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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO POR
HAEMOPHILUS PARASUIS EM GRANJAS DE MANEJO
CONVENCIONAL NO BRASIL

3.1 INTRODUCAO

Rebanhos estabelecidos ha anos usando o manejo convencional mas
afetados pelos agentes da pneumonia enzodtica, pleuropneumonia
suina e/ou rinite atrofica progressiva tiveram, recentemente, a
disponibilidade dois procedimentos para o controie destas doengas.
O primeiro, e menos dispendioso, € a vacinagio contra pneumonia
enzodtica (Dayalu & Ross, 1990), pleuropneumonia suina (van den
Bosch et al, 1990) e rinite atrofica progressiva (Nielsen et al, 1990)
combinada com antibidticos. Estas vacinas, disponiveis no mercado
a partir de 1990, tém-se mostrado eficientes no controle destas
doengas respiratorias. O outro procedimento consiste em mudangas
no fluxo de animais dentro da granja, o que implica, muitas vezes,
em construgdes de novas instalagdes para adaptagdo ao sistema
‘todos dentro, todos fora’.

Granjas em implantagio ou granjas de grande porte, cujos
resultados zootécnicos/sanitarios/econémicos estdo inviabilizando a
atividade, podem adotar o sistema de criagdo Isowean (Harris,
1988) ou Desmama precoce segregada (Connor, 1990). Com a
adogdo destes sistemas, em algumas propriedades, foi possivel o
controle e até mesmo a erradicagio da pneumonia enzootica,
pleuropneumonia suina e rinite atrofica progressiva, doengas
consideradas de grande importancia econdmica para a suinocultura.
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A tendéncia atual da induastria é manter a populagdo suina isolada
em rebanhos de alto padrdo sanitario. Neste procedimento ha
redugdo das chances de o animal adquirir imunidade por meio de
exposig&o natural (Solano et al., 1996). Rebanhos de suinos de alto
padrdo sanitario, criados sob rigorosas medidas de manejo para
reduzir a difusdo de infecgdes, tém obtido sucesso na erradicagio e
no controle de muitas doengas. Haemophilus parasuis, agente
etiologico da doenga de Glisser, tem sido uma das poucas
excegdes, com muitos rebanhos experimentando severos surtos de
polisserosite, pneumonia e meningite associados a este
microorganismo (Clark, 1995).

Grande parte da suinocultura brasileira adotou a vacina¢do no
controle das doengas respiratorias. Atualmente vem adotando,
principalmente em granjas novas ou em implantagio, os sistemas de
desmame precoce segregado ou Isowean.

A literatura mundial pouco relata sobre os aspectos epidemiolégicos
da infecgdo por Haemophilus parasuis, sendo que Desrosiers et al.
(1986), Madsen (1984), Peet et al. (1983), Radostits et al. (1963),
Riley et al. (1977) ¢ Smart et al. (1989) descrevem sobre aspectos
epidemiologicos da infec¢do em granja de alto ‘status’ sanitario ou a
ocorréncia da doen¢a em situagBes apds transporte, isto na
suinocultura européia ou da América do Norte. Eles chegaram a
induzir que o H. parasuis é um agente exclusivo de suinoculturas de
alto “status’ sanitario. Nao ha descrigio da infecgdo pelo H.
parasuis em paises de clima tropical, nem em relagdo a idade e as
fases da criagdo dos animais, meses do ano, sistema tradicional de
criagdo e presenga simultinea de outros agentes bacterianos. No
Brasil, Barbosa (1996) fez as primeiras observagdes sobre o
comportamento da infec¢do pelo agente da doenga de Glasser.

O objetivo do presente trabalho foi estudar aspectos
epidemiologicos da infecgfio por Haemophilus parasuis segundo a
faixa etaria, as estagSes e os meses do ano, os espécimes clinicos e a




55

presenga simultinea de outros agentes bacterianos em suinos de
granjas com manejo convencional no Brasil.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Para o estudo dos aspectos epidemioldgicos da infecgdo por H.
parasuis, utilizou-se a mesma matriz de célculo da amostragem
empregada para o estudo da freqiiéncia dos diversos sorovares na
suinocultura brasileira (Santos et al., 1997)

Os espécimes clinicos para isolamento de H. parasuis consistiram
de materiais coletados em granjas comerciais, de ciclo completo,
com mais de 50 fémeas, de manejo convencional e sistema ‘todos
dentro todos fora’ nas fases de maternidade e creche, nas principais
regides produtoras de suinos dos Estados de Minas Gerais, Sio
Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Goias, Parana, Bahia e Mato
Grosso, e de material de demanda de diagnostico de doenca de
Glasser que chegava ao Laboratorio do Setor de Medicina
Veterinania Preventiva da Universidade Federal de Vigosa e ao
Laboratério Microvet!, que cedeu as amostras e informagdes para
este trabalho. Animais com idade entre um e 180 dias, apresentando
sintomatologia de doenga respiratoria e encefalite, compativeis com
a Doenga de Glasser, foram sacrificados na propria granja e os
espécimes clinicos coletados, embalados em sacos plasticos,
transportados para o laboratorio, sob refrigeragdo, em no maximo
24h. Naguelas granjas em que nao havia presenca de sinais clinicos
sugestivos de doenga de Glasser, foram selecionados 10 suinos de
60 a 100 dias de idade em diferentes baias e coletadas zaragatoas
nasais (Smart et. al., 1989).

' Microvet Microbiologia Veterinaria Especial Ltda. Vicosa - MG. Brasil




57

O isolamento e a identificagio de H. parasuis foram feitos através
do cultivo em agar sangue base’ de carneiro, a 5%, com uma estria
de Staphylococcus aureus repicado perpendicularmente a
semeadura para determinar a dependéncia do fator V (B
nicotinamida adenina dinucleotideo). As placas foram incubadas a
37°C, por 24h, em jarras com atmosfera de 5% de CO, conseguido
com a chama de vela (Riley et al., 1977). As colonias que cresceram
em satelitismo ao S. aureus foram submetidas a coloragdo de Gram
e aos testes para identificagdo e diferenciagio por meio das
seguintes provas: hemdlise, teste de CAMP, urease, catalase e
utilizagiio da arabinose, lactose, glicose, manitol e rafinose, segundo
Moller & Killian (1990) e Gutierrez et al. (1993). As amostras
identificadas como H. parasuis foram liofilizadas até a terceira
passagem ‘in vitro’. Os materiais coletados foram processados
também em agar G20G (Smith & Baskerville, 1979) e para
isolamento de outros patégenos bacterianos do trato respiratorio de
suinos, segundo Carter & Cole (1990).

Foram coletados materiais em 115 propriedades, obtendo-se 210
amostras de H. parasuis. Os materiais de demanda cedidos pelo
Laboratorio da Universidade Federal de Vigosa foram 29 amostras
de 26 propriedades, os outros materiais de demanda, 82 amostras de
63 propriedades, foram cedidos pelo Laboratorio Microvet.

O isolamento de H. parasuis foi analisado em relagdo ao estado de
origem, a faixa etaria dos animais, época do ano, ao més, espécime
clinico e 4 presenga de outros agentes bactertanos patogeénicos.

? Difco Laboratories, Detroit - MI. EUA
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 204 propriedades estudadas (Tabela 1), foram isoladas 321
amostras de H. parasuis de pulmdes, focinhos, zaragatoas nasais e
cérebros. Em Minas Gerais, foram isoladas 211 (65,7%) amostras
nas 129 propriedades estudadas. Este maior numero em Minas
Gerais deve-se, principalmente, ao fato de os Laboratorios estarem
localizados na Zona da Mata, regiio de maior suinocultura do
Estado, facilitando a coleta e remessa dos espécimes clinicos. A
grande maioria das granjas era positiva para pneumonia enzootica,
pleuropneumonia suina ¢ rinite atrofica progressiva, mas adotava
esquemas de vacinagdes e medicagdes estratégicas para o controle
destas doengas.

Os isolamentos nos diversos Estados indicam a participacdo de H.
parasuis de forma evidente na suinocultura brasileira e em especial
da Regido Sudeste. Relatos anteriores de Brito et al. (1994) e
Barbosa (1996) mencionaram a participa¢do do H. parasuis na
suinocultura brasileira, na regiio Sul do Pais e em Minas Gerais,
respectivamente.

Tabela 1 Isolamento de amostras de H. parasuis segundo os
Estados. Brasil, 1995-96.

Amostras Estados Total
isoladas

BA MT GO PR RJ ES SP MG

Numero 1 1 8 11 17 17 55 211 321

Yo 03 03 25 34 53 53 172 657 1000
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Observou-se que 291 (90,6%) das amostras foram isoladas de
animais doentes e 30 (9,3%) de animais aparentemente sadios. Este
fato indica que mesmo os animais aparentemente sadios podem ser
portadores de H. parasuis e, assim, disseminar o agente dentro e
para outros plantéis. Segundo Nicolet (1992), H. parasuis €
comumente recuperado da cavidade nasal de suinos saudaveis. Os
animais de reposigdo, em sua maioria de granjas de alto padrido
sanitario ou livres de patogenos especificos, sdo tidos como os
responsaveis pela introdugio do agente nas granjas comerciais ou
mesmo nas livres de patogenos especificos (Peet et al., 1983;
Madsen, 1984; Haemophilus parasuis ..., 1993).

Segundo Nicolet (1992), o isolamento de H. parasuis em
laboratério € dificil, justificando, em parte, os resultados
encontrados. Nos animais aparentemente sadios, © agente
apresenta-se em menor namero, dificultando assim o seu isolamento
a partir da flora do trato respiratorio. No animal doente, o agente
esta presente em grande numero, em alguns casos como agente
unico, facilitando o seu isolamento e reconhecimento. Entretanto,
Riley et al. (1977), Peet et al. (1983) e Smart et al. (1993) relatam
dificuldades no isolamento de H. parasuis de casos clinicos de
campo ¢ Miniats et al. (1991) e Barigazzi et al. (1994), o pequeno
nimero ou mesmo a auséncia de isolamento em animais desafiados
experimentalmente.

O isolamento de H. parasuis, segundo as faixas etarias, consta na
Tabela 2. A faixa etaria de 70-79 dias foi a de maior freqiéncia de
isolamento, seguida de 80-89 e 90-99. A fase de recria é a de maior
freqiiéncia da infecgdo.
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E interessante observar que, mesmo em animais muito jovens, pode-
se isolar H. parasuis, como na creche com idade inferior a 39 dias e
na maternidade em que se isolou de um leitdo de um dia dois leitdes
de cinco dias e trés de 10 dias. Também ocorreram isolamentos em
leitdes de 12 e 15 dias de idade. Isso indica a susceptibilidade dos
leitdes de contaminarem-se na maternidade, ainda muito jovens,
com um a cinco dias de idade. A conseqiigncia ¢ a dificuldade na
erradicagio do agente em uma propriedade, mesmo quando se usa o
sistema de desmama precoce segregada ou o sistema de trés sitios,
o que foi observado também por Clark (1995). Esta contaminagdo
na maternidade sem divida tem origem na porca, o que pode ser
confirmado pelo isolamento em animais adultos, como em marrés de
reposigdo, com 180 dias de idade. Deve-se ressaltar que a
contaminagio na creche manteve-se¢ num percentual elevado, e
quando os animais foram transferidos para a recria a infecgdo
aumentou. Ao atingir a fase de terminagdo ha uma redugdo nos
indices de isolamento, indicando, possivelmente, o desenvolvimento
de imunidade. Mas alguns animais permanecem como portadores, ¢
quando incorporados no rebanho de produgao eliminam H. parasuis
para animais vizinhos e, no caso das porcas, para os leitdes na
maternidade. E possivel que a eliminagio e, conseqilente,
contaminagio dos leitdes ocorra logo apds o parto € ndo
tardiamente, como ¢ citado na literatura, haja visto o isolamento em
leitdes de um e cinco dias de idade.

