglutinéggo.Recomendaram para elabora
¢do do antigeno o uso de coldnias lisas por produzirem pouco ou
nenhum agrupamento e um satisfatdrio grau de especificidade,
sendo suficientemente estavel. Os autores acreditam que o tes
te & mais indicado para determinar a doencga no rebanho do que

para diagndsticos individuais.



SCHOENING et alii (1935) descreveram a elaboragiao de
um antigeno a partir de uma {inica amostra de F. rhusiopathiae,em
meio liquido, apds incubagao por 36-48 horas e centrifugagao. Em
seguida, lavou-se o sedimento em solugao salina contendo 1% de
formalina, centrifugou-se e ressuspendeu-se em uma pequena quan
tidade da mesma solucao. Tal suspensdo foi agitada durante meia
hora filtrada em algoddo e estandartizada para tubo n® 1 do ne
feldmetro de Mac Farland.

DEEM (1936) relatou duas dificuldades na producao de

antigeno para uso em testes de aglutinacgao:

.a = crescimento do microrganismo em quantidades sufi

cientes e

b - preparo de um antigeno estavel que se mantenha
em suspensao e nao apresente floculagao esponta
nea. Nao conseguiu um antigeno satisfatdrio a
partir de coldnias tipo rugosas com crescimento
dos organismos em cadeias. Demonstrou ainda que
a adigao de triptofano e fermento seco ao caldo
de carne acelera grandemente o crescimento, com
um minimo de floculag@o espontdnea. O meio de
cultura assim preparado apds ter sido semeado
com o microrganismo, foi incubado durante 48 ho
ras, e a seguir centrifugado durante 1 hora a
2000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o se
dimento ressuspenso em alcool a 95% por 18 a 24
horas, o que parecia diminuir a floculagao. Apds

nova centrifugagao por 1 hora a 2000 rpm e des



carte do sobrenadante, o sedimento era ressuspen
so em solugao salina 0,9%, contendo 0,5% de fe
nol,agitado por 1 hora e centrifugado,. sendo fi
nalmente padronizado para densidade do tubo 1 do
nefelometro de McFarland, apds o que estava pron
to para uso. A prova consistia em colocar 1 ml
de antigeno em tubos,'adicionando—se quantidades
apropriadas de soro e incubando por 24 horas a
379C. Os antigenos controles e soro negativo mos
traram pequena ou nenhuma sedimentagéo, enquanto
que soros imunes apresentaram aglutinagao comple

ta na diluigao 1:2000.

KARLSON & MCNUTI"ﬂ339)descreveram,para um teste de
aglutinacao microscdpica, a técnica de preparo do antigeno,
onde recomenda, para produgao, coldnias lisas dé E. rhusiopa
thiae cultivadas em caldo de carne magra mais a adigao de pep
tona, triptona e cloreto de sddio.

RICE et alii (1952a), descreveram o preparo de um
antigeno elaborado a partir de cultura de E. rhusiopathiae cul
tivada por 48 horas a 379C, em caldo de carne contendo 2% de
soro de suino. Apds incubagao e centrifugacao, o sedimento era
ressuspenso em solugéo salina a 0,85% a um oitavo do volume
original. Esse era novamente centrifugado e o sedimento ressusg
penso,a um décimo do volume original,em agua destilada conten
do 0,05% de mertiolate. A suspensao concentrada era estocada
em refrigerador por 3 dias e testada quanto a viabilidade por
pPlagqueamentoc em agar sangue. As suspensoes concentradas eram

agitadas o bastante para homogeneizagao. Antes do uso, cada



suspensao era diluida em Agua destilada, levando a uma densida-
de ligeiramente maior que a do tubo n® 2 do nefeldmetro de Mc
Farland. A técnica da prova consistia na mistura em partes
iguais de soro de coelhos imunizados com suspensoes de FE. rhu
siopathiae, as quais foram, em seguida, submetidas a agitagéo
mecanica e incubac¢ao a 429C, durante 4 horas, em banho maria e
posteriormente a 379C, em estufa, durante uma noite. Como con
trole usaram soro de coelho normal.

RICE et alii (1952Db) estudando,através da prova de

aglutinagao,amostras de soros de suinos normais e com artrites,

verificaram que nenhum dos soros normais apresentou titulos
acima de 1:100rmas consideravel proporcgao apreséntou titulos
de 1:20 a 1:80, enquanto que os soros de suinos com artrite
apresentaram titulos de 1:1600 ou mais. Os autores chamam a

atengao para o caso de reagdes negativas ou fracas, dizendo que
elas devem ser interpretadas com cuidado, pois amostras colhi
das nos primeiros estagios da infecgio podem ter pouca ativida
de aglutinante. Também relatam, como dificuldade na interpreta
gao do teste, a tendéncia de muitos soros normais apresentarem
uma aglutinagao nao especifica para E. rhusiopathiae em baixas
diluigoes.

