José Lucio dos Santos

EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA INFECCAO POR
HAEMOPHILUS PARASUIS

Tese apresentada a Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial
para a obtengdo do grau de Doutor em
Ciéncia Animal.

Area de concentragio.  Medicina
V'eterinaria Preventiva e Epidemiologia
Onentador: Prof. Rémulo Cerqueira
Leite

Belo Horzonte
UFMG - Escola de Vetennana
1997




$237e Santos, José Lucio dos, 1952 -

Epidemiologia e controle da
infecgdo por Haemophilus parasuis /

José Lucio dos Santos. - Belo
Honzonte: UFMG - Escola de
Veterinaria, 1997

139p. - il.

Tese (doutorado)

1. Suino - Doengas — Controle -
Teses. 2. Doenga por Haemophilus —
Epidemiologia — Teses. 3. Doenga por
Haemophilus — Vacina -~ Teses. 4.
Haemophilus — ldentificacio - Teses.
[. Titulo.

CDD - 636.408.969 2

‘e




3

Tese defendida e aprovada em 18 de julho de 1997, pela Comissao
Examinadora constituida por:

%upb{/b,w/
it Prof Ro;ﬁulo D;A]uelra Lel;é
Ortepfador

l/ =3 éu-é Ao Mu____

Prof®. Vera Lucia Viegas de Abreu

i tpaada b s i
Dra. Maria Aparecida V. P. Bnto

gw,\hmjz;\ Lf:»ui\.\

Dr. José Reinaldi Feitosa Brito

j/f%;kh/ Vereira Lage




A Maria pelo: amor, trabalho drduo,
companheirismo, amizade, ilusdes,
esperangas,  desilusoes, cobrangas,
alegria de viver uma vida que todo
dia recomegca como se fosse o0
primeiro dia da sua existéncia

Aos Meus pais, Manoel Pedro e
Maria do Carmo pelo exemplo de
vida,

Aos meus filhos Daniel, Victor e
Lucas a quem espero deixar o legado
de trabalho. honestidade e seriedade.




AGRADECIMENTOS
Ao Professor Rémulo Cerqueira Leite pela amizade, exemplo de
vida, dedicagdo, honestidade, trabalho, equilibrio, incentivo, por ter

me aceito como orientado.

A Professora Vera Licia Viegas Abreu pelo incentivo, ajuda e
sugestdes na elaboragdo deste trabalho.

A Dra. Maria Aparecida Brito pela ajuda e sugestdes na elaboragéo
deste trabalho.

Ao Professor Andrey pela ajuda, incentivo e sugestdes na
elaboracdo deste trabalho.

Ao Departamento de Veterinaria e a Universidade Federal de
Vigosa por permitir este treinamento.

A FINEP pelo financiamento do projeto de Pesquisa.
A CAPES pela ajuda financeira,

A Microvet e seus funcionarios pela colaboragdo em diversos testes
e pelas amostras cedidas.

A Agroceres pelos animais fornecidos para os experimentos.
A todas as granjas que facilitaram a coleta de material em sumnos.

Aos Colegas veterinarios por suas valiosas informagdes.




A Nadia pelo auxilio na corregio e elaboragio do texto final da tese




Capitulo 1
Capitulo 2

2.1
22
23
24
2.5

Capitulo 3

3.1
32
33
34
35

Capitulo 4

4.1

SUMARIO
LISTA DE TABELAS
RESUMO
INTRODUCAO

FREQUENCIA DE SOROVARES DE
HAEMOPHILUS PARASUIS NO BRASIL
INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS E DISCUSSAQO
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

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

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS E DISCUSSAO
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

PRODUCAO E AVALIACAO DE UMA
BACTERINA MONOVALENTE DE
HAEMOPHILUS PARASUIS
INTRODUCAO

Pag.
11

15
17
21

23
27
31
43
45

51

53
56
58
67
69




10

4.2 MATERIAL E METODOS 78

43 RESULTADOS E DISCUSSAO 82
4.4 CONCLUSOES ‘ 93
4.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 95

Capitulo5 PRODUCAO E AVALIACAO DE UMA 101
BACTERINA TRIVALENTE DE

HAEMOPHILUS PARASUIS

5.1 INTRODUGCAO 103
5.2 MATERIAL E METODOS 105
53 RESULTADOS E DISCUSSAO 109
5.4 CONCLUSOES , 121
55 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 123
Capitulo 6 DISCUSSAO GERAL 129

SUMMARY 135

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 137




Capitulo 2
TABELA |
TABELA 2
TABELA 3
TABEILA 4

TABELA S

TABELA 6
TABELA 7

TABELA S

Capitulo 3

TABELA !

TABELAZ

11

LISTA DE TABELAS

Freqiiéncia de sorovares de
Haemophilus. Parasuis no Brasil
Isolamento de H. parasuis por propriedade
e Estado de origem. Brasil, 1995-96
Frequéncia de sorovares de H. parasuis
isolados no Brasil. 1995-96

Distribui¢do dos sorovares de H. parasuis
nos Estados estudados. Brasil. 1995-96
Distnibuigdo dos sorovares de H. parasuis
segundo a faixa etania. Brasil. 1995-96
Distnibuigao dos sorovares de H. parasiis
segundo  os especimes clinicos onde
ocorreu o isolamento. Brasil. 1995-96
Freqiiéncia de sorovares de H. parasuis em
suinos sadios e doentes. Brasil. 1995-96
Distribui¢do de sorovares de H. parasuis
segundo 0s meses do ano. Brasil. 1995-96
Numerc de sorovares de H. parasuis
1solados por propriedade. Brasil. 1993-96