O isolamento de H. parasuis, segundo as estagOes climaticas do
ano, ¢ apresentado na Tabela 3. A época fria do ano ¢ aquela com
maior namero de isolamentos, 96 (29,9%). Os leitdes ao sairem da
creche para a recria deslocam-se de um ambtente com temperatura
controlada, sem corrente de vento, para instalagGes, em geral, sem
protecdo contra o frio. O estresse provocado pelo transporte, a
mudanga de ambiente e a mistura de lotes contribuem para a baixa
da resisténcia e o desenvolvimento da doenga. Outro fator que
poderia estar contribuindo para o aumento da incidéncia nessa fase €
a presenga de lamina d’4gua na época da estagdo fria do ano, isto
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porque os animais se molham muito, com isso molham o piso das
baias, contribuindo para a queda da temperatura nas instalagGes e,
conseqiientemente, saindo da zona de conforto térmico. Apesar de a
doenga ocorrer em maior freqiiéncia no inverno, ha pouca diferenca
entre as esta¢des, indicando certa uniformidade ao longo do ano.
Isto em granjas com sistema de criagdo continuo ou ‘tudo dentro,
tudo fora’ nas fases de maternidade e creche.

Tabela 3. Isolamento de H. parasuis de acordo com as estagdes do
ano. Brasil, 1995-96

Estacdes do ano

Isolamento Verio QOutono Inverno Primavera
Numero 63 80 96 82
% 19.6 249 299 25.5

A baixa e/ou auséncia de imunidade, juntamente com os fatores
estressantes, propiciam o desenvolvimento da infecgio por A.

parasuis, principalmente na recria, nos meses mais frios do ano
(Tabela 4).

Tabela 4. Isolamento de H. parasuis segundo os meses do ano.
Brasil, 1995-1996

Meses

Isolamento J] F M A M J J A S O N D

Numero 18 19 23 25 32 28 35 33 34 14 34 26
% 565972789987 109 103 10,6 44 10,6 8,1

Os meses de julho, agosto e setembro foram os que apresentaram
mator ocorréncia de isolamentos de H. parasuis, reforgando a
importancia das baixas temperaturas no desenvolvimento da doenga,
além de outros fatores estressantes, resultados também observados
por Barbosa (1996). Em geral, nestes meses as principais
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caracteristicas de temperatura na regido Sudeste sio: a grande
amplitude térmica diaria e a presenga de correntes de vento, estas
caracteristicas climaticas, associadas 4 baixa imunidade, parecem ser
os principais fatores envolvidos no desencadeamento da doenga na
fase de recria. O més de novembro apresentou uma freqiiéncia mais
elevada, semelhante a dos meses de maior ocorréncia. A possivel
explicagdo para este fato seria as chuvas que ocorrem nesta época
do ano e que contribuiriam para as flutuagdes da amplitude térmica.
O resultado do isolamento de H. parasuis por espécime clinico
consta na Tabela 5.

Tabela 5. Isolamento de H. parasuis por espécime clinico. Brasil,
1995-96

Amostras Espécime clinico

isoladas  Cérebro Focinho Pulmdc Traquéia Total

Numero 21 96 138 66 321
% 6,5 299 43,0 20,6 100

As 21 amostras de H. parasuis isoladas do cérebro representam
6,5% de todos os isolamentos, sugerindo uma freqiiéncia pouco
acentuada de casos de encefalite por H. parasuis, quando
comparado aos outros isolamentos. O uso de zaragatoa nasal para
isolamento n3o apresentou bons resultados, possivelmente pela
morte de H. parasuis por dessecamento ou por falhas na coleta,
por ndo ter atingido a area especifica, pois o estilete tem que ser
introduzido o mais profundo possivel no nariz do suino. O uso desta
técnica de coleta permitiu o isolamento de 14 (4,4%) das 96
amostras totais isoladas dos focinhos. Estes numeros sugerem que o
uso de zaragatoas nasais ndo ¢ um processo recomendavel para
coleta de espécimes visando ao isolamento de H. parasuis. Da
traquéia isolaram-se 66 (20,6%) amostras, indicando que este local
deve também ser considerado quando se deseja isolar H. parasuis
em suinos, mesmo tendo um isolamento proporcionalmente menor
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do que o pulmio. No pulmio foram isoladas 138 (43,0%) amostras
e do focinho, 96 (29,9%). O maior nimero de amostras isoladas
diretamente do pulmao deve-se principalmente ao fato de os 6rgéaos
examinados terem origem em animais acometidos por doenga
clinica, em especial doenca respiratoria, caracterizada por quadro de
dispnéia, com respira¢do abdominal e febre. Nestes casos o pulméo,
em geral, esta acometido. Os casos de infec¢do da mucosa nasal nio
geram sinais clinicos tdo visiveis a ponto de chamar a atengdo do
produtor.

H. parasuis foi observado nos suinos como unico agente ou em
associacdo com outros agentes bacterianos, alguns graves, outros
sem definigdo da patogenicidade. A Tabela 6 apresenta a ocorréncia
ou ndo de outros agentes bacterianos quando do isolamento de H.
parasuis.




66

Como unico agente, H. parasuis foi isolado em 122 materiais
examinados, sendo 100 em 291 amostras de animais doentes e 22
em 30 amostras de animais aparentemente sadios, representando,
respectivamente, 34,4 e 73,3% de cada extrato. O isolamento em
34,4% das amostras de animais doentes como unico agente indica
uma participagdo efetiva como agente primario nas infec¢des em
suinos, especialmente tratando-se de granjas convencionais,
contaminadas por diversos agentes patogénicos, principalmente 0s
respiratorios. Os resultados indicam uma participacdo efetiva de
Streptococcus  sp.  Outros  agentes como  Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida tipos A e D e Bordetella
bronchiseptica, tradicionalmente envolvidos em infecgoes do trato
respiratdrio de suinos, estavam presentes, mas com freqgii€ncias
baixas, indicando possivel controle, quer seja por medicagio,
vacinagdo e/ou manejo. H. parasuis e Streptococcus sp estdo
aumentando as suas participagdes nas infecgdes dos suinos,
possivelmente pelas técnicas de manejo e pelos programas de
vacinagdo, que até entdo privilegiaram o controle da
pleuropneumonia suina, pneumonia enzodtica e rinite atrofica
progressiva, permitindo assim que estes patégenos ajam sem
qualquer controle.
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3.4 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foi conduzido o presente trabalho, pode-se
afirmar que na suinocultura brasileira, principaimente nos estados da
Regido Sudeste, suinos doentes e aparentemente sadios podem ser
portadores de Haemophilus parasuis. Nos meses de juiho, agosto e
setembro observou-se maior freqiéncia de infecgdes por H.
parauis, possivelmente pela grande amplitude térmica diaria que se
verifica nestes meses do ano. A idade de 70 a 100 dias, que coincide
com a fase de recria, constitui a principal faixa etaria para
isolamento do H. parasuis.
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PRODUCAO E AVALIACAO DE UMA BACTERINA
MONOVALENTE DE HAEMOPHILUS PARASUIS

4.1 INTRODUCAO

A partir de 1988, com o desenvolvimento do sistema de criacdo em
dois ou trés sitios (Harris 1988) ou do desmame precoce segregado
(Connor, 1990), a suinocultura mundial experimentou grande
avango no controle das doengas. Estas técnicas objetivaram a
viabiliza¢do econdmica de unidades de produg@o afetadas no seu
desempenho zootécnico/econdmico/sanitario pela ocorréncia de
doengas que, apesar de programas de medicagdo estratégica e
vacinagdes, ndo atingiam um nivel econdmico para a atividade.
Estes sistemas sdo os recomendados atualmente para granjas em
implantagdo ou para aquelas onde nio se obtém bom resultado
econdmico na atividade, pois, uma vez implantados, conseguem
manter a granja livre de doengas ou tornam possivel programas de
controle e/ou erradicagiio de doengas economicamente importantes.
Os sistemas de produgdo assim operados sdo considerados de alto
padrio sanitéario.

Em 1990, desenvolveu-se a vacina contra pneumonia enzodtica
(Dayalu & Ross, 1990) e aplicaram-se novas tecnologias na
produgdo das vacinas contra pleuropneumonia suina (van den Bosch
et al., 1990) e rinite atrofica progressiva (Nielsen et al.,, 1990). O
uso combinado destas vacinas € de programas de medicagdo
estratégica permitiram o controle efetivo de doengas respiratorias
consideradas importantes economicamente. As granjas que
adotaram os procedimentos de vacinagio e medicagdo atingiram
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desempenho semelhante as de alto padrio sanitario, observando-se
pouquissimos casos clinicos destas doengas.

Haemophilus parasuis é o agente etiologico da Doenga de Glasser
que se caracteriza por polisserosite fibrinosa e artrite. E uma doenga
de ocorréncia esporadica, que afeta animais jovens de duas semanas
a quatro meses de idade, submetidos a situagOes de estresse
(Nicolet, 1992). H. parasuis € um dos poucos agentes gue nao sao
controlados pelas praticas de manejo supracitadas. Os rebanhos
estabelecidos com base nos sistemas de criagBes em trés sitios ou de
desmama precoce medicada tém como caracteristica um programa
completo de biosseguranga, no qual permanecem fechados e sob
rigido controle sanitario. Nestas situagdes os animais nao tém
oportunidade de desenvolver imunidade para H. parasuis pelo
sistema de criagio que impde um fluxo impedindo o contato de
animais de idades diferentes e consegiiente difusdo do agente e pelo
rigor sanitario na introdugio de animais de reposi¢do que sdo de
origem controlada, livres de H. parasuis. Entretanto, surtos graves
da doenca de Glisser tém sido relatados em granjas de alto padrao
sanitario e também naquelas em que se obteve o controle via
programas de vacinagdo/medica¢do. Em granjas livres de patdgenos
especificos (SPF) H. parasuis ocorre em forma de surtos (Madsen,
1984), niio necessita de estresse para se implantar e acomete
animais de todas as idades. Nestas situagdes o controle proposto
tem sido a vacinagdo O primeiro relato do uso de bacterina
autogena para o controle de um surto de doenga de Glasser foi
realizado por Nielsen & Danielsen (1975), posteriormente outros
relatos abordaram o mesmo tema (Riising, 1981; Smart et al., 1993;
Budde & Olson, 1995) e, em todos, obteve-se sucesso no controle
da doenga. Tem sido observado também que animais de rebanho de
alto padrdo sanitario, quando introduzidos em rebanhos
convencionais, como reposigdo genética, sdo duramente afetados
pela doenga de Glisser (H. parasuis, 1993). Testes com vacinas
comerciais contra H. parasuis tém sido desenvolvidos nos EUA
(Rapp-Gabrielson et al., 1994; Trigo et al., 1996).
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A suinocultura tecnificada brasileira passa por um periodo de rapida
modernizagdo, visando adequar-se a globalizagdo da economia. Os
procedimentos para controle das doengas respiratorias,
principalmente vacina¢bes associadas com medicagio estratégicas,
tém sido adotados em larga escala. Relatos da ocorréncia do agente
e da doenga de Glasser tém sito feitos por pesquisadores
(Sobestiansky et al,, 1988; Brito et al., 1994; Barbosa, 1996). Na
realidade, a ocorréncia da doenga pode estar subestimada, tendo em
vista a dificuldade no isolamento do agente (Nicolet, 1992). H.
parasuis esta presente em nosso meio com todos os 15 sorovares
(Santos et al., 1997). O sorovar cinco é considerado o mais
patogénico e o principal envolvido nos casos de Doenga de Glésser.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia de uma
bacterina monovalente contra o H. parasuis, usando o sorovar
cinco.
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4.2 MATERIAL E METODOS
Ativaciio da viruléncia do sorovar 5§ (Nagazaki)

O sorovar 5 (Nagazaki)' de H. parasuis foi cultivado em placas de
agar PPLO’-S (suplementado com 5% de soro de coelho e 0,004%
de NAD" - B nicotinamida adenina dinucleotideo), incubadas por
16h a 37°C, em jarra com atmosfera de 5% de CO,, conseguido
com a chama de vela. O crescimento bacteriano foi colhido em
solugdo salina tamponada (PBS), pH 7,2 e centrifugado por 20 min
a 8.000 x g a 4°C. O sedimento foi suspenso em PBS ¢ padronizado
para conter 10'° a 10" UFC/mL pela comparagio visual com o tubo
10 da escala de MacFarland.

Cinco leitdes de 50 dias de idade oriundos de rebanho de ‘doenga
minima’, livre de H. parasuis, foram inoculados para ativar a
viruléncia do H. parasuis sorovar 5 (Nagazaki). O primeiro suino
foi inoculado com quatro mililitros de uma suspensiio contendo
1,04x10" UFC/mL, por via intratraqueal, com ajuda de um trocater
(2 x 50mm) e sonda endotragueal’ (1,7 x 203mm). O suino foi
sacrificado e necropsiado apoOs apresentagdo dos sinais clinicos e/ou
morte em até quatro dias apos o desafio. Foram coletados
espécimes clinicos do pulméo, da traquéia, pleura, do pericardio,
peritdneo, cérebro, bago e liquido sinovial da articulagdo tibio-

' Gentilmente cedido pelo Dr. P. Kielstein. Institut fiir Veterindrmedizin des
Bundesgesundheitsamtes. Jena. Alemanha.