FREEMAN et alii (1964), usando a técnica de soroaglu
-tinagéo para determinar niveis de anticorpos no soro, relataram
a estreita relagao entre a frequéncia e severidade de respostas
patongicas e a magnitude de respostas imunoldgicas. Para prepa
ro do antigeno;usaramtmm.amostra.de E. rhusiopathiae isolada de
um caso de septicemia fatal, cultivada em caldo cérebro-coragao

em pH 4,acrescido de 5-10% de soro eqﬁino. As bactérias foram



obtidas por centrifugacgao da cultura em caldo de 24 horas, sen
do em seguida lavadas de 1 a 3 vezes e ressuspensas em solugao
de NaCl 0,85%, a um volume igual a l/lO'do volume original. Foi
usado o calor (609C por 60 minutos) ou o fenol a 0,5% para matar
as bactérias . ‘

SIKES (1965) descreveu o preparo de um antigeno a
partir de coldnias lisas, caracterizando tais coldnias como pe
quenas, redondas, brilhantes e com a borda inteira como sendo
ideais para essa técnica. Os microrganismos ocorrem,como peque
nos bastoes, singularmente ou em pequenas cadeias de 2 ou 3. Esses
microrganismos eram estocados em meio semi~sdlido enriquecido
com 10% de soro eqﬂino e cultivadosem caldo triétose com 10% de
soro caprino; eram incubados por 24 horas a 359C, sendo o sedi
mento suspenso em salina fisioldgica acrescida de 1% de formali
na. Essa suspensdo era centrifugada por 1 hora a 3300 rpm e se
necessario, logo apds .. . novamente ressuspensa em pequena guan
tidade de salina formolada. A seguir, era submetida a agitagao
por 30 minutos, filtrada em algodao, sendo a densidade ajustada
para o n? 2 do nefeldmetro: McFarland. Os soros,a serem testados,
eram diluidos a 1:10, em solucao salina fisioldgica estéril e pipe
tados para os tubos nas quantidades de 0,4, 02 Ol 0,05,
0,02 e 0,01 ml sendo 1,0 ml de. antigeno adicionado em cada um.
-Salina fisioldgica era usada como cohtrple. Os tubos eram incu
bados a 37,59C por 30 minutos e a seguir, centrifugados por 4
minutés a 1.800 rpm. A leitura era feita através de uma fonte
de luz.

SIKES & TUMLIN (1967) introduziram modificagao no

preparo do antigeno descrito anteriormente por Sikes (1965) .



Adicionaram & suspensao de antigeno,como estabilizador e preser
vador ,o timol na concentragao de 0,0015% em solugao fisioldgica.
O antigeno mostrou bons resultados em varias diluig¢des do soro
até a 62 semana, havendo alguma perda de poténcia na 72 semana.
Os resultados do teste indicaram ser ele pratico, seguro e van
tajoso para diagndstico soroldgico em erisipela suina.

SCHAAF & KRAMER (1968) estabeleceram um antigeno que
podia ser estocado por varios meses e usado no teste de agluti
nagao em tubo para detectar artrite por erisipela, podendo tam
bém controlar as propriedades profildticas e terapéuticas do so
ro imune. O meio de cultura usado foi caldo alcalino de figado
(figado fresco, caldo de carne com 1% de peptona e 0,5% de
NaCl, pH 7,6) esterilizado por 30 minutos em autoclave, sendo adicio
nadas 2 gotas de NaOH a 4% (pH 8,0). A seguir, os tubos foram
incubados por uma noite a 379C. Quando o liguido estava comple-
tamente claro e pronto para uso, foram inoculadas colonias de
E. rhusiopathiae variacao necessariamente lisa e incubados por
uma noite. Logo apds, os tubos confendo a cultura, foram analisa
dos quanto a turvagao e bom crescimento. O sobrenadante foi de
cantado e juntado a ele uma gota de formalina a 4% por milili-
tro. Apds 24 horas de incubagao a 379C, o antigeno podia - ser
guardado em refrigerador 49C por 12 meses. Antes do uso o anti-
geno era ajustado para tubo n? 2 do nefelémetro McFarland. A técni
ca da prova obedeceu o seguinte critério: a cada 0,1 ml de soro
a testar foi adicionado 0,9 ml de solugéo salina, contendo 0,04%
de gelatina. A partir do 19 tubo, 0,5 ml foi pipetado em suces-
sao para uma série de 6 tubos, A cada um desses tubos foi adi

cionado 0,5 ml de antigeno. A seguir os tubos foram agitados e



incubados por uma‘noite. O autor aponta a tendéncia de formas
agregadas do E. rhusiopathiae, ﬁrincipalmente quando cultivado
em meio contendo soro. E considerado como importante, o cultivo
em caldo de figado,para tornar uma elaboracio pratica, com multi
plicagdo rapida das bactérias e sem tendéncia 3 formagao de gru
mos.

NIELSEN (1969) chamou a atengao para a necessidade
de se implantar um teste para diagnosticar a erisipela cronica
num rebanho, teste esse que fosse seguro e econdmico. Sao des
Critas as varias dificuldades na técnica de preparo de um anti-
geno para o teste, como a tendéncia de varias amostras do agente
causal da erisipela aglutinarem espontaneamente, baixa conserva
gao de antigeno e interpretagao do baixo grau de reagdo. Preco-
nizou emprego de antibidticos em meio para crescimento do E.
rhusiopathiae, recomendando o caldo carne de cavalo, acrescido
de 1% de peptona e 0,5% de NaCl, P.A., pH 7.8. O meio foi aque-
cido por 15 minutos tamponado com fosfato esterilizado por auto
clavagao.Apresentou, como resultado,a elhﬁ:mgéo de contaminantes.