Aspectos epidemiolégicos da infeccao
por Haemophilus parasuis em granjas de
manejo convencionai no Brasil.
Isolamento de amostras de H. parasuis
segundo os Estados. Brasil. 1995-96
Distnibui¢do do 1selamento de H. parasuis
segundo as taixas etarias dos suinos. Brasil.
199305

'
“n

o0




TABELA 3
TABELA 4
TABELA 5

TABELA 6

Capitulo 4

TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

12

Isolamento de H. parasuis de acordo com
as estagbes do ano. Brasil, 1995-96
Isolamento de H. parasuis segundo o0s
meses do ano. Brasil, 1995-96

Isolamento de H. parasuis por espécimes
clinicos. Brasil, 1995-96

Agentes bacterianos isolados em suinos
simultaneamente com f. parasuis. Brasil,
1995-96

Producio e avaliacdo de uma bacterina
monovalente de Haemophilus parasuis
Concentragio bacteriana do inoculo, tempo
para a morte, lesdes € isolamento apos
passagens em série em suinos utilizados na
ativagdo da viruléncia do sorovar 5 de H.
parasuis.

Peso e ganho de peso diario dos suinos dos
grupos vacinados e ndo vacinados aos 21,
64, 118 e 144 dias de idade.

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

Suinos mortos e sobreviventes entre o0s
vacinados e nio vacinados inoculados com
H. parasuis sorovar 5

Numero de animais mortos e freqiéncia
acumulada em horas pos-inoculagdo de
suinos nao vacinados e inoculados com H.
parasuis sorovar 5.

Numero médio de colonias isoladas de
espécimes clinicos de suinos ndo vacinados,
mortos. apos desafio com H. parasuis
sorovar 3.

62

62

63

65

73

82

85

86

838

89

91




Capitulo 3

TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

13

Producdo e avaliagio de uma bacterina
trivalente de Haemophilus parasuis
Concentragio bacteriana dos inoculos,
tempo para a morte, apos Cinco passagens
em série, em suinos utilizados na ‘ativagio’
da viruléncia dos sorovares 1, 4 € 6 de H.
parasuis.

Agentes bacterianos isolados a partir de
secre¢des nasais aos 36, 56 e 73 dias de
idade, de suinos utilizados na avahagao da
bacterina trivalente de H. parasuis.

Peso médio dos suinos vacinados com
bacterina trivalente de H. parasuis ¢
desafiados com sorovares 1, S e 6.

Numero de suinos que apresentaram
reagdes a vacinagio com bacterina
tnvalente de H. parasuis.

Montalidade de suinos vacinados ou nédo
com bacterina trivalente e desafiados com
H. parasuis sorovares 1,5 e 6.

Numero meédio de colonias de H. parasuis
isoladas dos suinos nio vacinados e mortos
pelo desafio com sorovares 1, S e 6.

101

110

113

114

114

117

117




14




15

RESUMO

No presente trabalho foram estudados aspectos epidemiologicos da
infecgiio por Haemophilus parasuis isolados de animais com e sem
sintomatologia clinica de 204 suinoculturas, de manejo tradicional,
com mais de 50 matrizes, nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana, Goids, Mato Grosso e
Bahia. Nos meses de julho, agosto e setembro foi observada maior
freqiiéncia de infecgdes por H. parasuis. A faixa etaria mais atingida
foi a de 70 a 100 dias de idade. O pulmio, a traquéia e o focinho-
foram os espécimes clinicos de elei¢do para exames laboratoriais.
Estudou-se a freqiiéncia dos sorovares de H. parasuis em 321
amostras isoladas de 204 suinoculturas, observando pela primeira
vez no Brasil e na América Latina a presenga de todos os 15
sorovares, sendo os de niimero 1, 4, 5 ¢ 12 os mais freqientes,
representando 47,4% das amostras examinadas. Em 59 (28,9%)
suinoculturas havia mais de um sorovar, em algumas foram
detectadas seis ou sete sorovares, sendo mais freqiientes 1, 4, 9 e
12. Produziu-se e avaliou uma bacterina monovalente de H.
parasuis sorovar 5 que protegeu todos os 32 suinos de 65 dias de
idade contra o desafio homologo com quatro mL contendo 2.5 x
10° UFC/mL, enquanto 31 dos 32 n#o-vacinados morreram.
Produziu-se, ainda, uma bacterina trivalente com os sorovares 1. 4 e
5 de H. parasuis e avaliou a sua protegio em trés grupos (C, D e E)
de 17 leitdes cada, sendo 14 vacinados e trés que permaneceram
como controle nio-vacinado. Aos 73 dias de idade cada grupo foi
desafiado com quatro mL por via intratraqueal de 10° UFC/mL dos
sorovares 1, S e 6. respectivamente. Todos os 14 animais vacinados
de cada grupo resistiram ao desafio. enquanto os trés animais nao-
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vacinados de cada grupo morreram dois dias apos o desafio, com
lesGes tipicas da doenga de Glasser.