* Difco Laboratories, Detroit - M1, EUA

? Sigma Chemical Company. St. Louis - MO, EUA

* Intracath, Becton Dickinson. Sandy - UT, EUA

e
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tarsica para cultura em agar sangue com estria perpendicular de
Staphylococcus aureus e em agar PPLO-S. H. parasuis, recuperado
dos espécimes clinicos e confirmado como sorovar 5, foi utilizado
para inoculagiio do segundo animal de modo semelhante ao primeiro
e, assim, sucessivamente até completar 0" quinto animal. O titulo
do in6culo para o segundo animal foi de 1,48x10"" UFC/mL, para o
terceiro de 1.8x10" UFC/mL, para o quarto de 2,0x10" UFC/mL e
para o quinto de 3,0x10° UFC/mL. A amostra de H. parasuis
recuperada do quinto suino e apos confirmagdo como sorovar 5 foi
lofilizada.

Produc¢io da Bacterina Monovalente.

O sorotipo de referéncia sorovar 5 (Nagasaki) de H. parasuis,
recuperado do quinto suino, foi cultivado em placas de agar PPLO-
S por 16h a 37°C em jarra com ambiente de CO,. O crescimento
bacteriano foi colhido em PBS, pH 7.2 e centrifugado a 8.000 x g
por, 20min. A pureza da massa bacteriana foi verificada em
esfregagos corados pela coloragio de Gram e cultura em agar
PPLO-S. O deposito foi suspenso em PBS, pH 7,2, contendo 0,2%
de formalina a 37%. A concentragdo final da suspensdo foi
padronizada para 10° UFC/mL (Miniats et. al., 1991) pela
comparagio visual com o tubo 9 da escala de MacFarland. Apos
12h a 37°C a suspensio formolizada foi submetida a testes de
esterilidade em agar PPLO-S e em tioglicolato de Brewer’. A vacina
consistiu na emulsio da suspensio bacteriana com o adjuvante
oleoso para uma concentragdo final de 20% do adjuvante’. O teste
de inocuidade foi realizado em 10 camundongos de 21 dias de idade
e em dois suinos de 50 dias de idade, oriundos de rebanho de
‘doenca minima’. Os camundongos foram inoculados com 0,2 mL,
via intraperitoneal e os suinos com 2,0 mL, via intramuscular, e
observados por 10 dias.

° Emulsigen®. MVP Laboratories, - NE. EUA




80

Grupos experimentais

Sessenta e quatro leitdes, machos, ndo emasculados, desmamados
aos 21 dias de idade, oriundos de rebanho de ‘doenga minima’, livre
de H. parasuis, foram divididos ao acaso em dois grupos, A e B, de
32 leitdes cada, alojados em baias com quatro animais cada, em uma
sala de creche, previamente limpa e desinfetada. A temperatura foi
mantida em 28 + 1°C. O arragoamento foi com ragdo pré-inicial até
35 dias, ragdo inicial 1 até 49 dias e rag@o inicial I até 70 dias, ragéo
recria até 110 dias e ragdo terminagio até o final. Todas as ragBes
eram livres de antibidticos ou promotores de crescimento. Aos 80
dias de idade os suinos foram transferidos para o galpdo de recria.
Foi mantida a identificag@o utilizada pela granja de origem para cada
animal. Os ammais foram pesados aos 21, 64, 118 e¢ 144 dias de
idade.

Para confirmar o auséncia de H. parasuis e outros patdgenos do
trato respiratorio nos suinos, foram coletadas, ao acaso, aos 25 dias
de idade, zaragatoas nasais de 10 leitSes, sendo cinco do grupo A e
outros cinco do grupo B, de modo a se testar um animal por baia.
As zaragatoas foram cultivadas em agar PPLO-S, agar sangue’ de
carnetro a 5%, com uma estria de Staphylococcus aureus ( Maller
& Killian, 1990; Gutierrez et al., 1993) e, agar G20G (Smith &
Baskerville, 1979) e os procedimentos recomendados por Carter &
Cole (1990), dando-se atengdo especial ao isolamento de H.
parasuis,

Vacinacio

O grupo A foi vacinado com a bacterina monovalente de H.
parasuis sorovar 5, na dose de 2.0 e 3,0 mL, via intramuscular, aos
25 e 52 dias de idade. O grupo B permaneceu como testemunha,
ndo-vacinado. Os animais do grupo A foram observados para a
presenca de reagdes adversas por até 10 dias apos a vacinagio.
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Desafio homélogo

Todos os leitdes dos grupos A e B foram desafiados aos 65 dias de
idade, com 4 mL de 1,3 x 10° UFC/mL de H. parasuis sorovar 5,
pela via intratraqueal, com ajuda de um trocater e sonda
endotraqueal e observados quanto aos sinais clinicos. Vinte e dois
dias apos o desafio, 12 suinos do grupo A foram sacrificados e
necropsiados e coletou-se material para cultura microbiologica e
isolamento de H. parasuis. Aos 90 dias de idade, os demais animais
do grupo A foram emasculados. Aos 118 dias foram novamente
desafiados, sendo que o titulo do desafio foi de 2,5 x 10° UFC/mL
de H. parasuis sorovar 5. Aos 143 dias de idade foram sacrificados,
necropsiados e coletado material para exames microbiologicos, com
atengdo para o isolamento e a contagem de colOnias de H. parasuis
nos espécimes clinicos.

Avaliacio da Protecio da Bacterina

Os resultados do desafio homologo foram analisados pelo teste de

x.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da ativagfio da viruléncia do sorovar 5 de H. parasuis
pela passagem sertada em cinco suinos de 50 dias de idade s@o
apresentados na tabela 1

Tabela 1. Concentragdo bacteriana do indculo, tempo para a morte,
lesdes e isolamento apds passagens em série em suinos utilizados
na ativagdo da viruléncia do sorovar 5 de H. parasuis.

Suinos  Indculo Morte Lesdes Isolamento
UFC/mL  p.i/h macroscopicas H. parasuis
1° 1.04x10" >96  Tibio/tarsica, Liquido sinovial
2° 1.48x10'° 48 Pl e perit Pl, peric, perit, cer,
3° 1,8x10'° 38 Pl e peric Pul. traq, peric, cer,
4° 2,0x10'"° 34 Pul e cer. Tragq, Pul, cer
5° 3,0x10° 22 Pul, pl, peritt Pul, pl. perit, bago,
peric, tibio/tdrsica peric, traq, Tibio/
tarsica,

Pl = pleura, perit= periténio, peric= pericardio, pul= pulmdo, traq= traquéia e cer= cérebro

A concentragdo bacteriana (UFC/mL) do indculo for determinada
pela contagem de col6nias das diluigdes em placas de agar PPLO-S
preparadas em duplicatas. O primeiro suino utilizado no teste de
ativagdo da viruléncia do sorovar 5 apresentou somente aumento de
volume na articulagio tibio-tarsica a partir do terceiro dia apos
inoculagdo (p.i.). No quarto dia este animal foi sacrificado e
necropsiado e nio foi observada qualquer alteragdo macroscopica.
Foi isolado H. parasuis somente do liquido sinovial. O segundo
suino inoculado morreu aproximadamente 48h p.i.. A necropsia
observaram-se depositos de fibrina na pleura, poucos e pequenos
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depositos difusamente espalhados no peritdnio. H. parasuis foi
isolado do pulmio, da traquéia, do peritdnio, cérebro, pericardio e
bago. O terceiro, quarto e quinto suinos morreram em 38,34 ¢ 22h
p.i, respectivamente. A necropsia observou-se no terceiro suino
presenga de fibrina na pleura e pericardio. H. parasuis foi isolado do
pulmio, da traquéia, do pericardio e cérebro. No quarto animal as
lesdes macroscopicas localizaram-se no pulmio e na pleura, com
grande deposito de fibrina. H. parasuis foi isolado da traquéia, do
pulmio e do cérebro. No quinto animal havia depésito de fibrina em
pequenas quantidades na pleura, no periténio e pericardio, isolou-se
o H. parasuis do pulmdo, da traquéia, do bago, da pleura,
articulagio, do periténio e pericardio. O niimero de coldnias
isoladas dos espécimes clinicos coletados no quinto suino foi maior
do que nos animais anteriores, indicando que o sorovar 5 estava
com alta viruléncia. Ndo foram isolados dos materiais coletados a
necropsia dos cinco animais inoculados quaisquer outros agentes
bacterianos patogénicos para suinos. O titulo dos indculos utilizados
para produzir a infec¢io foi entre 10" a 10'° (Tab. 1). Na primeira
inoculagdo a concentragio de 10" UFC/mL foi necessaria, tendo
em vista tratar-se do sorovar 5 de referéncia, amostra que vem
sendo mantida em meios artificiais ha mais de 10 anos (Morozumi &
Nicolet, 1986).

Dificuldades, ou insucesso, na reprodu¢io experimental da doenga
de Glisser foram relatadas por outros autores. Morozumi et al
(1981) inocularam 4,0 mL de 1x10° UFC/mL do sorovar 4 de H.
parasuis pela via intraperitoneal e reproduziram o quadro em 66%
dos animais desafiados. Quando inocularam dosagens menores, 107
ou 10°, ndo foram observadas manifestagdes de infecgdo. Barigazzi,
et al. (1994) empregaram SmL dos sorovares 13 e 14, com titulos
de 3x10° UFC/mL, pela via intranasal e constataram ligeira febre e
lesdes pulmonares nos animais desafiados somente com o sorovar
14. Pohle et al. (1992) obtiveram sucesso quando usaram pela via
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intratraqueal  doses  >10",  reproduzindo  quadros  de
broncopneumonia, mas ndo da doenga de Gldsser.

A massa bacteriana obtida da cultura do sorovar 5 apresentou-se
como cocobacilos pequenos, Gram negativos. A cultura da massa
bacteriana em agar PPLO-S apresentou em 16h crescimento
uniforme de coldnias circulares, transiicidas de 1mm de didmetro.
O teste de esterilidade da massa bacteriana em agar PPLO-S ¢
tioglicolato de Brewer foi negativo para o crescimento de qualquer
agente bacteriano pelo periodo de 48h e 7 dias, respectivamente. Os
camundongos inoculados ndo revelaram nenhum sinal clinico apos a
inoculagio da bacterina. Os dois suinos apresentaram, apos a
inoculagdo intramuscular, vOmito, pélos arrepiados e tremores
musculares, que iniciaram a aproximadamente 20min apos a
inoculagdo e desapareceram nos 30min seguintes, indicando,
possivelmente, a presenga de endotoxinas. Nos 10 dias seguintes
apds as inoculagdes ndo foram observadas quaisquer reagdes locais
ou sistémicas que pudessem ser atribuidas a vacina, tanto nos
camundongos quanto nos suinos.

Os resultados da cultura das 10 zaragatoas nasais ndo indicaram
diferenga entre a flora nasal dos suinos do grupo A em relagéo a do
grupo B. Em ambos os grupos o isolamento de Streptococcus sp foi
o predominante, tendo sido detectado em quatro animais do grupo
B e em trés do grupo A, sendo em alguns em cultura pura.
Escherichia coli foi observada em cultura inica em um animal do
grupo B e associada a Strepfococcus sp em outros dois. No grupo
A Escherichia coli foi isolada como Unica bactéria em dois animais
e associada a Streptococcus sp em outros dois. Néo foi detectada a
presenca de H. parasuis, Bordetella bronchiseptica, Pasteurella
multocida e Actinobacillus pleuropneumoniae.

O peso dos leitdes é mostrado na Tabela 2. Aos 21 dias de idade os
suinos pesaram 5,89 + 0,12kg, aos 64 dias 28,44 + 4,10kg para o
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grupo A e de 29,60 = 3,91kg para o grupo B. Aos 118 dias o peso
dos 20 animais restantes do grupo A foi de 84,12 + 7,46kg e aos
144 dias, de 114,99 + 9,57kg. O peso a desmama estd dentro da
normalidade esperada para os padries atuais (Straw & Meuten,
1992). Na época do ano em que foi feito este trabalho (més de
dezembro), a temperatura ambiente ¢ elevada e a produgio de leite
das porcas diminui, afetando o peso dos leitdes. O peso aos 64 dias
indica, claramente, um desempenho acima da média, refletindo
assim o padrio sanitirio dos animais e o manejo adotado de
produgio em trés sitios (Clark, 1995). O ganho médio de peso
diario na fase da creche foi de 0,444kg.