BOHM (1974a) estabeleceu reqﬁisitos na avaliagao do
teste de soroaglutinacao para erisipela; apontando a necessida
de de se estabelecer o‘limite entre titulos inespecificos ( con
dicionados por aglutininas normais) e especificos (que ocorrem
ap6s um confronto com antigeno de erisipela). Demonstrou o au
tor que suinos provenientes de isolamentos (gnotobidticos) apre
sentaram titulos até 1:5; suinos SPF (Specific Pathogen Free =
livre de agentes patogénicos) apresentaram titulos até 1:40, o
que o levoua declarar que titulos até 1:80 situavam-se ainda ao
nivel de titulos inespecificos. Titulos mais éltos sao conside

rados especificos com uma possibilidade de erro 1% > p > 0,18%,
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significando que em grande nimero de exames, um titulo mais al
to, como 1:160, na aglutinagao pode nao ser causa de uma infec
¢ao pelo agente causal da erisipela, na proporgao de um maximo
de 9 vezes em 1000 animais examinados. Entretanto observou tam
bém que se pode encontrar anticorpos produzidos pelo Erysipelo-
thriz a nivel de titulos inespecificos.

BOHM (1974b) aperfeigoou a técnica de aglutinacgdo,na
tentativa de apontar solugbes guanto ao problema de aglutinagao
espontanea das amostras utilizadas na produgao de antigeno, bem
como a baixa produgido e conservagao do antigeno. Para tanto uti
lizou a amostra NF4E12, cultivada em caldo de carne de porco
acrescido de 3% de peptona, 1% de glicose e 1% se fenol ligque
feito (pH 7,6). A adigao posterior de 5% de soro bovino aumen-
tou consideravelmente a produgao de antigeno. A cultura foi in
cﬁbada por 20 - 24 horas a 379C, sendo em seguida adicionado
0,3% de formalina que agiu por 24 horas a 22 ou 379C. A seguir,
o antigeno foi centrifugado por 20 minutos a 2000 g e decantado
_cerca de 1/3 do sobrenadante. O restante do material foi coloca
do em temperatura de geladeira por um periodo minimo de 14 dias
antes do uso. ApOs este periodo, testes foram realizados frente

'a soro comprovadamente positivo (soro de suinos com ‘erisipela
cronica, soro hiperimune de cavalo, suino ou coelho), negativo
(soro de suino gnotobidtico ou SPF, soro de rato ou coelho). O
antigeno pronto para o uso foi mantido a -209C durante longo pe
riodo. Apds degela-lo a + 4§C ele sd foi utilizavel por no ma-
ximo 8 semanas. O autor realizou a aglutinacao em placas sinte-
ticas. A leitura ocorria sobre um fundo preto, nao brilhante. O
titulo indicava a diluigao, na qual todo o antigeno estava sedi
mentado no centro do orificio, sob forma de depdsito homogéneo,

sem margem estrelada.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Preparo do Antigeno

Foi usada, para uma elaborac¢ao do antigeno, uma amos
tra de referéncia NF , de Erisipelothrix rhusiopathiae (swine,
U,s.a.), repicando-a' para tubos contendo caldo 3c¢c* acrescido de
10% se soro equino filtrado (filtro Seitz). Apds 24 horas, tendo
sido observado crescimento, visualizado pela turvagao do meio e
nos esfregacos em laminas coradas pelo método de Gram, procedeu-
se & inoculagido de 0,5 ml, por via intraperitoneal, em camundon
gos suigos albinos, desmamados.

Os camundongos foram observados a partir de 24 ho
ras, quando comegaram a apresentar mudanga de comportamento, des
de incordenagao motora até a morte, que na maioria dos casos
ocorreu entre 48 e 72 horas. Esses camundongos foram necropsia
dos e o sangue colhido assepticamente, através de pungdo cardia

ca, com agulha e seringa tipo tuberculina. A seguir, o sangue

foi plagqueado em agar 3c** e levado & estufa a 379C por 24 ho

* Caldo 3C - BRAIN HEART INFUSION-DIFCO LABORATORIES DETROIT, MI
CHIGAN USA.
** Agar 3c - BRAIN HEART INFUSION AGAR GIBCO DIAGNOSTICS, Madi
son, Wisconsin 53713 USA.
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ras. Transcorrido esse periodo, foi observado crescimento carac
teristico do Erysipelothriz rhusiopathiae, que consistia no apa
recimento de coldnias transparentes, brilhantes, pouco agrupa
das. Na placa foram selecionadas, através de observagﬁo em lu
pa, coldnias pequenas de aspecto brilhante, apresentando bordos
regulares, sem pigmentagao, que eram isoladas como coldnias 1i
sas e semeadas em placas de agar 3c. Essas foram levadas para
estufa a 379C durante 24 horas. Apds este tempo, as placas fo
ram reanalizadas, quanto a morfologia das coldnias e, ainda, fo
ram colhidas amostras para esfregagos, corados pelo GRAM, onde
se consideraria somente a presenca de bastonetes GRAM positi
vos, isolados ou em cadeias curtas, caracteristico de coldnias
lisas do E. rhusiopathiae. Apds essas operagoes as colonias fo
ram repicadas e usadas como indculo.