Palavras-chave: Suino, Haemophilus parasuis, sorovares, bacterina
monovalente, bacterina trivalente.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

A suinocultura tem apresentado ao longo dos ultimos anos um
desenvolvimento técnico muito grande, o que tem induzido
mudangas radicais nas técnicas de manejo, na nutrigao, na genetica e
na sanidade. Assim, a sanidade passa por uma verdadetra revolugdo
em termos de importancia das doencas, pois aquelas conhecidas e
classificadas como de maior gravidade e importincia economica
passaram rapidamente para doengas em fase de controle ou até
mesmo de erradicagio, como a peste suina classica, doenga de
Aujeszky, brucelose, tuberculose suina, pneumonia enzootica,
leptospirose e rinite atrofica dentre outras. Isto se deve a novas
técnicas de manejo, como o desmame precoce segregado, a
produgio em trés ou multiplos sitios, as vacinas novas e mais
eficientes e racdes que permitem o desmame com até cinco dias de
idade. Estas melhorias vém ocorrendo, principalmente, nas
suinoculturas americana e européia, a partir de 1989. As facilidades
de comunicagdo e transporte existentes propiciaram aos técnicos e
criadores brasileiros o acesso a estas informagdes e a adogdo destas
medidas em nossa suinocultura. Por outro lado, este conjunto de
técnicas novas tem também desvantagens, pois 0s animais
submetidos ao desmame precoce segregado e criados em sitios
multiplos, portanto de alto padrdo sanitario, possuem baixo nivel de
imunidade e. conseqgiientemente, sio altamente sensiveis a agentes
até entio considerados de baixa ou nenhuma patogenicidade. como
Haemophilus parasuis, agente causador da doenca de Glasser. f.
parasuis ¢ um dos poucos agentes que nio sdo eliminados pela
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técnica de desmame segregado, o que, sem duvida, aumenta a sua
importéncia nestas produgdes.

Em plantéis de baixo padrdo sanitario, nos ultimos anos, com o uso
conjunto de medicagio estratégica e vacinas contra rinite atrofica
progressiva, pneumnonia micoplasmica e pleuropneumonia suina,
obteve-se o controle das principais doengas de importancia
econdmica. Agentes infecciosos considerados de baixa
patogenicidade, como o H. parasuis, assumiram lugar de destaque
entre os causadores de doengas consideradas como importantes na
suinocultura atual. Recentes surtos na Europa e América do Norte
confirmam e destacam H. parasuis como um patogeno de
importéncia econdmica emergente na suinocultura mundial.

H. parasuis é frequentemente isolado da cavidade nasal e do
pulmio de suinos doentes e também daqueles aparentemente
saudaveis, mas a prevaléncia pode ser subestimada pela dificuldade
da técnica de isolamento. S#o conhecidos 15 sorovares de H.
parasuis, e a vacinagio € considerada um método eficiente no
controle do sorovar homologo.

Como a tecnologia de producdo de suinos adotada em parte dos
plantéis brasileiros € semelhante aquela utilizada nos paises de
suinocultura mais desenvolvida, os problemas também passam a ser
semelhantes. Deste modo, a doenga de Glasser apresenta-se de
forma crescente no Brasil, e surtos graves em granjas onde se
suspeita do envolvimento deste agente tém sido relatados por
técnicos em nivel de campo. Entretanto, os poucos estudos
realizados sobre este agente no Brasil sdo limitados e ndo abordam a
prevaléncia do agente, os sorovares mais freqiientes € as medidas de
controle. O Pais ndo dispde de vacinas e nada se sabe sobre a
eficiéncia destas na protegdo homologa e heterdloga. Enfim, a
suinocultura brasileira nio esta preparada para conviver com o H.
parasuis e a doenga de Glasser.
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Os objetivos do presente estudo foram:

a) Estudar alguns aspectos da epidemiologia da infec¢do pelo H.
parasuis.

b) Determinar a freqiiéncia dos diversos sorovares de H. parasuis
presentes na suinocultura brasileira.

¢) Produzir e avaliar bacterinas mono e trivalente para o controle da
doenga de Glasser
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CAPITULO 2

FREQUENCIA DE HAEMOPHILUS PARASUIS NO BRASIL
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FREQUENCIA DE SOROVARES DE HAEMOPHILUS
PARASUIS NO BRASIL

2.1 INTRODUCAO

A polisserosite e artrite causadas por Haemophilus parasuis
caracterizam uma sindrome denominada doenga de Glasser. Trata-
se de uma doenca infecto-contagiosa, cujas lesdes primarias
caracterizam-se por artrite, peritonite, pleurite, pericardite fibrinosa
e meningite. A doenga tem sido considerada esporadica e associada
ao estresse em animais jovens, principalmente de creche (Nicolet,
1992). Entretanto, com o desenvolvimento de técnicas para criagdes
de rebanhos livres de patogenos especificos (SPF) (Barber et al.,
1955; Whittlestone & Betts, 1955), ou rebanhos de “doenga
minima”~ (Alexander et al.,, 1980), ou, mais recentemente, com 0
sistema de desmama precoce e a criagdo em dois ou trés sitios
diferentes (Harris, 1988) e a desmama precoce segregada (Connor,
1990; Dritz et al., 1996), estes rebanhos passam a representar
populagdes com imunidade baixa ou ausente. Com a melhoria do
controle das doengas respiratorias, como pneumonia enzootica,
pleuropneumonia suina e rinite atréfica progressiva pelo uso de
vacinas novas ou melhoradas (Dayalu & Ross, 1990; van den Bosch
et al. 1990; Nielsen, et al, 1990), associadas a esquemas
medicamentosos estratégicos, houve forte redugdo no numero dos
agentes bacterianos patogénicos que colonizam o trato respiratorio
dos suinos, diminuindo a competigdo com outros agentes. Em
conseqiiéncia. H. parasuis e outras bactérias de pouca importéncia
nas patologias respiratorias aumentaram suas participagdes na flora
do trato respiratorio. Com a introdugdo na granja de suinos de
reposigio portadores de H. parasuis, ou com a mistura de animais
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de diversas origens pode ocorrer a exposigio de animais com
imunidade baixa ou ausente para este agente infecioso. Nesta
situaco, as infecgdes causadas por H. parasuis tém apresentado
comportamento caracterizado por surtos epidémicos com altas
morbidade e mortalidade, atingindo todas as idades, e na auséncia
de fatores estressantes (Nielsen & Danielsen, 1975; Nielsen, 1980,
Madsen, 1984; Miniats et al., 1986, Smart et al., 1993, Budde &
Olson, 1995).