O ganho de peso didrio do nascimento até o sacrificio aos 144 dias
foi de 0,79kg, ja da fase pés-desmama até o sacrificio o ganho
médio de peso diario foi de 0,886kg. Resultados de peso
semelhantes foram obtidos por Clark (1995) ao trabalhar com um
sistema de desmame precoce e em trés sit1os. E interessante notar
que, apesar dos dois desafios, ao que foram submetidos os animais,
o peso final ficou muito elevado, ndo traduzindo um possivel efeito
maléfico do desafio e/ou da possivel infecgdo com H. parasuis.
Apos a emasculagdo, utilizou-se antissépticos na ferida cirrgica e
nio se fez uso de antibioticos. Os resultados de ganho de peso dos
animais vacinados viabilizam economicamente qualquer granja de
suinos.

Tabela 2. Peso e ganho de peso diario dos suinos dos grupos
vacinados e nio-vacinados aos 21, 64, 118 e 144 dias de idade

Suinos 21 dias 64 dias 118 dias* 144 dias*
Vacinados  5.89+0.12  28.44+4 10 84124746  114,9949,57
GPD! 0,28 0,44 0,71 0.79
Nio 589011 2960+391
vacinados
GPD 0,28 0.46

* refere-se aos 20 sobreviventes do grupo A e '~ GPD = Ganho de peso diario.
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Reagdes imediatas apos a vacinagdo foram observadas em 24 leitdes
(75%), que secaracterizaram por vomitos, tremores musculares e
taquipnéia (Tabela 3). As reagdes iniciaram 20min apés a vacinago
e cessaram nos 40min subsegiientes. A partir de entdo, os leitdes
apresentaram um quadro de sonoléncia que perdurou por até 8h.
Nos 10 dias seguintes ndo foram observadas quaisquer reagdes
locais ou sistémicas que pudessem ser atribuidas a vacinagdo. Apos
a segunda aplicagio da vacina, aos 52 dias de idade, 24 (75%) dos
32 animais apresentaram reagdes. VOmito foi a reagdo mais
fregizente, tendo ocorrido em 17 (53,12%) dos suinos, e taquipnéia,
em cinco. Dois animais apresentaram pélos arrepiados, associado a
tremores musculares. FEssas reagdes foram observadas a
aproximadamente 30min apés a vacinagdo e desapareceram nos
30min seguintes. A partir de entdo, os animais apresentaram um
quadro de sonoléncia que perdurou por aproximadamente 8h. Nos
10 dias apos a vacinagio ndo se evidenciou qualquer tipo de reagéo
local ou sistémica. Estes sintomas sugerem a presenga na bacterina
de substincias toxicas, principalmente do tipo endotoxinas e em
especial lipidioc A, que poderia ser responsavel pelos sintomas
observados nos animais.

Tabela 3. Sintomas clinicos observados em suinos vacinados com
bacterina de H. parasuis sorovar 5

Sintomas clinicos 1° dose 2" dose Total
VOomitos 14/32* 17/32 31/64
Pélos arrepiados/ 5/32 2/32 7/64
tremores musculares

Taquipnéia 5/32 5/32 10/64
Total 24/32 24/32 48/64

* Nimero de suinos que apresentaram sintomas/ Numero total de suinos

Todos os 32 animais do grupo A resistiram ao desafio, ndo
apresentando quaisquer sinais clinicos de infec¢do ou doenga. Trinta
e um dos 32 animais ndo-vacinados morreram apos o desafio e
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apenas um sobreviveu, ndo apresentando qualquer sinal de doenga,
comportando-se como um animal saudavel, ele foi novamente
desafiado e voltou a repetir o quadro de total auséncia de sinais
clinicos. Segundo Trigo et al. (1996), em um experimento com 30
animais, somente 3 (10%) do grupo-controle ndo-vacinado
morreram e outros 12 (40%) foram sacrificados pela intensidade das
lesdes. Os 31 suinos do grupo B apresentaram um quadro clinico
em que se observou primeiramente a presenga de vOmito em seis
animais. O primeiro caso de vdmito ocorreu com 15h 30min e o
dltimo, 21h 30min p.i.. Os resultados obtidos por Morozumi et al.
(1981) relataram a presenga de vomito com 6h p.i. Dois animais que
apresentaram vOmitos morreram com menos de 24h p.i., outros dois
com mais de 24h e os dois restantes com mais de 43h p.i. A morte
dos animais ocorreu no intervalo Sh 40min a 25h apos o inicio do
sinal clinico de vémito.

Dificuldade respiratéria, taquipnéia e respiragdo pela boca foram
observadas em sete animais do grupo ndo-vacinado, semelhante aos
resultados observados por Little & Harding (1971) e Morozumi et
al. (1981). Dois animais morreram aos 40min e Ih 10min apos
verificado os sintomas respiratorios. Qutros animais apresentaram
um curso clinico mais longo, tendo um morrido 38h 30min apés o
inicio dos sintomas. Trés animais apresentaram os sinais de
dificuldade respiratoria 15h p.i. e morreram 1h 10min, 2h 20min e
6h 55min apés o inicio dos sinais respiratérios. O Gltimo animal a
apresentar os sinais respiratérios manifestou o quadro 40h p.i
Segundo Trigo et al. (1996), na reprodugio da doenga o fator
individual é fundamental. Riley et al. (1977) observaram que animais
com infecgdo por /. parasuis podem morrer subitamente, com ©
minimo de lesdes macroscoOpicas que se caracterizam por edema
pulmonar e excesso de fluido pleural, pericardio e peritoneal. A
septicemia por bactérias Gram negativas pode levar ac quadro de
coagulago intravascular disseminada (Nordstoga & Fjelstad, 1967,
Amano et al., 1994). Em um dos animais observou-se um quadro
forte de poliartrite a partir de 48h p.i.
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A temperatura corporal as 15h p.i., nos animais do grupo B variou
de 41,1 a 41,8°C. Em geral todos os animais apresentaram quadro
de letargia, depressdo, anorexia e prostragio. Estes resultados sdo
semelhantes aos observados por Madsen (1984), Desrosiers et al.
(1986), Morozumi et al. (1981), Nicolet (1992) e Trigo et al.
(1996). Cianose nas extremidades, principalmente orelha, focinho e
parte ventral do abddmen foi observada em todos os animais do
grupo B. Alguns animais apresentaram também edema de orelha e
patpebras. Sinais semelhantes foram verificados por Madsen (1984)
e Desrosiers et al., (1986). Segundo Madsen (1984), a inflamagdo
da orelha € patognomdnica para a doenga de Glasser e foi vista em
varios rebanhos acometidos. Em geral, 15h p.i. os animais
recusavam-se a andar, mas quando o faziam demonstravam estar
sentindo dores.

Os dados de sobrevivéncia e mortalidade obtidos entre animais
vacinados e nido-vacinados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Suinos mortos e sobreviventes entre os vacinados e nao
vacinados inoculados com H. parasuis sorovar 5

Vacinados Nao-vacinados Total
Mortos 0 31 31
Sobreviventes 32 1 33
Total 32 32 64

A anélise pelo qui-quadrado com um grau de liberdade e p < 99,99
indicou yx° = 56,30 corrigido por Yates, que ¢ altamente
significativo, mostrando forte associagio da variavel vacina com a
protecdo aos leitdes desafiados.

O tempo decorrido entre a inoculagio e a morte dos leitdes do
grupo B ¢ apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Numero de animais mortos e freqiiéncia acumulada em
horas poés-inoculagdo de suinos ndo-vacinados e inoculados com H.
parasuis sorovar 5

Horas p.i. N° Mortos Frequéncia acumulada

<20 2 2
21-24 9 11
25-28 7 18
26-32 1 15
33-36 3 22
37-40 2 24
41-44 1 25
45-49 2 27
49-52 1 28
61-64 2 30

>90 1 31
Total 31 31

O tempo médio p.i. para a morte dos suinos desafiados foi de 33h
26min + 15h 17min, mas 51,6% deles morreram entre 21 e 28h p.i.
Dois suinos morreram as 60h 30min e 63h, respectivamente, e um
terceiro foi sacrificado 91h p.i,, por incompatibilidade com a vida e
razdes humanitarias. Estes ultimos animais elevaram o periodo
medio de horas p.i. para a ocorréncia da morte. Mas, em geral, o
tempo foi curto, caracterizando uma morte sibita. Dois suinos
morreram com menos de 20h, isto é com 16 e 17h 30min p.i. Até
36h p.i. morreram 70,96% dos suinos, isto é, 22. Este tempo
reduzido possivelmente estd relacionado com a ativagdo da
viruléncia do sorovar 5 apds passagens seriadas em suinos € com o
alto titulo do desafio. A morte com menos de 24h p.i. pode ter
relagdo com um quadro de coagulagdo intravascular disseminada
pela septicemia do . parasuis (Amano et al., 1994). Casos de
morte subita em infecgdes por H. parasuis séo relatados por
Radostits et al., 1963; Little & Harding, 1971 e Abe et al., 1982.
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Os leitdes mortos foram necropsiados e lesdes macroscopicas foram
observadas principalmente naqueles que morreram apos 24h.
Quanto mais tempo o animal resistiu apds o desafio, mais intensa
foram as lesdes ao nivel de serosas, o que foi observado também
por Vahle et al. (1995). As lesdes caracterizaram-se por pericardite,
pleurisia, pneumonia e artrite. Em alguns animais observou-se
hidrotorax, hidropericardio, hidroperitonio e edema subcuténeo,
alteracdes também observadas por Madsen (1984), Desrosiers et al.
(1986) e Trigo et al. (1996).

A Tabela 6 apresenta o nimero médio de coldnias de H. parasuis
isoladas dos espécimes clinicos dos animais do grupo B, desafiados
com o serovar 5. A maior média de colOnias isoladas de . parasuis
sorovar 5 foi da articulagdo tibio-tarsica, seguida do peritdnio, da
pleura, do pulméo e bago. Os dois animais que morreram entre 61-
64h apresentaram o maior nimero médio de coldonias isoladas,
seguindo os de 25-28, depois os de 49-52, 33-36 e 45-48h. Nos
animais que morreram com < 20h p.i. o pulmao foi o local de maior
numero de coldnias isoladas. A presenca de H. parasuis sorovar 5
no pulmio em contagens elevadas reforga a sua participagio na
morte dos suinos. Resultados semelhantes foram observados por
Little & Harding (1971), Morozumi et al. (1981), Miniats et al.
(1991) e Amano et al. (1994).

Os animais do grupo A ndo apresentaram quaisquer reagdes, tanto
imediatas quanto tardias, que pudessem ser atribuidas ao desafio.
Mantiveram-se alimentando todo o tempo p.i. € os movimentos
respiratérios € a temperatura corporal mantiveram dentro dos
padrdes de normalidade para a idade (Straw & Meuten, 1992).
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Tabela 6. Ntimero médio de colonias isoladas de espécimes clinicos
de suinos ndo-vacinados, mortos apods desafio com H. parasuis
sorovar 5

Morte/p.i/h Pulmio Bago Peritdnio Pleura  Articulagdo

<20 213 4 17 4 3
21-24 9 38,72 30,3 15,66 113
25-28 18,57 132,57 89,57 43,57 183,85
29-32 2 21 7 6 1
33-36 35 92,66 31 102,66 203,66
37-40 30 10 41,5 45,5 35,5
41-44 0 2 14 75 28
45-48 27 19,5 150 165 72
49.52 18 146 300 12 57
61-64 82 o8 189 196,5 150

>90 12 10 72 43 121
Total 40,59 52,22 85,57 64,44 88,00

Dois dos 12 animais necropsiados aos 85 dias de idade
apresentaram pericardite que atingiu todo o saco pericardio. Os
demais ndio apresentaram lesdes macroscopicas visiveis. A presenca
de pericardite em dois leitdes demonstra que a prote¢do da
bacterina contra lesdes foi parcial. Lesdes de pericardite s@o
consideradas tipicas da infec¢do por H. parasuis. Considerando
estes resultados, a protegdo contra lesdes seria de 30/32, isto é, de
93,75%. A cultura microbiologica dos materiais coletados dos 12
animais foi negativa para a presenca de H. parasuis ou outros
agentes bacterianos patogénicos para suinos. Resultados
semelhantes foram observados por Barigazzi et al. (1994).