O meio liquido usado para preparo do indculo e o

meio de produgao tinham a seguinte composigdo:

Extrato de carne 0,3 g
Peptona '2 g
Bile em po 50 mg
Agua destilada 100 ml
Soro equino filtrado 10 ml

- Feita a adigao, os baldes foram incubados 24 horas
a 37¢9C. Em seguida, colheu-se assepticamente uma amostra de 1
ml, de cada balao da emulsdo bacteriana formando um "pool". A
partir desse "pool" foram feitas diluigOes sucessivas a partir

de lﬂhl a 10_1O a saber:

0,9 ml de salina tamponada estéril pH 7,2 em cada

tubo de hemdOlise. No primeiro tubo colocou-se asseticamente,
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0,1 ml do "pool" descrito, homogeneizando-se 5 vezes por pipe-
tagem, deslocando-se 0,1 ml da mistura de um tubo ao outro e
assim sucessivamente. Utilizou-se apenas diluigoes a partir de

1679,

Tomou-se o tubo com a diluigﬁo 10_10, colocando- se
assepticamente 0,1 ml da mistura no centro de uma placa de Pe
tri contendo agar 3c. A mesma operagao foi repetida nas demais
diluicoes até 107°, Em seguida espalhou-se a mistura com alga
de Drigalski flambada e resfriada em uma placa de agar 3c esté
ril. A alga nao foi flambada de uma diluicao a outra. As pla
cas assim preparadas foram colocadas na estuda a 379C por 30
minutos em posigéo normal, sendo invertidas a seguir deixadas
por 24 horas. |

ApOs este tempo as placas foram observadas e as co
lonias contadas para determinagao do nimero de bactérias  por
ml de suspensao.

Paralelamente a contagem de bactérias por ml foi
feito teste de pureza do antigeno em agar 3c. A seguir, foi
adicionada aos baloes formalina na quantidade de 0,3%,que agiu
durante 24 horas a 379C. Transcorrido esse tempo, foram toma
das amostras de antigeno para teste de inocuidade em placas de
‘agar 3c incubadas a 379C durante 24 horas. Nao havendo nenhum
crescimento, o antigeno foi centrifugado a 2.000 G durante 20
minutos. Terminada essa operag¢ao, 2/3 do sobrenadante foi
descartado e substituido por salina tamponada estéril pH
7,2, sendo submetido a nova centrifugacao pelo mesmo tempo e
rpm, processo este repetido 3 vezes.

ApOs as trés centrifugagoes, lavando as células do

antigeno, este foi conservado em salina tamponada estéril pH
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7,2, em volume igual a 1/3 do inicial e distribuido em peque-
nas quantidades, em frascos estéreis tipo penicilina, devida
mente rotulados e tampados, sendo conservados a 49C durante 14
dias, quando foram feitos os testes definitivos. Os testes £1
nais com o antigeno consistiram em colocid-lo frente a SOros
comprovadamente positivos (soro imune de referéncia -Weybridge
Inglaterra), negativos (soro de coelho normal) e a solugao sa
lina para verificagao da auto-aglutinacao. O antigeno assim
preparado e testado foi usado a seguir ou guardado em tempera-

tura de geladeira.

3.2. Soros

Inicialmente, foi realizado um experimento para
que se pudesse ter dados relativos ao comportamento do antige-
no frente a soros de suinos, submetidos & inoculagdo experimen

tal e a imunizagao.

3.2.1. Soros de animais inoculados experimental

mente.

Foram utilizados soros provenientgs de suinos e
inoculados experimentalmente com o Erysipelothriz rhusiopgl
thiage amostra Itabirito (isolado de animais acometidos de um
surto da doenga no municipio de Itabirito, M.G.) com caracte-
risticas de alta patogenicidade.

Para inoculagao os animais foram divididos em 2
grupos. No primeiro grupo os animais foram inoculados por via
oral na dose de 10 ml. No segundo grupo os animais foram inocu
lados via intradérmica, por escarificacao no costado direito,

de sedimento da cultura pura acima descrita.(TAB.I).
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3.2.2. Soros de animais imunizados.

Foram utilizados soros de animais imunizados com
vacina viva, dose 5 ml, via subcutanea da amostra avirulenta;e
também soros de animais imunizados com vacina morta, dose 5
ml,via subcutdnea da amostra CN 5486 (TAB.I).

As amostras foram colhidas antes e apos o inicio

do experimento, a cada 15 dias, durante 2 meses.

3.2.3. Soros de animais de campo.

Posteriormente foram analisadas amostras de s0o
ros de suinos, provenientes de diferentes regioes geoeconodmi-
cas do Estado de Minas Gerais assistidas pela EMATER-MG.

Foram colhidas 494 amostras de soro de  porcas,
nao vacinadas contra erisipela, divididas proporcionalmente
entre 8 regides assistidas pela EMATER-MG.