A sorotipagem das amostras de H. parasuis assumiu posigdo de
destaque a partir dos trabathos de Morozumi & Nicolet (1986) e
Nicolet et al. (1986). Estes autores, por meio da imunodifusao
dupla em agar gel com antigeno polissacaride termo estavel,
associado a capsula ou membrana externa, classificaram sete
sorovares, nomeados de 1 a 7. Esta técnica foi adotada como
padrio para as classificagdes de H. parasuis. A classificagdo
soroldgica de H. parasuis iniciou-se com Bakos (1952), que
descreveu os sorovares de A a D, baseando em testes de
precipitagio conduzidos em 120 amostras de H. parasuis. Schimmel
et al. (1985), usando o teste de aglutinag@o, classificaram trés novos
sorovares ao estudarem 115 amostras. Smart et al. (1988)
analisaram o ‘fingerprinting’ do DNA usando restricio de
endonuclease em 69 amostras de H. parasuis e estabeleceram o
perfil de 13 padrdes distintos, que ndo se relacionaram com o0s
sorotipos definidos por imunodifusio. Kielstein et al. (1991)
examinaram por imunodifusio 158 amostras de H. parasuis isoladas
em 17 propriedades da Alemanha Oriental e reportaram a existéncia
de sete novos sorovares. designados de Jena 6 a Jena 12, sendo os
sorovares 5, 4 e 2 foram os mais freqientes. Ao examinarem por
imunodifusio em agar gel 243 amostras isoladas na Ameérica do
Norte, Australia e Brasil, Rapp-Gabrielson & Gabrielson (1992)
relataram a existéncia de cinco novos sorovares, que foram
designados de ND1 a NDS5 e uma prevaléncia dos sorovares 4. 3, 13
e 14. Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992) compararam os diversos
sorovares identificados e descritos por Bakos (1955), Schimmel et




25

al. (1985), Morozumi & Nicolet (1986), Kielstein et al. (1991} e
Rapp-Gabrielson e Gabrielson (1992) e propuseram a classificagao
de 1 a 15 para os sorovares de H. parasuis. Observaram ainda que
os sorovares 4 e¢ 5 foram os mais prevalentes nas 290 amostras
isoladas em 20 propriedades da Alemanha Oriental. Recentemente
Blackall et al. (1996) observaram em 31 amostras de H. parasuis
isoladas na Australia maior ocorréncia dos sorovares 5 e 13, seguida
por amostras ndo-sorotipaveis.

Tem sido relatada, em diversos trabalhos, uma associagio entre
viruléncia e sorovar de H. parasuis. Assim, Rapp-Gabrielson et al.
(1992) observaram que em Covea porcelus os sorovares 1 e 5
foram mais invasivos, causando doeng¢a ou morte em altas doses de
desafio e septicemia persistente em baixas doses, quando
comparados aos sorovares 2 € 6, que produziram broncopneumonia
e morte em alguns animais, e aos sorovares 3, 4 e 7, que produziam
sinais clinicos transitorios € a minima evidéncia de infecgdo a
necropsia. Rosner et al. (1991) observaram que os sorovares 1, 5,
10 e 12 foram de alta viruléncia para suinos SPF, os 2 e 4 de média
viruléncia € os demais de baixa viruléncia. Kielstein & Rapp-
Gabrielson (1992) determinaram a viruléncia dos sorovares de H.
parasuis em suinos SPF e observaram que os sorovares 1, 5, 10, 12,
13 e 14 foram os mais virulentos, e os de média viruléncia foram os
sorovares 2, 4 ¢ 15. O sorovar 8 apresentou baixa viruléncia, e os
sorovares 3, 6, 7, 9 e 11 foram n#o-virulentos. Nielsen (1993)
estudou a viruléncia dos sorovares 1 a 7 pela inoculagdo intranasal
em suinos SPF e observou que somente os sorovares | e 5
produziram lesdes tipicas da doenga de Glasser

O segmento tecnificado da suinocultura brasileira encontra-se em
uma situagdo peculiar em relagdo ao H. parasuis. Devido as
dificuldades relacionadas a seu isolamento (Nicolet, 1992) e de
poucos laboratérios estarem aptos ao seu manuseio, existem poucos
relatos sobre H. parasuis e doenga de Glasser nas publicagdes
brasileiras. Sobestiansky et al. (1988) alertaram sobre o
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desconhecimento da doenga no Brasil e descreveram um surto em
propriedade com 15 porcas. Alvares (1991) realizou um estudo de
reproduciio experimental da doenga de Glasser em leitdes oriundos
de rebanho formado a partir da desmama precoce. Brito et al.
(1994) isolaram 17 amostras de H. parasuis, sendo 10 de animais
doentes, cinco classificadas como pertencentes aos sorovares 2, 4,
7, 13 e uma ndo-tipavel. Barbosa (1996) relatou, recentemente, o
isolamento de 197 (22,1%) amostras de H. parasuis em 890 exames
laboratoriais positivos para a presenga de patogenos bacterianos
respiratorios de suinos, de granjas tecnificadas do Estado de Minas
Gerais, mas ndo submeteu estas amostras a classificagdo sorologica.

A suinocultura brasileira esta se modernizando rapidamente e
adotando praticas de manejo semelhantes as modernas cnagdes da
Europa e América do Norte. Neste quadro espera-se que o0s
problemas sejam semelhantes, e dentro desta oOtica, a doenga de
Glasser pode vir a constituir uma ameaga as nossas produgdes. H.
parasuis esta presente na suinocultura brasileira, mas pouco se sabe
sobre a sua participagdo nas patologias suinas e, em especial, sobre
a frequéncia dos diversos sorovares.