Os 20 suinos restantes do grupo A ndo apresentaram sinais clinicos
ou reagdes indesejaveis, tanto imediata quanto tardia, que pudessem
ser atribuidos ao segundo desafio ou doenga no periodo posterior
aos 118 dias de idade. Os animais alimentaram-se normalmente todo
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o tempo observado e 0s movimentos respiratorios e a temperatura
corporal mantiveram dentro dos padrdes da idade. A necropsia dos
20 suinos do grupo A, aos 144 dias de idade, revelou auséncia de
lesdes macroscopicas visiveis. A cultura microbiolégica revelou
auséncia de bactérias patogénicas no pulmio, bago, peritdnio, na
pleura e articulagdo tibio-tarsica nos animais do grupo A.

O sorovar 5 de H. parasuis é considerado o mais patogénico dos
sorovares, responsavel principal pela doenga de Glasser. Ele tem
uma participagdo de 10% nos sorovares isolados da suinocultura
brasileira (Santos et al., 1997). A produgio e avaliagdo da bacterina
de H. parasuis, sorovar 5, em 32 suinos vacinados e 32 nao-
vacinados permitiu uma avaliagio detalhada da eficiéncia da
bacterina na protegdo contra um alto desafio homologo, o que foi
confirmado na analise pelo y°. Esta bacterina podera ser utilizada na
popula¢io suina para o controle das infec¢des por H. parasuis, que
tem aumentado a sua participagdo como doenga importante na
suinocultura brasileira.
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4.4 CONCLUSOES

A bacterina 1. parasuis sorovar S protegeu leitdes contra o desafio
homologo, evitando a morte e os sinais clinicos da doencga de
Glasser e n3o induziu reagdes indesejaveis que interferissem no
desenvolvimento dos animais vacinados. O titulo de 10° UFC de H.
parasuis sorovar 5 é capaz de reproduzir a doenga de Glisser em
suinos de 60-70 dias de idade por via intratraqueal
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PRODUCAO E AVALIACAO DE UMA BACTERINA
TRIVALENTE DE HAEMOPHILUS PARASUIS

5.1 INTRODUCAO

O uso de vacinas capazes de proteger contra diversas doengas e
sorovariedades sempre foi um dos objetivos da induastria
farmacéutica e um sonho dos produtores, pois facilitaria uma série
de medidas de manejo, traduzindo-se, ao final, em ganho financeiro.
A vacinagdo contra determinada enfermidade, na qual o seu agente
etiologico possui mais de um sorovar, pode terminar em fracasso,
nio atingindo o objetivo de controlar a doenga, culpando-se entdo a
gualidade da vacina por esta falha, o que nem sempre € verdadeiro.

A principal fonte de contaminagio de uma granja de suinos ¢ a
introdugdo de animais, por isto a tendéncia atual ¢ manter as granjas
fechadas, impedindo assim a entrada de agentes etiologicos de
doencas graves. Para atingir estes objetivos foram desenvolvidos
sistemas de criagdo apropriados e denominados de lsowean®.
(Harris, 1988) ou Desmama precoce segregada (Connor, 1990).
Estes sistemas permitem que a granja elimine os principais
patdogenos existentes na suinocultura atual, consequentemente 0s
animais ndo adquirem imunidade por exposi¢do, sendo altamente
susceptiveis & a¢do dos microorganismos patogénicos para Suinos
(Solano et al.. 1996). Um dos agentes gue ndo € eliminado nestes
sistemas € Haemophilus parasuis (Clark, 1995).

H. parasuis é o agente etiologico da doenga de Glésser, que se
caracteriza pela presenga de polisserosite fibrinosa e artnte.
Atualmente sdo conhecidos 15 sorovariedades de H. parasuis
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(Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992). Algumas propriedades podem
estar contaminadas por mais de um sorovar (Smart et al., 1988§;
Santos et al, 1997). O uso de bacterinas monovalentes nestas
propriedades pode ndo atingir os resultados esperados,
possivelmente por falha no processo de prote¢do cruzada (Miniats
et al., 1991; Smart et al., 1993).

Uma bacterina mista de Mycoplasma hyopneumoniae e H. parasuis,
sorovares 4 e 5, foi desenvolvida e avaliada por Rapp-Gabrielson et
al. (1996) e conferiu prote¢io contra os sorovares 4, 5, 12 e 13,
mas nenhum resultado contra os sorovares 2 e 14. No Brasil ndo
existem estudos de protecdo heterdloga ou cruzada contra
sorovares de /. parasuis. Os sorovares 1, 4, 5 ¢ 12 sdo os mais
freqiientes no Brasil, segundo Santos et al. (1997), que observaram
ainda, em 28,9% das explora¢bes de manejo tradicional estudadas, a
presenga de mais de um sorovar, e em algumas foram detectados
seis ou até mesmo sete sorovares diferentes. Estes resultados ddo a
extensdo na dificuldade do controle da infec¢do por H. parasuis,
somado a inexisténcia de vacinas no Pais. Uma vacina contendo os
sorovares 1, 4 e 5, considerados patogénicos (Nicolet, 1992;
Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992) e mais freqgiientes no Brasil,
poderia conferir protegio a 36% da populagdo suina, mas caso haja
prote¢do heterdloga este percentual podera aumentar. O sorovar 6 é
considerado avirulento (Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992) ¢, a
principio, incapaz de reproduzir quadro clinico em animais
desafiados, mas espera-se que apds a passagem seriada em suinos
susceptiveis ele sera capaz de provocar o quadro da doenca de
Glasser.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a protegio homologa e
heterdloga conferida por uma bacterina trivalente de H. parasuis
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5.2 MATERIAL E METODOS

Ativaciio da viruléncia dos sorovares 1 (n° 4), 4 (SW 124) e 6
(H425) de H. parasuis

Procedimentos adotados na ativagio da viruléncia do Haemophilus
parasuis sorovar cinco (Nagazaki) (Santos et al, 1997) foram
seguidos para ‘ativagdo’ da viruléncia dos H. parasuis sorovares 1,
4e6'.

Quinze leitdes, de 50 dias, oriundos de rebanho de ‘doenga minima’
livre de H. parasuis, foram divididos em trés grupos de cinco leitdes
¢ utilizados para ‘ativar’ a viruléncia dos sorovares 1, 4 e 6 de H
parasuis, tespectivamente. Cada suino foi desafiado por via
intratragueal, com quatro mililitros das suspensdes bacterianas, com
a ajuda de um trocater (2x50mm) e uma sonda endotraqueal® (1,7 x
203mm). Os primeiros suinos foram inoculados com as doses de
1.8x10%°, 3.5x10"" e 4,2x10" UFC/mL, respectivamente dos
sorovares 1, 4 e 6. Estes suinos foram sacrificados e necropsiados
apos apresentagio dos sinais clinicos ou morte em até quatro dias
apos a inoculagio. Foram coletados espécimes clinicos do pulmao,
da pleura, do peritonio. pericardio. da traquéia. do bago e liquido
sinovial da articulagio tibio-tarsica para cultura segundo Meller &
Killian (1990) e Gutierrez et al. (1993). Os materiais foram
semeados em agar sangue’ com estria de Staphylococcus aureus e

" Gentilmente cedido pele Dr. P. Kielstein. Institut fiir Veterinarmedizin des
Bundesgesundheitsamtes. Jena. Alemanha

* Intracath - Becton Dickinson. Sandy - UT. EUA

? Difco Laboratories. Detroit - ML EUA




106

agar PPLO’ S (Pleuropneumoniae-like organism, suplementado com
5% de soro de coetho. 0,004% de NAD® -B nicotinamida adenina
dinucleotideo). As amostras de H. parasuis rtecuperadas dos
espécimes clinicos e confirmadas como sorovares 1, 4 ou 6,
respectivamente, foram utilizadas nas inoculagdes do segundo grupo
de animal, de modo semelhante ao primeiro, e assim sucessivamente
até completar o quinto animal para cada sorovar. Os titulos de
UFC/mL para a segunda, terceira, quarta e quinta inoculagdes,
constam na tabela |. H. parasuis isolados dos suinos da quinta
inoculag¢do seriada foram confirmados como sorovares 1, 4 e 6 ¢
liofilizados.

Preparo da bacterina trivalente

Os sorovares | e 4 de H. parasuis recuperados dos suinos e
liofilizados, juntamente com o sorovar 5 (Nagazaki) de H. parasuis,
este empregado em um experimento de avaliagdo da bacterina
homologa (Santos et al. 1997). foram utilizados na preparagdo da
bacterina trivalente. Os procedimentos adotados individualmente
para cada sorovar foram semelhantes aqueles utiizados na
preparagdo da bacterina monovalente (Santos et al., 1997). A
bacterina consistiu de uma mistura de 80% da suspensdo (partes
iguais dos trés sorovares) e 20% de adjuvante oleoso’. O titulo de
cada sorovar foi padronizado em 1,0 x 10° UFC por mL. O teste de
inocuidade foi reatizado em 10 camundongos de 21 dias e em dois
suinos de 50 dias, estes oriundos de rebanho de ‘doenga minima’.
Os camundongos foram inoculados com 0,2 mL pela via
intraperitoneal e os suinos com 2,0 ml pela via intramuscular,
observados por 10 dias quanto a presenga de reagdes indesejavels.

Grupos Experimentais

“ Sigma Chemical Company. St. Louis - MO. EUA
> Emulsingen®. MVP Laboratories. - NE. EUA
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Cinqilenta e um leitdes. identificados ao mnascimento, ndo-
emasculados, de 21 dias de idade, oriundos da granja de ‘doenga
minima’, considerada hivre de H. parasuis, foram divididos ao acaso
em trés grupos, C, D e E, de 17 leitdes. Os suinos de cada grupo
foram alojados em trés baias com quatro animais, uma baia com
dois € uma controle, com trés animais. O galpdo de creche foi
previamente lavado e desinfetado. A temperatura ambiente foi
ajustada para 28° + 1°C. O arragoamento consistiu em ragdo pre-
inicial até 35 dias de idade, ragfio inicial I até 49 dias, ragdo inicial II
até 70 dias, ragio recria até 110 dias e ragdo terminagdo até o final
Todas as ragdes eram livres de antibidticos ou promotores de
crescimento. Aos 70 dias de idade, os leitdes foram transferidos
para o galpio de recria. Cada grupo ocupou uma Unica baia do
galpao. Foram coletadas zaragatoas nasais de todos os leitdes aos
36, 56 e 73 dias de idade e cultivadas em agar PPLO S, agar sangue
e agar G20G (Smith & Baskerville, 1979), com atengédo especial ao
isolamento de H.  parasuis.  Adotou-se  procedimentos
recomendados por Carter & Cole (1990) para o isolamento € a
identificagio de patogenos bacterianos do trato respiratorio de
suinos. Os animais foram pesados aos 36, 73 ¢ 118 dias de idade.

Vacinacio

Quatorze leitdes de cada grupo foram vacinados com a bacterina
trivalente, contendo os sorovares 1, 4 e 5. aos 36 e 56 dias de idade,
pela via intramuscular, nas doses de 2.0 e 3,0 mL, respectivamente.
Trés animais de cada grupo permaneceram como controle, ndo-
vacinados, numa mesma baia da creche. Os animais foram
observados por 10 dias quanto as reagdes indesejaveis.