Dentro de cada.regiao, os estabelecimentos  bem
como os animais doadores, foram escolhidos ao acaso levando-
se em conta apenas O requisito: matrizes nao vacinadas. Estas
distribuigoes encontram-se na TAB. II.

O sangue dos animais foi obtido através de inci
sao na orelha, sendo depositado a seguir em frasco estéril,ti
pc penicilina, para obtencao do soro.

Os soros foram separados, identificados e acondi
cionados em gelo, sendo transportados ao laboratorio onde fo
ram imediatamente processados ou estocados a (-209C) até o mo

mento do uso.

3.3. Técnica da prova de soroaglutinagao.

Os soros a serem testados foram diluidos em uma
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serie de 7 tubos de hemolise, obedecendo ao esquema: 0,8 ml de
salina tamponada pH 7,2 estéril para o primeiro tubo da serie
e 0,5 ml nos restantes. No 19 tubo foi colocado 0,2 ml do soro
a testar e apds homogenizagao foi transferido para o tubo se
guinte 0,5 ml da mistura, sendo o processo repetido até o £i
nal da série. Desta maneira o soro apresentava-se diluido de
1:5 até 1:320.

Os testes foram elaborados em placas de Huddleson
onde foi colocado com auxilio de contagotas graduado (tipo bru
celose = 0,03 ml por gota) uma gota do soro em diferentes di
luiqaes e uma gota de antigeno, sendo a mistura homogeneizada
nos moldes da soroaglutinagao pela brucelose.

A leitura foi feita em até 10 minutos, através de
uma fonte de luz. O titulo foi dado levando-se em conta a ulti

ma bem marcada aglutinagao do soro. Como controle foi usada sa

lina tamponada pH 7,2 para verificagao de auto-aglutinacgao.
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TABELA I - Dados relativos a animais e tratamentos utilizados
para obtengao de soro de suinos para uso em prova

de soroaglutinagao em Erisipela Suina, em rebanhos
do Estado de Minas Gerais, 1979.

Tratamento Raca Sexo Nascimento Idade inicial em dias

A. Vacinados

Al' Vacina viva W 1118 M . 31/01/79 86
Amostra AVIR. .
Dose 5 ml Iw 1121 F 31/01/79 82
Sub. cutanea H 1196 M 16/01,/79 97
Data 25/4/79 D 1213 M 22/01/79 91

A2. Vacina morta I 1058 M 16/01/79 97
Amostra CN

5486 H 1202 F 16/01/79 97
Dose 5 ml DI1211 M 16/01/79 97
Sub. cutinea
Data 25/4/79 D 3215 F 22/01/79 91

B. Experimentalmen .
te inoculados. IW 1117 M 31/01/79 84

Bl.Viajmtnxhrm.
(escarificagao) LW 1057 M 16/01/79 99
Amostra Itabiri
to H 1199 M 16/01/79 99
Data 27/4/79 D 1217 F 22/01/79 93
B,. Via oral W 1120 F 31/01/79 84
Amostra Ttabi
rito H 1201 F 16/01/79 99
Dose 10 ml D 1218 F 22/01/79 93

Data 27/4/79 b 1212 F 22/01/79 93
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TABELA II - Nimero de propriedades e suinos nao vacinados  sor
teados para exame de hemosoroaglutinagao para Erisi
pela segundo as regices geoeconomicas do Estado de
Minas Gerais, 1979.

N N@ de Produtores Matrizes
Regioces
Existentes Sorteados Existentes  Sorteados

I 138 18 5845 73

II 458 40 12798 156
1IT% 150 20 6545 81

BAV 25 05 1686 20

v 123 10 3283 40

VI 133 16 5350 66
VII 35 03 ‘ 1075 14
VIIT 85 11 3675 44

TOTAL 1147 123 40257 494




4. RESULTADOS

O antigeno preparado a partir de coldnias lisas,
obtidas através de passagens em camundongos, cultivadas confor
me descrito em material e métodos, apresentou na contagem de

bactérias por mililitro da suspensac os seguintes resultados:

Diluicgao . NQ de bacterias/ml
107° Incontavel
il Incontavel
7 i > 301
1077 275
1g | 44

0 antigeno preparado frente a soro hiperimune de
referéncia (Weibridge-Inglaterra) apresentou titulo de 1:1280.
Nenhum titulo foi encontrado frente a soros de coelhos normais
(utilizados como negativo) e nao houve auto-aglutinacio: fren
te a solugac salina.

A conservagao adotada do antigeno em meio ligquido
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foi a 49C sendo estocado reproduzindo os mesmos resultados, du
rante 6 meses.

O antigeno preconizado mostra, frente a soros pro
venientes de suinos vacinados (TAB. III e IV), que os titulos
pos-vacinais situam-se entre os limites 1:1 a 1:80.

Os maiores aumentos de titulos pds-vacinais foram
no lote em que foi usada a vacina viva. Estes titulos permane-
ceram até o final das observagoes, ou seja 60 dias (TAB. III).

Todos os animais utilizados apresentaram antes da
vacinagéo ou da inoculagao, titulos aglutinantes iguais ou in
feriores a 1:10 (TAB. IV).