O objetivo do presente trabalho foi classificar sorologicamente as
amostras isoladas de H. parasuis e determinar a frequéncia dos
diversos sorovares de H. parasuis na suinocultura do Brasil.
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2.2 MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras

As amostras foram coletados em granjas comerciais, de ciclo
completo, com mais de SO matrizes, com manejo convencional e
sistema ‘todos dentro, todos fora’, nas fases de maternidade e
creche, das principais regides produtoras de suinos nos Estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Foi
também utilizado material de demanda de diagndstico da doenca de
Glasser dos estados ja mencionados e de Goias, Parana, Bahia e
Mato Grosso durante os anos de 1995 e 1996. Os materiais foram
processados no Laboratorio do Setor de Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Federal de Vigosa e no Laboratono
Microvet', que cedeu as amostras isoladas para este trabalho.
Animais com idade entre um e 180 dias apresentando
sintomatologia de doenga respiratoria e encefalite, compativeis com
a Doenca de Glasser, foram sacrificados na propria gramja e
coletados espécimes clinicos do pulméo, focinho, cérebro e da
traquéia. Estes materiais foram acondicionados em sacos plasticos e
transportados ao laboratorio, sob refrigeragdo, em até 24h. Nas
granjas onde nio se observou a presenga de animais doentes foram
coletadas dez zaragatoas nasais de suinos entre 60 e 100 dias de
idade, em diferentes baias (Smart et. al., 1989).

Para estudar a freqiéncia dos sorovares de f. parasuis na
suinocultura brasileira estimou-se, com base em experiéncias de
campo, que 50% das granjas eram positivas para H. parasuis e

! Microvet Microbiologia Veterinaria Especial Ltda, Vigosa - MG, Brasil
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definiu o universo a ser estudado em 1.000 granjas positivas. Silva
(1997) registrou a existéncia, em Minas Gerais, de 402 granjas com
mais de 50 matrizes e 201 com mais de 100 matrizes. Foi calculada
uma amostra para uma freqiiéncia esperada de 2%, com um nivel de
confianca de 95% para qualquer um dos 15 sorovares de referéncia
serem identificados em uma propriedade, independentemente da
presenca de qualquer outro sorovar na mesma propriedade. Foi
utilizada a formula (Martin, et al., 1988) a seguir:
n=[1-(Q-a)""][N- (D - 1)/2].

Os valores aplicados na férmula foram:

N = 1.000 granjas,

D = 20 granjas (numero minimo de positivos para um sorovar
especifico); e

a = nivel de confianga = 95%.

Foi utilizado o valor de 20 granjas para D, devido a frequéncia
minima esperada de 2% por sorovar. O valor calculado foi de 138
granjas a serem amostradas. Em razio da pouca informagao sobre o
assunto, adotou-se uma postura conservadora no calculo da
amostra, havendo um acréscimo em torno de 50% no valor
calculado (1=204).

Foram coletadas 210 amostras em 115 propriedades nos diversos
estados estudados. As 111 amostras de demanda tiveram origem em
89 propriedades, das quais 29, de 26 propriedades, constituiram a
demanda do Laboratorio de Medicina Preventiva da Universidade
Federal de Vigosa. As outras 82 amostras de demanda de 63
propriedades foram cedidas pelo Laboratorio Microvet.

Para o isolamento ¢ a identificagio do H. parasuis foram
considerados os aspectos de morfologia, coloragio pelo método de
Gram, hemolise em agar sangue base’ de carneiro, teste de
satelitismo ao Staphylococcus aureus, teste de CAMP e utilizagio
da arabinose, glicose, lactose, manitol e rafinose (Meller & Kihan,

2 Difco Laboratories. Detroit - M. EUA
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1990 e Gutierrez et al., 1993). Apos o isolamento, todas as
amostras foram liofilizadas até, no méaximo, a terceira passagem ‘in
Vitro’'.

Amostras de Referéncia

Para a produgio do anti-soro foram utilizadas as amostras de
referéncia dos sorovares 1 (n° 4), 2 (SW 410), 3 (SW 411), 4 (SW
124), 5 (Nagasaki), 6 (H 425), 7 (H 643), 8 (C 5), 9 (D 74), 10 (H
555), 11 (H 465), 12 (H 425), 13 (84.17975), 14 (84. 22113) e 15
(H 790) de H. parasuis recebidas do pesquisador P. Kielstein
(Research Institute for Bacterial Animal Diseases- Jena- Germany) e
citado por Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992).

Produgio do anti-soro
Produgio do Indculo

Os sorovares de referéncia foram inoculados em agar PPLO’ S
(suplementado com 5% de soro de coelho, 0,004% de NAD® - B
nicotinamida adenina dinucleotideo) e incubados por 16h, a 37°C,
em jarra com ambiente de 5% de CO,, conseguido com a chama de
vela. O crescimento bacteriano foi coletado em solugdo salina
tamponada (PBS), pH 7,2, e centrifugado a 8.000 x g por 20min, a
4°C. O sedimento foi lavado uma vez e suspenso em PBS pH 7.2
contendo 0,3% de formalina. A concentragdo final foi padronizada
em 10'° UFC/mL pela comparagdo visual com o tubo 10 da escala
de MacFarland.

Trés tipos de antigenos foram preparados para inoculagao em
coelho. O primeiro foi na proporgao de 8:2 com adjuvante oleoso, o
segundo consistiu do antigeno morto (0,3% de formalina) e o
terceiro, antigeno vivo.