Desafio Homologo e Heterélogo

Aos 74 dias de idade. todos os leitdes, inclusive 0s ndo-vacinados,
foram desafiados por via intratraqueal com ajuda de um trocater e
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uma sonda endotraqueal. Os leitdes do grupo C foram desafiados
com o sorovar 1. na dose de 4.0 mL de 1,3 x 10° UFC/mL; os do
grupo D, com sorovar 5, na dose de 4,0mL de 1,5 x 10° UFC/mL e
os do grupo E, com sorovar 6, na dose de 4,0mL de 2,0 x 10°
UFC/mL. As culturas foram lavadas em PBS pH 7.2 e centrifugadas
a 8.000 x g por duas vezes, antes de serem padronizadas pela
comparagdo visual com o tubo 9 da escala de MacFarland. Os
animais foram observados durante o dia e parte da noite quanto a
sinais clinicos. Os que morreram foram necropsiados e coletou-se
material do pulmao, da pleura, do peritdnio, pericardio, da traquéia,
do bago e liquido sinovial da articulagdo tibio-tarsica para cultura
microbiologica em agar PPLO S, agar sangue de carneiro e agar
G20G, dando-se atengdo especial ao isolamento do H. parasuis e a
outros patogenos do trato respiratorio de suinos, segundo Carter &
Cole (1990).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ativacio da viruléncia do Haemophilus parasuis sorovares 1 {n’
4), 4 (sw 124) e 6 (H 425)

Os resultados da ‘ativagdo’ da viruléncia dos H. parasuis sorovares
1 (n° 4), 4 (sw 124) e 6 (H 425) pela passagem seriada em suinos
sao apresentados na tabela 1. O primeiro suino mmoculado com o
sorovar 6 teve tosse a partir do terceiro dia apds inoculagdo (p.i.).
Os primeiros suinos inoculados com o sorovar 1 e sorovar 4
apresentaram aumento da articulagdo tibio-tarsica a partir do
tercetro dia p.1. Todos os trés suinos foram sacrificados ao final do
quarto dia p.i., quando n3o se constataram outras lesdes
macroscopicas. H. parasuis foi isolado da traquéia do suino
inoculado com o sorovar 6 e da articulagdo tibio-tarsica dos suinos
inoculados com os sorovares 1 e 4. O suino da segunda inoculagio
com o sorovar | morreu 48h p.i., e os inoculados com o sorovar 4 e
sorovar 6 morreram com 50 e 56h p.i., respectivamente. As lesdes
macroscopicas  caracterizaram-se  por  pleurisia,  peritonite,
pericardite, esta no amimal inoculado com o sorovar 1. Os suinos da
terceira inoculagdo com sorovar 1, sorovar 4 e sorovar 6 morreram
com 44, 46 ¢ 48h p.., respectivamente. O quadro de lesdes
macroscopicas caracterizou-se pela presencga de fibrina definindo um
quadro de pleurisia, pericardite e peritonite. Os suinos da quarta
inoculagdo com sorovares 1. 4 e 6 morreram 36, 48 e 46h p.i.,
respectivamente. O quadro de lesdes macroscopicas foi semelhante
ao dos animais do inoculo anterior. Apos a quinta inoculagdo, os
suinos morreram 29, 33 e 31h p.i, respectivamente para 0s
sorovares 1, 4 e 6. Apresentaram a necropsia presen¢a de fibrina nas
serosas. caracterizando um quadro de intensa pleurisia, pericardite
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e peritonite. Resultados semelhantes foram observados por
Morozumi et al. (1981), Miniats et al. (1991), Amano et al. (1994) ¢
Vahle et al. (1995).

Tabela 1. Concentragdo bacteriana dos indculos, tempo para a
morte, apos cinco passagens em série, em suinos utilizados na
‘ativacdo’ da viruléncia dos sorovares 1, 4 e 6 de H. parasuis

Suinos Inéculos UFC/mL Morte em horas p.i.
SV 1 SV 4 SV 6 SV1 SVv4 SVé6
1° 1.8x10" 3.5x10"  4.2x10""  >96 >06 >06
2° 1.4x10"°  2.1x10"  2.3x10"" 48 50 56
3° 1.2x10"  13x10"  L1x10" 44 46 48
4° 1.7x10'  2.1x10"  1.4x10" 36 48 46
5° 2.08x10"  1.8x10"  1.5x10" 29 33 31

H. parasuis foi isolado somente da articulagdo tibio-tarsica do
primeiro suino inoculado com os sorovares 1, 4 ¢ 6. Nas passagens
subsequentes, isolou-se H. parasuis pleura, periténio, pericardio,
pulmd@o, bago e articulagdo tibio-tarsica de todos os animais
inoculados, respectivamente, com os sorovares 1, 4 e 6. As
amostras de H. parasuis recuperados dos suinos inoculados
apresentaram classificagio sorologica condizente com os sorovares
inoculados.

A dose do inéculo usado para se obter a infecgdo foi elevada, pois
em tentativas anteriores, com dosagens menores, nio se conseguiu
reproduzir o quadro clinico e nem foi possivel o isolamento do H.
parasuis dos animais inoculados. O sorovar 1 (N” 4) foi usado por
Morozumi et al. (1981) para um desafio experimental em trés suinos
SPF, por via intraperitoneal, na dosagem de 1,6 x 10* UFC em
quatro mililitros e observaram que um suino apresentou quadro de
febre persistente e edema nas articulagdes, tendo sido sacrificado no
terceiro dia, os outros suinos, somente no sexto dia. Com a
dosagem de 1 x 10" UFC em quatro mililitros de H. parasuis
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sorovar 1, dois entre quatro suinos morreram no segundo e terceiro
dias apos inoculagdo, apresentando quadro tipico da doenga.
Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992) utilizaram 5 x 10° UFC/mL
como dose de desafio em leitdes SPF de 6kg p.v. para avaliar a
viruléncia dos sorovares de H. parasuis e observaram ampla
variagdo quanto a patogenicidade dos sorovares. Peet et al., (1983)
desafiaram trés suinos SPF de oito semanas de idade, com 108
UFC/mL de H. parasuis isolado de um surto de campo ¢
observaram que nenhum dos animais adoeceu e que na necropsia,
10 dias p.i, ndo se constatou qualquer lesdo macroscopica. A dose
de 4 x 10" UFC de uma amostra de H. parasuis isolada de doenca
de Glasser foi usada por Rosendal et al. (1985) para reproduzir o
quadro, com evolugdo para a morte em 48h. A dose de SmL de uma
cultura de 3 x 10° UFC/mL dos sorovares 13 e 14 foi usada pela via
intranasal, por Barigazzi et al. (1994), para reproduzir a doeng¢a em
suinos de seis semanas de idade, obtendo-se somente ligeiro
aumento da temperatura no primeiro dia pos infecgdo. Amano et al.
(1994) observaram resuitados parciais na inoculagdo de suinos com
os sorovares |. 4 e 5 de H. parasuis, onde somente um dos seis
suinos desafiados com o sorovar 4 morreu apos o desafio. Os
resultados constantes na tabela 1 indicam que uma dosagem alta €
garantia de reprodugdo do quadro de doenga de Glasser a partir de
amostras mantidas em faboratérios por muito tempo ou muitas
passagens. Titulos menores do que os usados na inoculagdo para
ativagio da viruléncia poderiam incorrer em falhas na reprodugdo
do quadro clinico. e até se obter o titulo ideal do indculo teria que
fazer uso de um numero maior de suinos SPF que nao estava
disponivel. Os resultados sugerem a necessidade de determinar
previamente o titulo do inoculo a ser usado no desafio de suinos
para efeito de avaliagdo da protegic de bacterina, e da “ativa¢@o”
por passagem seriada em suinos das amostras que estdo estocadas
em laboratdrio por mais de 10 anos. como € o caso do sorovar 1.

A cultura individualizada em agar PPLO S dos sorovares 1, 4 € 5
(Nagazaki) de H. parasuis recuperados dos suinos revelou, apos
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16h, um crescimento uniforme de coldnias circulares, translicidas,
de Imm de didmetro. O teste de esterilidade da massa bacteriana em
agar PPLO S e tioglicolato de Brewer foi negativo para o
crescimento de qualquer agente bacteriano pelo periodo de 48h e
sete dias, respectivamente. Os camundongos inoculados nédo
apresentaram sinais clinicos ap6s a inoculagdo da bacterina. Dois
suinos apresentaram vOmitos, pélos arrepiados e tremores
musculares 30min apds a inoculagio, mas esses  sinais
desapareceram nos proximos 60min. Nao foram observadas outras
reagdes locais ou sistémicas nos suinos nos 10 dias seguintes a
vacinagao.

Os resultados da cultura das secregdes nasais dos leitdes aos 36, 56
e 73 dias de idade constam na Tabela 2. Streptococcus sp fol o
principal agente bacteriano isolado aos 36 e 56 dias de idade. Nestes
isolamentos observou-se que ele predominava ou era o unico agente
presente na cultura. mas em ambos os casos havia um numero
superior a 100 coldnias por placa. Aos 73 dias de idade, a
participagdo de Bordetella bronchiseptica foi em 19 6% dos suinos.
O predominio nas culturas das secreg¢des nasais aos 36, 56 e 73 dias
de idade foi da flora mista, com auséncia de bactérias
potencialmente patogénicas, incluindo-se nestas o H. parasuis,
Actinobacillus pleuropneumoniae e Pasteurella multocida. Estes
resultados confirmam o padrido sanitaric dos amimais utilizados na
avaliacdo da bacterina trivalente de H. parasuis, mas a detecgdo de
Streptococcus sp e de B. bronchiseptica reforgam a hipotese de que
estes agentes, principalmente Streptococcus sp, nio sdo eliminados
(Dritz et al., 1996) pelo processo de desmama precoce medicada,
assim podem ser responsaveis pela ‘quebra’ da biosseguranga do
esquema de manejo sanitario de granjas de alto padrdo sanitario,
juntamente com o H. parasuis (Madsen, 1984).
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Tabela 2. Agentes bacterianos isolados a partir de secregdes nasais
a0s 36, 56 e 73 dias de idade, de suinos utilizados na avaliagdo da
bacterina trivalente de H. parasuis

Agentes Bacterianos 36 dias 56 dias 73 dias  Total

n’(%) n’(%o) n’(%)
Streptococcus sp 12(23.32) 15(29.41) 0 27
Streptococcus sp — E.
coli 8(13.62) 4(7.84) 0 12
B. bronchiseptica 0 1(1,96) 10(19,6) 11
Flora mista - auséncia de
patogenos 31/60.78 30(58.82) 40(78.43) 42
Streptococcus sp—
Staphviococcus sp 0 1(1,96) 1(1.96) 2

O peso médio dos leitdes (Tabela 3) aos 21 dias de idade foi de 6,63
+ 1,39kg ¢ aos 73 dias de 35.45 * 4,99kg, com 485g de ganho de
peso diario (GPD). Aos 118 dias. o peso médio foi de 77,72 *
8,75kg, com 658g de GPD. O peso a desmama esta dentro do
esperado (Straw & Meuten, 1992) para suinos, principalmente
tendo em vista a €poca do ano, inverno, quando as porcas
produzem mais leite, e pelo fato de serem leitdes machos néo-
emasculados. Os pesos médios e os ganhos de peso diario refletem
o padrio sanitario dos animais. sugerindo a auséncia de infecgio e
semelhancas aos resultados obtidos por Clark (1995), que
acompanhou, semanalmente, o desempenho de suinos de alto
padriio sanitario do desmame ao abate com 144 dias de idade.
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Tabela 3. Peso médio dos suinos vacinados com bacterina trivalente
de H. parasuis e desafiados com sorovares 1. 5 e 6

21 dias 73 dias 118 dias
Peso (kg) 6.63+139  3545+499  77,7248,75
GPD* (kg) 0,315 0,485 0,658

* GPD = Ganho de peso diano

A Tabela 4 apresenta as reagdes observadas na vacinagdo. Oito
leitdes apresentaram tremores musculares 30min apos a inoculag¢io
da primeira dose da vacina, aos 36 dias de idade, ¢ quatro
apresentaram vomitos. Apos a segunda dose da vacina, aos 56 dias
de idade, trés animais tiveram tremores musculares e outros trés
apresentaram vOmitos, que iniciaram em torno de 30min e
persistiram no maximo por mais 60min. Os 12 animais que reagiram
a primeira dose da bacterina representam 28.6%, e 0s sels que
reagiram a segunda dose, 14.3%. Os suinos gue apresentaram
reacdes a vacinagdo permaneceram por oito a 12h
aproximadamente, em estado de sonoléncia. Decorrido este tempo,
voltaram a apresentar um comportamento normal. Os sintomas
sugerem a presenga de substdncias toxicas na bacterina, em
concentragdo menor do que na vacina monovalente (Santos et al.,
1997), possivelmente pela menor concentragdio em um dos trés
sorovares utilizados na preparagao da bacterina.

Tabela 4. Numero de suinos que apresentaram reagdes & vacinagao
com bacterina trivalente de H. parasuis

1> dose/% 2" dose/%% Total/%

Tremores musculares 8 (19,0) 3(7.1) 11 (13.1)
Vomitos 4(9,5) 3(7.1) 7 (8,3)
Total 12 (28.,6) 6 (14,3) 18 (21,4)
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O fato de a massa bacteriana ter sido lavada para o preparo da
bacterina trivalente pode ter contribuido também na reducdo das
reagGes imediatas a bacterina, pela elimina¢do de parte de toxinas,
possivelmente lipopolissacarides. O maior peso dos suinos, quando
na aplicagio da segunda dose da vacina, pode ter agido como fator
diluidor, contribuindo para a redugdio das reagdes a vacina. Nao
foram observadas outras rea¢des locais ou sistémicas que pudessem
ser atribuidas a bacterina nos 10 dias seguintes a vacinagao.