Nas analises soroldgicas posteriores nao observa
mos aumentos significativos de titulos aglutinantes (TAB. V e
VI). Os animais inoculados quer por via oral, quer por via in
tradérmica, apresentaram apds 24 h, uma elevagcao da temperatu-
ra (atingindo 42¢C).

Frente aos resultados obtidos na analise dos so
ros provenientes das varias regioes do Estado de Minas Gerais,
que estao mencionados nas TAB. VII a XIV, podemos notar que de
494 soros examinados, 488 apresentaram titulos assim  distri
buidos: 1:1 = 56; 1:5 = 86; 1:10 = 87; 1:20 = 107; 1:40 = 92;
1:80 = 54; 1:160 = 06. TAB. XV.

Dos 494 soros analisados 16 nao apresentaram ne

nhuma reacgao. TAB. XV.
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TABELA VII - Resultados obtidos no teste de soroaglutinagao pa

ra Erisipela Suina na Regiao I, Minas Gerais, 1979 .

— N DE SOROS DILUICOES
FXAMINADOS 31 1/5  1/10 120 1740 1/80 1/160

BARBACENA 04 1 1 2 0 0 0 0
CORDISBURGO 04 0 0 0 0 31 0
IBIRITE 13 0 1 4 1 3 4 0
ITAONA 08 i ! 0 5 1 i 0 0
LAGOA SANTA 04 1 1 1 1 0 0 0
MARIANA 04 1 1 2 0 0 0 0
OLIVEIRA 08* 0 = 2 2 2 0 0
OURO PRETO 04 1 0 1 0 2 0 0
PARA DE MINAS 08 0 2 2 1 1 2 0
PARAOPEBA 04 0 0 0 2 1 I 0
SETE LAGOAS 08 1 0 0 2 3 2 0
TIRADENTES 04* 2 0 1 .0 0 0 0
TOTAL i 8 7 20 10 16 10 0

* Um soro nao reagente



TABELA VIII -
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Resultados obtidos no teste de soroaglutinagao pa
ra Erisipela Suina, na Regido II, Minas . Gerais,
1979.

' N@ DE SOROS DILUICQOES
RS EXAMINADOS 1 175 1710 1/20 1/40 1/80 1/160

MURIAE 12 1 2 4 3 1 1 0
FUGENOPOLIS 04 0 2 2 0 0 0 0
CARANGOLA* 16 2 2 3 3 3 3 0
TCMBOS 16 0 0 0 4 9 3 0
LEOPOLDINA 16 0 3 4 5 2 2 0
PIRANHA 04 0 0 1 2 1 0 0
RIO POMEA 04 g - 22r sl 1 0 0 0
S.J. NEPONUCENO 08 0 2 2 4 0 0 0
PEQUERT 04 0 2 1 1 0 0 0
MARIPA DE MIN. 04 0 1 1 2 0 0 0
JUIZ DE FCRA 08 0 3 3 3 5 0 0
RAUL SOARES 04 0 0 0 2 2 0 0
S. PEDROS DOS

— 04 0 0 :} 1 2 0 0
PONTE NOVA 08 0 0 2 4 2 0 0
RIO CASCA 08 0 0 1 2 2 2 5
URDCANTA 08 0 o 2 5 1 0 0
TEIXEIRAS 12 0 0 5 3 4 0 0
DOM SILVERIO 04 0 3 1 0 0 0 0
ALVINOPOLIS 04 0 4 0 0 0 0 0
VISCONDE DO
B 08 0 1 5 2 0 0 _o
TOTAL 156 3 27 39 45 30 11 01

* Uma das amostras com material insuficiente para diluigGes maiores que

1:1
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TABELA IX - Resultados obtidos no teste de soroaglutinagao para

Erisipela Suina na Regido III, Minas Gerais, 1979.

N® DE SOROS DILUICCES
MUNICIPIOS
EXRMINADOS 0 1/5 1710 1/20 1/40 1780 1/160
AIFENAS 07 ik 3 ) 2 1 0 0
ANDRADAS 08 2 ) 1 2 1 0 0
BOTELHOS 04 0 0 1 2 I 0 0
CANDEIAS 05 1 3 0 1 0 0 0
TAVRAS 04 0 il 0 2 1 0 0
MACHADO 04 0 0 1 1 5 1 0
04 0
- ( il ik 0 2 0 0
NEPOMUCENO 04 0 2 0 0 1 i 0
PASSOS 08 0 3 0 1 1 4 1
POCINHOS DO
04 0 4 Q 0 0 0 0
RIO VERDE
POQOS DE
08 2 1 1 1 1 2 0
CALDA
SANTA RITA
04 . 3 0 0 0 0 0
DE CAIDAS
SANTA RITA DO
0
axsrpnd 8 2 2 1 2 1 0 0
' SANTO ANTONIO "
2
B BMEARG 1 1 0 0 0 0
SAO SERASTTAO 54
DO PARATSO 3 1 g 0 0 . 0
SERRANTIA 01 0 0 i 0 0 0 0

TOTAL 81 13 24 10 14 11 08 01
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TABELA X - Resultados obtidos no teste de soroaglutinagao para
Erisipela Suina na Regiao IV, Minas Gerais, 1979.