* Sigma Chemical Company. St. Louis - MO, EUA
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Inoculagéo em Coelhos

Os coelhos foram inoculados por via intramuscular, no membro
posterior, com o antigeno com adjuvante oleoso, segundo o
seguinte esquema: dia zero, 2,0 mL; dia 14, 1,0 mL e dia 27, 2,0
mL. Em seguida, os coelhos foram submetidos a uma série de seis
inoculagdes intravenosas de 0,5 mL, com intervalas de quatro dias,
sendo as trés primeiras com antigeno morto e as trés ultimas com
antigeno vivo, ambos padronizados em 10" UFC/mL. Dez dias
apos a ultima inoculagdo, foi coletada uma amostra de soro para
determinagdo, por imunodifusdo dupla, do titulo de anticorpos por
sorovar, que, em todos os casos, foi =1:32. Quatorze dias apos a
altima inoculagdo, os coelhos foram sangrados, e o soro estocado a
-20°C até o momento do uso

Sorologia

Para a produgd@o do antigeno, as 321 amostras isoladas de campo
foram cultivadas separadamente em agar PPLO S por 16h, a 37°C,
em jarra com ambientes de 5% de CO. A massa bacteriana foi
coletada em salina e autoclavada por 2h, a 121°C. A classificacio
sorologica das amostras foi realizada por meio do teste de
imunodifusdo dupla em agar gel (IDAG), segundo metodologia
utilizada por Morozumi & Nicolet (1986).

Apo6s a classificagdo sorologica, analisou-se a freqiiéncia dos
sorovares em relagdo ao estado de origem, a faixa etaria, espécime e
estado clinico, o més e as propriedades com mais de um sorovar.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos isolamentos de H. parasuis e o nimero de
propriedades estudadas por Estados sdo apresentados na Tabela 1.
O maior nimero de amostras de Minas Gerais deve-se ao fato de
estar estabelecida no Estado uma suinocultura caracterizada por
uma atividade empresarial autdénoma, em que os resultados
econdmicos sdo perseguidos com tenacidade e todos os fatores que
podem interferir na produtividade sio estudados, visando uma
solugio e manter a competitividade com outras regides produtoras
de suinos do Pais.

Tabela 1. Isolamento de H. parasuis por propriedade e estado de
origem. Brasil. 1995-96.

Estados Propriedades Isolamentos
Numero % Numero %o
BA 1 0,5 1 0,3
ES 14 6,9 17 53
GO 3 1,5 8 2.5
MG 129 63,2 211 65,7
MT 1 0,5 1 0,3
PR 8 3,9 11 3.5
RJ 12 59 17 53
Sp 36 17,6 55 17,1
Total 204 100,0 321 100,0

A freqiiéncia dos sorovares de H. parasuis no Brasil, obtida por
meio de classificagio sorologica pela IDAG, consta na Tabela 2.
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Tabela 2. Freqiiéncia de sorovares de H. parasuis isolados no
Brasil, 1995-96.

Sorovares Isolamento(s)
Numero(s) Freqiiéncia

1 45 14,0
2 11 3,4
3 9 2,8
4 39 12,2
5 32 10,0
6 12 3.7
7 23 7.2
8 8 2,5
9 20 6,2
10 24 7.5
11 16 5,0
12 36 11,2
13 6 1,9
14 9 2,8
15 3 0,9

NS* 28 8,7

Total 321 100,0

* NS = ndo sorotipavel

As maiores freqiiéncias foram verificadas para os sorovares 1, 4, S e
12, representando 47,4% do total das amostras analisadas. A maior
participacdo do sorovar 1 pode ter origem em possivel disseminagio
a partir de animais de reposigdo, portadores do sorovar especifico.
Em geral, as propriedades possuiam suinoculturas tecnificadas que
se caracterizaram por aquisicio de animais diretamente das
empresas de melhoramento genético de suinos, ndo havendo compra
ou troca de animais entre os produtores comerciais. Estas granjas,
de ciclo completo, mantinham bom programa de biosseguranga e
eram assistidas por veterinarios. Kielstein et al. (1991) observaram
em 150 amostras de H. parasuis, oriundas de 17 propriedades da
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Alemanha Oriental, maior freqiiéncia dos sorovares 2, 4 e 5
contrastando com os presentes resuitados, que tiveram origem em
204 propriedades. Kielstein e Rapp-Gabrielson (1992) observaram
os sorovares 5 (23,8%), 4 (17,2%) e 2 (5,5%) como os mais
prevalentes em 290 amostras de H. parasuis de 20 propriedades na
Alemanha Oriental. A prevaléncia em Canada e EUA observada em
108 e 120 amostras, respectivamente, por Rapp-Gabrelson &
Gabrielson (1992) apresentou ¢ sorovar 5 como o mais prevalente,
com 35,2% e 12,5% para cada pais. As outras prevaléncia dos
sorovares observados por Rapp-Gabrielson & Gabrielson (1992)
foram 12,5% para o sorovar 14, 10,8% para o sorovar 2 ¢ 10,8%
para o sorovar 12, nos EUA, e no Canada 5,6%, 4,6% ¢ 2,8 para
cada sorovar, respectivamente. Vinte e oito amostras nio
sorotipadas isoladas no presente estudo representaram 8,7% do
total, que é um resultado menor do que aqueles obtidos por
Kieistein et al. (1991), Rapp-Gabrielson & Gabrielson (1992) e
Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992) que foram, respectivamente,
27.1%, 15.2% e 26,2%. O percentual acima de amostras nio
sorotipadas deve-se, possivelmente, as poucas passagens ‘in vitro’ e
ao alto percentual (90,7%) de amostras obtidas de animais doentes
(Tab. 6).