Os resultados dos desafios homologo e heterdlogo foram
semelhantes. tendo em vista que os trés animais ndo-vacinados de
cada grupo, C, D e E, morreram apos desenvolvimento de
sintomatologia clinica condizente com o quadro da doenga de
Glasser. Os animais vacinados dos grupos C e D resistiram ao
desafio homélogo e os do grupo E, ao desafio heterdlogo. Os sinais
clinicos manifestaram-se nos animais nio-vacinados dos grupos C,
D e E a partir de 15h p.i. e caracterizaram por cianose ou coloragao
purpura das extremidades, principailmente no focinho, na orelha,
regiio ventral do torax e abddmen, além de nas extremidades dos
membros, indicando alteragdes circulatorias, possivelmente por um
mecanismo de coagulagdo intravascular disseminada pela septicemia
do H. parasuis (Nordstoga & Fjelstad, 1967 e Amano et al., 1994).
Os outros sinais clinicos foram dificuldade respiratona, depressao,
anorexia, letargia e prostragdo. Resultados semelhantes foram
observados por Riley et al. (1977), Morozumi et al. (1981), Abe et
al. (1982), Miniats et al. (1991) e Trigo et al. {1996). Nao foram
verificadas reagdes de vomito e tremores musculares indicando uma
possivel reagio alérgica.

O tempo médio de ocorréncia da morte p.i. foi de 49, 58 e 41h,
respectivamente, para os sorovares 1, 5 e 6. O tempo médio p.i.
para o sorovar 5 foi maior do que para os demais, porque um suino
do grupo D morreu apds 96h p.i. Caso contrario, o tempo meédio
para a ocorréncia da morte estaria dentro de um prazo inferior a 40h
p.i. O tempo entre o desafio e a morte foi pequeno, indicando
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viruléncia e dose alta dos sorovares usados no desafio. Estes
resultados foram semelhantes aqueles observados por Radostits et
al. (1963), Little & Harding (1971), Riley et al. (1977) . Madsen
(1984) e Desrosiers et al. (1986), que relataram casos de campo
com morte subita em rebanhos de alto padrao sanitario. Riley et al.
(1977) inocularam, experimentalmente, 10 leitdes de 15 kg p.v. e
somente um deles apresentou o quadro de doenga de Glisser, cinco
outros ndo apresentaram quadro clinico, inclusive auséncia ou
ligeira febre. Miniats et al. (1991) observaram que os suinos do
grupo-controle, ao serem desafiados, evoluirdo para a morte
somente a partir do terceiro dia. Vahle et al. {1996) observaram
mortes em 12, 36, 84 e 108h p.i. quando usaram uma dose de
desafio de 2 x 10° UFC. Este desafio pode se aproximar do que
acontece em casos de campo, onde uma amostra de H. parasuis, ao
passar de animal para animal, aumenta sua viruléncia, produzindo
casos de morte subita. E importante mencionar que o sorovar 6
(H425), considerado avirulento por Kielstein & Rapp-Gabrielson
(1992), induziu & morte em menor tempo (4lh) do que os sorovares
1 e 5, considerados de alta viruléncia. Isto em animais de alto
padrdo sanitario, com 74 dias de idade e pesando 35,45kg em
meédia. Supde-se que ao fazer a classificagdo de alguns sorovares
como avirulentos deve-se ter em conta o manejo da propriedade, o
padrdo sanitario dos animais, a exposi¢do natural entre os animais
contribuindo para o desenvolvimento da imunidade e a idade e o
peso dos suinos. As observagdes de Rapp-Gabrielson et al (1996)
nao relataram a dose de desafio ou se ocorreu morte quando
desafiaram os animais vacinados contra sorovares 4 e 5,
dificultando, desta forma, uma possivel comparagdo. A reprodugio
experimental da doenga de Glésser € dificil e varias tentativas (Riley
et al., 1977, Morozumi et al., 1981 Barigazzi et al., 1994 e Amano
et al., 1996) ja foram feitas e ndo se conseguiu o quadro tipico,
mesmo utilizando-se de amostras de campo que tinham sido
responsaveis por quadros da doenca de Glésser.
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A Tabela 5 apresenta o resultado do desafio nos lotes vacinados e
nio-vacinados com a bacterina trivalente de /1. parasuis

Todos os suinos nio-vacinados morreram, indicando a efetividade
do desafio e, por conseguinte. a capacidade da bacterina trivalente
com 0s sorovares 1. 4 e 5 de induzir

Tabela 5. Mortalidade de suinos vacinados ou nao com bacterina
trivalente e desafiados com H. parasuis sorovares 1.5 e 6

Sorovares
1 5 6
Niao-vacinados 3/3%* 3/3% 3/3%*
Vacinados 0/14* 0/14* 0/14*

*munero de mortos/total de animais

protecdo contra desafio homologo com os sorovares 1 e 5 e
heterdlogo com o sorovar 6, em suinos de 74 dias de idade.

O numero médio de coldnias de H. parasuis isoladas dos suinos
mortos pelo desafio com os diversos sorovares consta na tabela 6.

Tabela 6. Numero médio de coldnias de H. parasuis isoladas dos

suinos nao vacinados e mortos pelo desafio com os sorovares 1, 5 e
6.

Sorovares Articulagio Pericardio  Peritdnio  Pleura  Traquéia

1 1 150 213 243 300
5 15 206 135 204 300
6 100 218 200 257 300

O maior numero de colonias isoladas foi da traquéia nos suinos dos
grupos C, D e E ndo-vacinados. Contrariando o experimento com a
vacina homologa (Santos et al., 1997), o isolamento na articulagdo
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tibio-tarsica foi muito baixo. Nio se isolou H. parasuis do pulméo ¢
do bago. A presenca de alta contagem de H. parasuis nos diversos
espécimes clinicos onde se pesquisou sua presenca indicam uma
bacteremia apos desafio, o que ja foi relatado por Amano et al.
(1994), e pode-se supor a participagdo do H. parasuis na morte dos
animais niao-vacinados. Riley et al. (1977) somente obtiveram
isolamentos em dois de 10 suinos desafiados, Barigazzi et al. (1994)
relataram sucesso parcial na reprodugdo da doenga em suinos de
seis semanas e H. parasuis foi isolado somente nas tonsilas e do
puimao.

Os animais vacinados ndo apresentaram quaisquer sinais clinicos
p.i., tanto imediatos quanto tardios, que pudessem ser atribuidos ao
desafio ou a uma possivel infecgio com H. parasuis, por um
periodo de até 10 dias p.i Resultados semelhantes foram
observados por Smart & Miniats (1989) e Miniats et al. (1991).
Rapp-Gabrielson et al. (1996) utilizaram uma bacterina contendo M.
hyopneumoniae e os sorovares 4 e 5 de H. parasuis. Eles
observaram protegio contra os sorovares 4, 5 ¢ 12, prote¢do parcial
contra o sorovar 13 e ndo houve prote¢do contra os sorovares 2 e
14, mesmo sendo o sorovar 2 reconhecido por Kielstein & Rapp-
Gabrielson (1992) como de média viruléncia.

Os suinos vacinados foram sacrificados aos 118 dias de idade. No
decorrer deste periodo foram acompanhados clinicamente para
presenca de doenga ou qualquer sinal indicativo de envolvimento de
H. parasuis, como artrite. tosse, espirro, respiragio abdominal e
febre. Os suinos alimentaram-se normalmente no periodo p.i. No
exame dos 42 suinos necropsiados ndo foram observadas aiteragdes
macroscopicas . A cultura microbioldgica de espécimes coletados da
pleura, peritdnio. bago. articulagdo tibio-tarsica ndo permitiu o
isolamento de agentes bacterianos patogénicos para suinos, em
especial de H. parasuis, Actinobacillus  pleuropneumoniae,
Pasteurella multocida e B. bronchiseptica. Resultados semelhantes
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foram observados por Smart & Miniats (1989), Miniats et al.
(1991), e Trigo et al. (1996).

O controle das doengas respiratorias pneumonia enzootica,
pleuropneumonia suina e rinite atrofica progressiva, consideradas as
mais importantes economicamente, abriu espago para as infecgoes
por H. parasuis, que passou a ocupar uma posigdo de destaque na
suinocultura brasileira, Estes acontecimentos deram-se muito
rapido, e a suinocultura do Pais ji estava alertada para o
despreparado (Sobestiansky et al., 1988) para se conviver com a
doenca e ndo dispunha de meios para o controle da doenga de
Glasser. A demonstragio da eficacia de uma bacterina trivalente de
H. parasuis, contendo os trés principais sorovares mais freqilentes
no Brasil, é um passo importante no controle desta doenga, que tem
causado prejuizos econdmicos na suinocultura brasileira, quer seja
aquela que adota o manejo tradicional, quer aquela que utiliza os
sistemas de criacdo em trés sitios ou o Isowean.

A bacterina trivalente de H. parasuis contendo os sorovares 1, 4 e 5
protegeu 100% dos animais contra os desafios com os sorovares
homélogos 1 e 5 e contra o sorovar heterélogo 6. indicando que seu
uso podera ser Gtil a suinocultura brasileira, pois os sorovares 1, 4 ¢
5 sdo, juntamente com o 12. os mais freqiientemente isolados de
suinos doentes. Os resultados relatados por Rapp-Gabrielson et al.
(1996) indicam que uma bacterina com os sorovares 4 € 5
apresentou protegdo cruzada com os sorovares 12 e 13, mas ndo
contra os sorovares 2 e 14, indicando que a bacterina aqui
produzida podera proteger também contra o sorovar 12, cobrindo
um percentual de 51 % (Santos et al., 1997) da populagéo.

O sorovar 6 (H.425) de H. parasuis. considerado avirulento ap0s
passagem seriada em suinos. foi capaz de reproduzir o quadro de
doenca de Glasser, levando os suinos & morte em 41h, apés uma
bacteremia, sendo isolado de diversos espécimes clinicos. A
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bacterina trivalente protegeu contra o desafio heterélogo com este
sorovar
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5.4 CONCLUSOQOES

A vacina¢do de suinos com bacterina trivalente de H. parasuis,
sorovares 1, 4 e 5, protegeu suinos contra um desafio contendo
quatro mililitros de 1,3 x 10° UFC/mL dos sorovares 1, 5 e 6,
evitando qualquer sinal clinico de doenga nos animais desafiados,
ndo induziu reagdes indesejaveis que pudessem interfenir no
desempenho dos animais. Na reprodugao experimental da doenga de
Glisser ¢ necessaria uma dose de 10° UFC de H. parasuis por
animal.
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CAPITULO 6

DISCUSSAO GERAL

A suinocultura mundial no final da década de 80 e no comego da
década de 90 iniciou uma nova fase, principaimente pelas mudangas
no sistema de produgio, preconizadas por Harris (1988) e Connor
(1990). Os novos sistemas de produgdo permitiram o controle de
diversas doengas que afetavam economicamente a indlstria
suinicola no mundo. Os Estados Unidos foi o pais que mais investiu
nestes sistemas de produgdo, e a suinocultura tradicional dos
Estados de lowa, Minnesota lllinois e Indiana esta se transformando
rapidamente para competir com os novos sistemas de producdo da
Carolina do Norte, Kentuky, Oklahoma e outros. Muitos
empreendimentos novos estdo operando sob a concepgio da
integragio em sistemas de criagio em trés sitios ou multiplos sitios.
Estes empreendimentos baseiam-se em grandes volumes de
produgio. Em conseqiiéncia desta modernizagdo rapida, que exige
grande inversio de capital, os pequenos e médios produtores
tradicionais viram-se forcados a sair do mercado, com 1s$0
reduzindo o nimero de propriedades de 600.000 em 1980 para
220.000 em 1994 (Bevier, 1995). A suinocultura européia ndo
acompanhou este ritmo por diversos motivos, inclusive o excesso de
producio para o mercado consumidor e a poluigio ambiental. No
atual contexto de globalizagido da economia, os paises disputam os
mercados importadores alicer¢ados em base tecnologica que se
traduz por produtividade.