NQ DE SOROS DILUICOES
EXAMINADOS

MUNICIPIOS

/1 1/5 1/10 1720 1/40 1/80 1/160

MONTE ALEGRE

DE MINAS 04 0 15 3 1 1 i 0

UBERLANDIA 16 0 I L 1 8 5 0

TOTAL 20 0 2 2 2 9 5 0
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TABELA XI - Resultados obtidos no teste de soroaglutinagdo para
Erisipela Suina na Regiao V, Minas Gerais, 1979.

_ N® DE SOROS DITUIQOES
MUNICIPIOS
EXRMONADOS .- 914 175 1710 1/20 1740 1/80 1/160

GUIMARANIA 04 1 =g 1 0 1 0
LAGOA FORMOSA 12%* 2 2.2 3 2 0 0
PATOS DE MINAS 20 3 ] 7 3 2 0
SERRA DO SALI
T 04 1 - Spal | 0 0. 0 1

TOTAL 40 07 08 04 11 05 03 0l

* Um soro n3o reagente
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TABELA XII - Resultados obtidos no teste de soroaglutinacgdo para

Erisipela Suina na Regido VI, Minas Gerais, 1979.

, NQ DE SOROS DILUIGOES
MAICIPIOS  mosmupos /1 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160
BOCATOVA 08 2 1 2 g -2 0 0
CORACAO DE

N 08 3 3 0 1 ' 0 0
FRANCISCO SA 14% 6 1 3 2 0 0 0
MIRABELA 04 0 0 b 1 2 0 0
MONTES CLAROS 20 5 4 0 6 2 2 1
UNAT 12 0 1 0 4 4 3 0
POTALD 66 16 10 05 16 11 05 01

* Dois soros nao reagentes



31

TABELA XIII - Resultados obtidos no teste de soroaglutinacao pa

ra Erisipela Suina na Regiao VII, Minas Gerais,

1979.

N@ DE SOROS DILUICOES
MUNICIPIOS

EXAMINADOS 41,1 1,5 1710 1/20 1/40 1/80
ARAGUAT 09 2 0 0 i 3 3
PEDRA AZUL 05 0 1 o 3 1 0

TOTATL 14 02 01 - O 04 04 03




32

Resultados obtidos no teste de soroaglutinacao pa-

TABELA XIV -
ra Erisipela_Suina[ na Regiao VIII, Minas Gerais,
1979.
DILUICOES
ENCTET0E NQ DE SOROS ca
BRMINNE 14 . 35 110 1720 L0 1580 17160
ACUCENA 05 0 0 1 0 0 2 7
ATMORES 12 1 4 1 3 1 2 0
BOM JESUS
04 1§ 2 T8 0 0 0 0
DO GALHO
CARATINGA 04 3 0 1 0 0 0 0
CORREGO NOVO 04 0 0 1 0 1 2 0
PESCADOR 10* 0 0 1 1 3 4 0
RESPLENDOR 05 2 1 0 1 1 0 0
TOTAL 44 7 7 6 5 6 10 02

- * Um soro nao reagente.
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'ABELA XV - Resultados obtidos no teste de soroaglutinag¢do para
Erisipela Suina, nas diferentes regices do Estado

de Minas Gerais, assistidas pela Emater, M.G. 1979.

N@ DE SOROS

REGIORS s DIIUICOES
/1 /5 1/10 1/20 . 1/40. 1/80 1/160
I 73%* | 08 07 20 10 16 10 0
1T 156 03 27 40 45 30 10 01
III 81 13 24 . 530 14 11 08 01
v 20 00 02 02 02 09 05 0
\Y 40% 07 BER 08 04 11 05 03 01
VI 66** 16 We =~ 05 16 | 11 05 01
VII 14 02 ol - 6o 04 04 03 0
VIII 44% 07 07 06 05 06 10 02
TOTAL 494 56 86 87 107 92 54 06
Percentagem (%) 11,34 17,40 17,61 21,65 18,62 11,0 1,21

* Um soro nao reagente.
** Dois soros nao reagentes.

Percentagem (%) de nao reagentes - 1,21%.



5. DISCUSSAO

Um dos pontos da mais alta importdncia no preparo do
antigeno para o teste de soroaglutinagdo para erisipela suina,
revelado pela literatura, seria o uso de coldnias lisas do Ery
sipelothrix rhusiopathiae.

Assim como SCHOENING et alii (1932), precursores do
emprego da soroaglutinagdao em erisipela ‘suina e de acordo ainda
com os trabalhos de DEEM (1936); KARLSON & MCNUTT (1939); SIKES
(1965) e SCHAAF & KRAMER (1968), foi observado no presente tra
balho que coldnias lisas do microrganismo causador da erisipela
suina apresentando-se acoloragao de Gram isolados ou em curtas ca
deias, produziam antigeno sem floculagéo espontanea e estabili-
dade desejada.

O meio de cultura base para cultivo foi o caldo de
carne , acrescido de 2% de peptona, variando apenas nas quanti-
dades usadas por KARLSON & MCNUTT (1939) (1%); SCHAAF & . KRAMER

(1968) (1%); NIELSEN (1969) (1%) e BOHM (1974 b) (3%).
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Ao contririo de DEEM (1936), nao se obteve bons re
sultados com a adigao de triptofano e levedura ao meio de cultu
ra, que realmente aumentou o crescimento bacteriano, mas que
talvez tenha sido causa de posterior floculagao espontanea do
antigeno.