Os sorovares 1, 5, 10 e 12, considerados virulentos (Kielstein &
Rapp-Gabrielson, 1992), foram observados em 137 (42,7%)
amostras, o sorovar 4, de média viruléncia, em 39 (12,2%), e os de
sorovares 7 e 9, avirulentos, em 43 (13,4%). E importante chamar a
atencdo para a participagdo expressiva dos sorovares 1 e 10, com 69
(21,5%) amostras, o que ndo foi relatado por Rapp-Gabrielson &
Gabrielson (1992) e Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992). A baixa
prevaléncia dos sorovares 13 e 14 foi observada também por
Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992), mas Blackall et al. (1996)
observaram em 31 amostras de H. parasuis sorotipadas na Australia
que o sorovar 5 com sete (22,8%), foi o mais freqiiente, seguido do
sorovar 13, em seis (19,3%) amostras. A presenga do sorovar & em
2,5% das amostras examinadas demonstra a particularidade da
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distribuicdo nas amostras estudadas no Brasil. A distribuigio dos
sorovares de H. parasuis segundo os estados consta na Tabela 3.
Como pode ser observado nos resultados, em Minas Gerais
detectou-se a presenga de todos os 15 sorovares de H. parasuis,
enquanto em Sdo Paulo verificou todos os sorovares, exceto 3, 8 e
14, em uma amostragem realizada em 36 propriedades, com ©
isolamento de 55 amostras. Os sorovares 3 e 8 sdo considerados de
baixa viruléncia (Kielstein & Rapp-Gabrielsen, 1992} e,
possivelmente, por ndo causar doenga clinica, os animais portadores
ndo foram selecionados na amostragem.
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Tabela 3. Distribuicio dos sorovares de H. parasuis nos estados
estudados. Brasil, 1995-96

Estados
Sorovares BA ES GO MG MT PR RJ SP Total

1 3 2 28 1 3 8 45
2 7 2 2 11
3 3 1 9

4 4 3 20 3 2 7 39
5 1 2 20 1 1 7 32
6 1 1 6 1 3 12
7 13 1 7 23
8 5 1 2 8
9 1 17 2 20
10 1 15 2 6 24
11 14 1 1 16
12 4 21 1 3 7 36
13 5 1 6

i4 9 9

15 1 1 2 4

NS 22 1 2 2 27

Total 1 17 8 211 1 11 17 55 321

Nos Estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana, Goias e até
mesmo Sio Paulo, a suinocultura possui algumas peculiaridades de
manejo ¢ comercializagdo, incluindo-se a compra de reprodutores
em diversas granjas e um sistema de produgio em que produz
leitdes em um sitio e termina o ciclo em outros sitios, o que leva,
muitas vezes, a mistura de animais de fontes diferentes, facilitando a
difusio dos varios sorovares de H. parasuis. Este sistema de
produgdo nido esta implantado em Minas Gerais, onde as granjas sdo
fechadas, de ciclo completo e a maioria com introdugio de animais
de reposi¢io de origem unica. A analise da distribuicio dos
sorovares nos estados estudados (Tab. 3), exceto Minas Gerais,
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indica a presenga de todos os sorovares, com excegdo do 14, apesar
do pequeno numero de amostras estudadas. Estes resultados
reforgam a hipotese de que todos os sorovares estejam presentes na
suinocultura de todos os estados brasileiros.

A Tabela 4 mostra a distribuigo dos sorovares de H. parasuis de
acordo com a faixa etdria dos animais. A participagdo do sorovar 5
ocorre principalmente entre 60 e 100, dias o que € observado
também para os sorovares 4, 7, 11 e 12. Os sorovares considerados
de baixa patogenicidade tém uma distribuigio mais uniforme
durante a vida do suino. Como pode ser observado, o sorovar 1
teve uma distribuicdio bastante equilibrada nas diversas faixas
etarias. A maior participa¢do do sorovar 5 na faixa de 60 a 100 dias
de idade pode-se relacionar a ocorréncia de doenga, pois este
sorovar € constderado o mais patogénico para suinos e o principal
no desencadeamento do quadro de doenga de Glasser
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Esta doenga apresenta lesdes macroscopicas graves e € facilmente
reconhecida por técnicos e proprietarios, 0 que leva ao
encaminhamento de material para diagnostico em laboratdrio e,
como parte das amostras analisadas foi de material de demanda,
justificando em parte os resultados. A distribuigdo dos sorovares de
H. parasuis, segundo os espécimes clinicos onde ocorreu o
isolamento, ¢ apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuigio dos sorovares de H. parasuis segundo os
espécimes clinicos em que ocorreu o isolamento. Brasil, 1995-96

Sorovares Cérebro Focinho Pulmdo Traquéia
1 5 15 17 8
2 1 3 4 3
3 4 3 2
4 3 9 20 7
5 9 13 10
6 3 7 2
7 2 7 11 3
8 2 5 i
9 2 6 8 4
i0 1 12 4 7
11 7 7 2
12 2 6 17 11
13 4 2
14 1 3 5
15 1 1 1
NS 2 2 19 5
Total 21 96 138 66