A suinocultura brasileira tem grandes chances de ocupar uma
posigio de destaque no mercado de carnes tanto interno como
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externo, ja que o Brasil possui clima propicio e tem grandes
extensdes territoriais, o que facilita o destino de dejetos, e produz
grios em quantidade e qualidade a pregos compativeis com o
mercado internacional. A suinocultura brasileira tem ainda o
exemplo de sucesso da avicultura, mas, possui ainda dificuldades a
serem superadas. Algumas destas que interferem na produtividade
sio relacionadas 4 saide animal. Na tentativa de se obterem
sistemas de produgio mais produtivos e competitivos
economicamente, as novas construgdes e as produgdes ja
estabelecidas estdo adotando os sistemas de criagdo em trés sitios
(Harris, 1988) ou de desmama precoce segregada (Connor, 1990).
Nem todas as granjas no Brasil, ou no exterior, podem-se adaptar a
estes manejos, e para melhorar o desempenho adotam esquemas de
vacinagdo e medicacio estratégica contra as principais doengas
respiratorias de suinos (pneumonia enzootica, pleuropneumonia
suina e rinite atrofica), melhorando visivelmente a produtividade. O
controle obtido por sistemas de manejo ou vacinagbes mais
medicagio permitiu a visualizagio de algumas doengas ate entdo
consideradas de pouca ou nenhuma importdncia econdmica na
suinocultura. Uma destas ¢ a doenga de Glisser, causada pelo
Haemophilus parasuis, que se caracteriza por afetar rebanhos de
alto padrio sanitario (Nielsen & Danielsen, 1975; Nielsen, 1980;
Madsen, 1984; Miniats et al., 1986, Smart et al., 1993, Budde &
Olson, 1995).

H. parasuis ¢ um agente dificil de ser isolado ¢ manipulado em
Jaboratorio (Nicolet, 1992), por isto ha relativamente pouca
informacdo sobre ele. Nio existe estudo sobre a epidemiologia da
infeccio por H. parasuis em qualquer tipo de granja e,
principalmente, nas de exploragdo de manejo tradicional. Paralelo a
este fato o H. parasuis foi classificado em 15 sorovariedades
diferentes por Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992), que também
estudaram a patogenicidade dos sorovares, tendo sido verificado
que os sorovares 1, 5, 10, 12, 13 e 14 eram os mais virulentos e os
2. 4 e 15, eram de média viruléncia. O sorovar 8 foi classificado
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como de baixa viruléncia e os sorovares 3, 6, 7, 9 ¢ 11, como nédo-
virulentos.

Na suinocultura do Brasil e da América Latina pouco se conhece
sobre o H. parasuis, sobre a epidemiologia da doenga de Glasser em
granjas de manejo tradicional ¢ sobre a prevaléncia ou fregiiéncia
dos diversos sorovares. A literatura internacional relata o uso de
vacinas autogenas para controle de surtos em rebanhos de alto
padrdo sanitario (Nielsen & Danielsen, 1975; Riising, 1981, Smart
et al.. 1993: Budde & Olson, 1995).Contudo, as vacinas propostas
para comercializagio nos EUA ainda estdo sendo avaliadas (Rapp-
Gabrielson et al., 1996; Trigo et al, 1996) e ndo foram liberadas
para o mercado. No Brasil ndo ha qualquer tipo de estratégia para
controlar surtos da doenga de Glasser € ndo se conhece o uso de
vacinas.

Neste trabalho foram estudados aspectos epidemiologicos do fi.
parasuis na suinocultura brasileira, principalmente nos estados da
regiio sudeste, tendo-se constatado a presenga deste agente em 204
propriedades, tanto em animais doentes como nagueles
aparentemente sadios. Os resultados mostraram que 0S MESEs de
jutho, agosto e setembro sdo aqueles em que ocorre maior
frequéncia de manifestagdes de infecgdes por H. parasuis,
provavelmente pela baixa temperatura, grande amplitude térmica
diaria e presenca de ventos. Nesta situagio. os leitdes saem da zona
de conforto e se estressam pelas temperaturas baixas. Estes fatores
climaticos, aliados a praticas de manejo inadequadas, tornam esta
época do ano mais propicia a ocorréncia da doenga. A faixa etaria
mais atingida é a de 70 a 100 dias de idade, que coincide com a
mudanca de ambiente da creche para os barracdes de recria. O
pulmio, a traquéia e o focinho s3o os espécimes clinicos de eleigao
para exames laboratoriais visando ao isolamento do H. parasuis.
Estas informacdes sdo de importancia para o controle da doenga ao
nivel de campo.
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Estudou-se ainda a presenga dos sorovares de H. parasuis na
suinocultura do Brasil, tendo-se observado, pela primeira vez no
Brasil e na América Latina, a presenga de todos os 15 sorovares.
Relatos anteriores sobre a presenga dos 15 sorovares foram
conduzidos por Kielstein & Rapp-Gabrieison (1992) na Alemanha,
que examinaram 290 amostras originadas em 20 propriedades e
observaram a predomindncia dos sorovares 4 € 5. Os sorovares mais
freqiientes no Brasil foram, por ordem de ocorréncia, os de numero
1, 4, 12 e 5, representando 47,35% do total de 321 amostras
examinadas de 204 propriedades de exploragio de manejo
tradicional da suinocultura. Destes, somente o sorovar 4 ¢€
considerado de média viruléncia (Kielstein & Rapp-Gabrielson,
1992), os demais sdo de alta viruléncia para suinos, sugerindo a
ocorréncia de quadros graves da doenga de Glasser na suinocultura
tradicional do Brasil. Entretanto, nio se observa na literatura
brasileira a descri¢do de surtos da doenga de Glasser em qualquer
tipo de granja, a ndo ser o relato de Sobestiansky et al. (1988) em
uma pequena propriedade de 15 matrizes no sul do Brasil. Em
28,92% (59) das 204 propriedades estudadas neste trabalho foram
observados mais de um sorovar, sendo os mais freqlentes, os
sorovares 1, 4, 9 e 12. Estes resultados alertam para o cuidado e as
possibilidades de falha quando se implementar um programa de
controle do /. parasuis em uma propriedade.

Foi produzida ¢ avaliada uma bacterina monovalente de #.
parasuis, sorovar 5 (Nagazaki). Este sorovar ¢ considerado o mais
patogénico de todos os 15 conhecidos. E tido como o principal
responsavel pelos quadros da doenga de Glasser. A avaliacdo da
bacterina foi feita em 64 leitdes de 21 dias de idade, divididos em
dois grupos, A e B, de 32 leitdes cada. O grupo A foi vacinado e o
grupo B permaneceu como controle ndo-vacinado. Aos 65 dias de
idade ambos os grupos foram desafiados com o mesmo sorovar 5 de
H. parasuis utilizado na confecgao da vacina. O titulo do desafio foi
de 10° UFC/mL, sendo utilizado quatro mililitros pela via
intratraqueal. Nos animais do grupo B 31 morreram apos
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apresentagio de um quadro clinico, e a necropsia observaram-se
lesdes tipicas da doenga de Glisser. Os animais do grupo A
resistiram ao desafio, permanecendo saudaveis durante todo o
periodo apos o desafio e a necropsia ndo apresentaram qualquer
lesio macroscopica. A analise pelo qui-quadrado com um grau de
liberdade, p< 99.99, foi de 56,30, corrigido por Yates. indicando
uma associacado altamente significativa da variavel vacina com a
protegdo dos leitdes desafiados. E importante chamar a atengao
para a dose de desafio usada e para o fato de os leitdes vacinados
resistirem sem apresentarem sinais clinicos. Rapp-Gabrielson et al.
(1996) e Trigo et al. (1996), ao avaliarem vacinas contra H
parasuis, utilizaram dose-desafio com titulos inferiores.

A necessidade de protegdo contra mais de um sorovar de H.
parasuis é de grande importancia para a suinocultura brasileira, pois
os sorovares 1. 4. 5 e 12 foram os mais fregilentemente isolados
(47.4%) na populagio suina avaliada neste trabalho. Em 59
(28.92%) das 204 propriedades estudadas foi detectada a presenca
de mais de um sorovar, sendo que em algumas propriedades hawvia,
simultaneamente, seis ou sete. Rapp-Gabrielson et al. (1996)
avaliaram uma bacterina mista de Mycoplasma hyopneumoniae ¢ H.
parasuis, sorovares 4 e 5, 0s mais prevalentes nos Estados Unidos,
e observaram proteg¢do contra 0s sorovares 4, 5, 12 e 13, mas
nenhum resultado contra os sorovares 2 e 14. No Brasil ndo existe
vacina contra o H. parasuis, o que torna o controle da doenga de
Glasser pouco eficiente. Uma bacterina contendo os sorovares 1, 4
e 5 cobrira 36% da populagio suina frente a um desafio homdlogo,
e caso haja protegdo heterodloga. o que ja foi relatado por Rapp-
Gabrielson et al. (1996), este percentual podera aumentar. O
sorovar 6 é considerado avirulento (Kielstein & Rapp-Gabrielson,
1992). mas ¢é possivel que apos seguidas exposi¢des naturais ele seja
capaz de reproduzir o quadro da doenga de Gléasser.
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Além da bacterina monovalente, produziu-se e avaliou uma
bacterina trivalente de H. parasuis com os sorovares 1, 4 e 5. Esta
bacterina ndo induziu reagdes indesejaveis que pudessem interferir
no desempenho dos animais. Cinqiienta e um leitdes de 21 dias de
idade foram divididos em trés grupos (C, D, E) de 17 amimais.
Quatorze foram vacinados em cada grupo, permanecendo trés como
controle. Aos 73 dias de idade cada grupo foi desafiado por via
intratraqueal, com quatro mililitros de 10° UFC/mL dos sorovares 1,
5 e 6, respectivamente. Todos os trés animais de cada grupo
morreram até dois dias apos o desafio, com lesdes tipicas da doenga
de Glasser. Os animais vacinados de todos os grupos resistiram aos
desafios e permaneceram clinicamente sadios durante todo o
periodo de observacdo e na necropsia ndo apresentaram qualquer
lesdo macroscopica. O sorovar 6, que € considerado avirulento
(Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992), apos passagens em suinos, foi
capaz de reproduzir o quadro tipico da doenga de Glasser. Esse
dado salienta a necessidade de se utilizar. em procedimentos de
desafio, amostra virulenta capaz de reproduzir o quadro da doenca ¢
ndao amostra mantida em laboratdrio por anos em varias passagens
em meios artificiais. Esse dado também chama a atengio para o
potencial patogénico desta amostra e mostra a possibilidade de sua
participagdo no desencadeamento da doenga em rebanhos
portadores. A vacina trivalente induziu prote¢io homodloga contra
os sorovares 1 e 5 e prote¢do heterbioga contra o sorovar 6,
sugerindo que podera ser utilizada na suinocultura brasileira -
principalmente nas propriedades com mais de um sorovar.
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SUMMARY

In the present study the epidemiological aspects of the infection by
Haemophilus parasuis isolated from swine with or without clinical
symptoms from 204 herds with more than 50 sows using the
traditional management in the States of Minas Gerais, Sio Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana, Goias, Mato Grosso and
Bahia, were considered. The highest frequency of infection by .
parasuis was observed between July and September. Animals from
70 to 100 days old were more affected. Samples from lung, trachea
and nose were used for laboratory analysis. The frequency of H.
parasuis serovars were studied in the 321 samples isolated from the
204 herds. It was observed, for the first time in Brazil and South
America, the presence of all the 15 serovars, however the most
frequent were 1, 4, 5 and 12 which represented 47,4% of all
analyzed samples. In 59 (28,9%) of the herds there were more than
ono serovars with predominance of 1, 4. 9 and 12. A monovalent
bacterin of H. parasuis serovar 5 was produced and tested against
65 days old animals. This bacterin protect all 32 pigs challenged
against 4 ml of homologous bacteria containing 2.5x10° UFC/mL,
however 31 of the 32 non-vaccinated pigs died. A trivalent bacterin
containing 1, 4 e 5 serovars of H. parasuis was aiso produced and
evaluated against 3 groups (C., D and E) of 17 piglets in each one.
Fourteen piglets were vaccinated and the other 3 were left without
vaccination as controls. The 73 days old amimals of each group were
challenged with intratracheal 4 mL of 10° UFC/mI. of the 1, S or 6
serovars, respectively. All the 14 vaccinated animals of each group
survived to the challenge but all 3 non-vaccinated animals of each
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group died two days after the challenge showing typical injuries of
Glasser disease.

Key-words: Swine, Haemophilus parasuis, serovars, monovalent
bacterin, trivalent bacterin.
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