A semelhanga dos trabalhos de RICE et alii (1952a);
FREEMAM et alii (1964); SIKES (1965) e BOHM (1974b), foi obtido
excelentes resultados para crescimento bacteriano apds a adigao
de soro eqlino ao meio de cultura. Tal crescimento no numero de
bactérias parece nao ter interferido em possiveis tendéncias e
formas agregadas do E. rhusiopathiae, como descrito por SCHAAF
& KRAMER (1968).

Como BBHM (1974b), foi usada a formalina a 0;,3%:
agindo por 24 horas a 379C, que resultou em morte das bactérias
como resultado desejado.

A técnica de conservagao do antigeno concorda em cer
tos itens com BOHM (1974b), principalmente guanto a
conservagao do antigeno em geladeira 14 dias antes do uso. -En
tretanto, nao foi conseguido bons resuitados em relagcao ao con
gelamento do antigeno pronto para uso, devido a formagao de gru
mos durante as provas posteriores. A opgao foi feita em relagao
a refrigeragao (49C) guando o antigenp manteve-se inalteravel
durante pelo menos 6 meses, 4 semelhanca do trabalho de SCHAAF
& KRAMER (1968).

Na primeira fase do experimento, guando foram testa
dos soros provenientes de animais vacinados, foi observado que
titulos por vacinas n3o atingiam niveis altos, o que concorda

com trabalhos de BUOHM (1974a), quanto A nao interferéncia em ni

veis de titulos especificos (determinado como sendo acima de
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1:80). Na mesma fase, quando analisados soros provenientes de
suinos inoculados experimentalmente quer por via intradérmica
quer por via oral, nao foram obtidos titulos elevados na pro
va, O que parece ser explicavel, pois os animais, 24 .- horas
apos a inoculagao, desenvolveram pico febril extremamente ele
vado (em torno de 429C) guando se administrou o antibiodtico pe
nicilina na dose de 1.200.000 UI mascarando assim a resposta
imunoldgica.

Deve-se observar que os animais escolhidos para es
ta fase do experimento foram animais Jjovens provenientes de
criagao controlada com uma parte do rebanho vacinado .contra
erisipela e com condigOes higiénico-sanitarias satisfatorias.
Os titulos destes animais antes do inicio do experimento varia
ram de 1:1 a 1:10, titulos estes que podem ser considerados
baixos em relagao aos titulos encontrados nas analises dos 494
soros provenientes das varias regioes do Estado de Minas Ge
rais, cuja maioria (51,21%) apreseptou titulos entre 1:20 a
1:40. Em vista disso, os animais da primeira fase do experimen

to (a serem vacinados e inoculados), poderiam ser condiderados

bastante susceptiveis a enfermidade, o que os' fez manifestar

frente a inoculagao experimental, um carater extremamente agu
do da doenga levando-nos a praticar medicagﬁo imediata no sen
tido de evitar a perda do animal.

Poder-se-ia considerar também a quantidade do indcu
lo, que para animais nestas condig¢oes talvez tenha sido dema
siado.

Assim como RICE et alii (1952d) e BOHM(1974a), foi
encontrado nos exames de soros provenientes de suinos aparente

mente normais, consideravel proporgéo de titulos situados en
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tre os limites 1:20 a 1:80. Esse fato e explicado pelos mesmos
autores como aglutinagao nao especifica em baixas diluigoes ou
colheita de amostras no primeiro estagio da infecgao.

Nesta fase do experimento, éuando foram analisadas
494 amostras de soros, a porcentagem de titulos maiores que
1:80 foi acima do erro estabelecido por BOHM (1974a), quando
se examina grande nimero de soros, o que poderia deixar repre-
sentar 'a frequéncia de titulos especificos, entretanto existem
algumas diferengas quanto & técnica da prova, uma vez gue esta

foi adaptada as nossas condigoes.



6. CONCLUSOES

1 - Um ahtigend para teste de soroaglutinagdo em pla
ca, preparado a partir de uma amostra de Erysipelothrix rhusio-
pathiae segundo as condig¢des preconizadas neste trabalho, mos
trou:

- nao ser auto-aglutinante;

- ser confidvel frente a soros positivos e negétivos;

- ser estdvel a uma temperatura de 49C por um perio

do de pelo menos 6 meses.

2 - A distribuicao de titulos para erisipela suina
em Minas Gerais na amostra analisada frente ao antigeno prepara

do mostrou:

- que a maioria dos animais (98,8%) apresentou titu

los aglutinantes, nas diferentes diluicdes;

. " . .
-~ os titulos mais frequentes situam-se entre os 1li

mites 1:20 a 1:40;
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= titulos determinados por vacinagdo ndo ultrapassa
ram o limite de 1:80;
- titulos maiores que 1:80 foram encontrados 7 em

1,2% dos animais.

3 - Outros trabalhos deverao ser realizados . espe
cialmente quanto a associagao da sorologia a achados sorologi
cos o que estabeleceria definitivamente o emprego amplo do tes

te de soroaglutinagao.
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