O sorovar 5 ndo foi isolado dos cérebros estudados. Os sorovares 1
e 4 foram os mais freqientemente isolados dos cérebros. No
focinho, os sorovares mais frequentes foram 1, 4, 5 e 10. Na
traquéia os sorovares, 1, 4, 5, 10 e 12 foram os mais freqientes. No
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pulméo foram isolados mais freqlientemente os sorovares 1, 4, S5e
12. O sorovar 8 nio foi isolado do pulm@o dos suinos, mas foi
detectado na traquéia, no cérebro, focinho e na secrecio nasal. Na
traquéia nio foram isolados os sorovares 13 e 14, estes resultados
foram semelhantes aos encontrados para isolamento a partir do
pulmio, com excegdo do sorovar 10, que foi mais freqiiente na
traquéia do que no pulmio. Dos 96 isolamentos do focinho, 14
foram a partir de secregdes nasais. As zaragatoas nasais nao
constituiram um bom sistema para coleta e transporte ao laboratério
quando se comparou com o focinho propriamente dito nas
condigbes em que foi conduzido o presente trabalho. Segundo
Morozumi & Hiramune (1982), H. parasuis permanece viavel em
salina a 25°C por pouco tempo (4h) e no maximo 8h a 5°C. Nem
sempre foi possivel cumprir o cronograma de até 24h entre a coleta
e a chegada ao laboratério. No focinho a presenga de nutrientes e
umidade adequada, possivelmente, foram os fatores que permitiram
maior numero de isolamentos. A zaragatoa nasal deve ser
profundamente introduzida no focinho do suino para se obter uma
amostra adequada para o isolamento.

A freqiiéncia de sorovares de H. parasuis em animais
aparentemente sadios e doentes consta na Tabela 6. E importante
observar que mesmo nos animais aparentemente sadios a presenga
de sorovares considerados virulentos, como 1, 5e 12, e os de média
viruléncia, como o 4, foi elevada, indicando o estagio de portador
sadio. Nos animais doentes ndo foi observada a presenga do sorovar
11. Os sorovares mais isolados nos animais doentes foram os de
numero 1, 4, 5 e 12, seguidos pelas 26 amostras ndo-sorotipadas.
Estes resultados indicam que amostras ndo sorotipadas tém
potencial patogénico para suinos.

A Tabela 7 apresenta a distribui¢@o dos sorovares de H. parasuis,
segundo os meses do ano. De modo geral, os sorovares
apresentaram distribui¢do ao longo dos meses estudados no ano,
com tendéncia a se concentrarem nos meses de julho, agosto e
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setembro. Estes meses sdo aqueles em que ocorre elevada amplitude
térmica diana, propiciando, assim, manifestagdes de infecgio com
H. parasuis.

Tabela 6. Freqiiéncia de sorovares de H. parasuis em suinos sadios
¢ doentes. Brasil, 1995-96

Doentes Sadios
Sorovares N° % N° %%
1 42 14,5 3 10
2 10 3.4 1 3.3
3 8 2.8 1 3,3
4 35 12,0 4 13,4
5 30 10,3 2 6,7
6 10 3.4 2 6.7
7 20 6.9 3 10
8 7 2.4 1 33
9 19 6.5 1 3.3
10 23 7.9 1 33
11 16 5,5
12 32 11,0 4 13,3
13 4 14 2 6,7
14 7 2.4 2 6,7
15 2 0,7 1 33
NS 26 8.9 2 6,7
Total 291 100 30 100.0
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Tabela 7. Distribuicio de sorovares de H. parasuis segundo 0$
meses do ano. Brasil, 1995-96

Meses

Sorovares J] F M A M J J A § O N D Total
1 2 4 2 2 5 7 2 17 1 7 2 45

2 1 2 1 1 2 1 1 2 1N
3 H 1 4 | 1 i 9
4 1 2 6 4 3 3 6 3 2 4 3 39
5 2 3 5 4 3 4 2 1 1 2 32
6 1 1 1 1 2 2 2 2 12
7 1 1 5 1 2 2 4 3 2 2 23
8 1 2 2 2 1 8
9 21 3 3 1 2 1 1 1 4 1 20
i0 2 1 1 1 3 3 5 5 3 24
11 1 1 1 1 2 1 3 4 1 1 16
12 5 4 1 1 6 3 4 3 4 1 4 36
13 2 1 1 2 6
14 11 1 2 2 2 9
15 1 I 1 3
NS 2 1 2 4 2 5 4 2 5 1 28
Total 18 19 23 25 32 28 35 33 34 14 34 26 321

Foram incluidas nos resultados as amostras de demanda que
chegaram ao Laboratério para diagnostico. O nimero de sorovares
por propriedade consta na tabela 8.
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Tabela 8. Numero de sorovares de H. parasuis 1solados por
propriedades. Brasil, 1995-96

N° de sorovares por propriedade
1 2 3 4 5 6 7 Total

Numero 145 28 18 6 3 2 2 204
%o 71,1 13,7 88 29 1,5 1,0 1,0 1000

Em 59 (28,9%) das 204 propriedades estudadas foi detectado mais
de um sorovar de H parasuis, destas, 28 (13,7%) estavam
infectadas com dois e 18 (8,8%) com trés sorovares. Destacam-se
propriedades em que foram constatados simultaneamente seis ou
sete sorovares diferentes. Esta situacio devera ser levada em
consideragdo nos programas de controle da doenga em uma
suinocultura, especialmente quando uma das estratégias for a
vacinagio.
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2.4 CONCLUSOES

Relata-se pela primeira vez na América Latina, e em especial, na
regidio Sudeste do Brasil a presenga de todos os sorovares de
Haemophilus parasuis. Os sorovares mais freqientes foram os de
namero 1, 4, 5§ e 12, representando 47,4% do total de isolamentos.
Destes, o 4 ¢ considerado de média viruléncia e os demais sdo
considerados de alta viruléncia para suinos. O aparecimento da
doenga concentrou-se nos meses de julho, agosto e setembro,
atingindo, principalmente, animais entre 70 ¢ 100 dias de idade, isto
¢, na fase de recria. Quando se for estabelecer um controle da
doenca devera levar em consideragdo que a propriedade pode ter
mais de um sorovar de H. parasuis.
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