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RESUMO

Quarenta e cinco isolados de¢. parasuis trinta e um desses previamente sorotipados,
provenientes de 14 rebanhos suinos brasileirosnfgenotipados pela técnica de ERIC-PCR.
Os perfis genbmicos foram analisados e dendrogrdiovasn construidos para comparar
amostras de mesmo sorotipo, rebanho de origem @al e isolamento e para avaliar a
variabilidade genética dentro dessas categoriaste\@ dois gendétipos distintos (I — XXII)
foram identificados com um indice de diversidaddd®,93. Amostras ndo sorotipaveis (NT)
foram as mais prevalentes (56,25%) e apresentatEmdieversidade genética, com treze
gendtipos distintos. Amostras NT também apresamtaita variabilidade genética dentro de
rebanhos, sendo observados dois (rebanho M) e(sdanho F) isolados NT diferentes,
provenientes de um mesmo rebanho. O rebanho F,1doisolados avaliados, teve os perfis
genéticos mais diversos, com oito amostras difeser@inqlienta e sete por cento dos rebanhos
foram afetados por dois ou mais gendtipos. A diglade genética entre as amostras estudadas
foi ampla, independente do local de isolamento,qige isolados do trato respiratério
apresentaram 21 dos 22 genétipos detectados, eisaansostras isoladas de locais sistémicos
apresentaram quatro genétipos distintos. As ansdeayendtipo |l foram isoladas somente do
trato respiratorio superior. O fato de terem sgidadas do trato respiratorio superior indica que
podem ser de baixa viruléncia. Em locais fora dtesia respiratorio, tais como pericardio,
pleura e cérebro, foram isolados os sorotipos 3 .e®¢ perfis de ERIC-PCR para isolados de
H. parasuis foram altamente heterogéneos, mas os genotip@snfarteis para definir a
variabilidade de amostras dentro e entre rebanhos.

Palavras-chaves: suirldaemophilus parasujgienotipagem, ERIC-PCR

ABSTRACT

Forty-five H. parasuis isolates, thirty-one prevébu serotyped, recovered from 14 Brazilian
swine herds, were genotyped by ERIC-PCR. Genongerfirints were analyzed and clusters
were constructed to compare isolates from the ssenetype, herd or site of isolation, and to
value the genetic variability within categorieswénty-two distinct genotypes (I — XXII) were
identified with a diversity index of D=93. Non-tygta strains (NT) were the most prevalent
(56,25%) and had high genetic diversity, with tém distinct genotypes. NT strains also had
high genetic variability within herds, with two fdeM) and six (herd F) different strains from a
single herd. Herd F, from which 11 isolates weraleated, had the most diverse genotypes,
with eight different strains. Fifty percent of therds were affected by two or more genotypes.
The genetic diversity among studied isolates wassiderable, despite of isolation sites.
Isolates from respiratory tract had 21 from 22 d¢éel genotypes, and six isolated strains from
systemic sites had four distinct genotypes. Geeelly isolates were obtained from upper
respiratory tract only, which suggested that thesains might be classified as non-virulent.
Isolates obtained from systemic sites, such petice, pleura and brain, were serovar 5 or
NT. ERIC-PCR patterns for H. parasuis isolates weighly heterogeneous, but fingerprints
were useful to define strain variability within aachong herds.

Key words: swine, Haemophilus parasuis, genotyping, ERIC-PCR



1. Introducéo

O controle de doencas infecciosas, como a
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Polymerase Chain Reactiontém sido
utilizadas para o estudo da epidemiologia
molecular de diversos patbégenos

doenca de Glasser, é uma preocupacdo embacterianos. O estudo da epidemiologia

todo o mundo devido aos prejuizos
econdmicos acarretados ao sistema de
producdo. No Brasil, existe variacdo
significativa da frequéncia de isolamento de
Haemophilus parasuism diferentes regibes
do pais, variando de 0,3%, na Bahia e Mato
Grosso, a 65,7% em Minas Gerais. Isto em
uma populacdo suina industrial estimada em

31,8 milhdes de cabecas em 2007
(Disponivel em:
http://www.abipecs.org.br/ Infelizmente,

ainda ndo ha dados disponiveis no Brasil
sobre 0 impacto econdmico de infec¢des
causadas pdtl. parasuis

H. parasuisé atualmente reconhecido como
um dos principais patbégenos bacterianos
envolvidos em alta mortalidade de suinos

em fase de recria. As lesbes caracteristicas

da infeccdo sistémica poH. parasuis
incluem meningite, pleurite, pericardite,
peritonite e artrite fibrinopurulentas.
Mortalidade em populacbes n&o imunes
pode variar de 10 a 50%, dependendo da
viruléncia da amostra envolvida. Animais
gue sobrevivem a infec¢cdo aguda geralmente
desenvolvem aderéncias fibrosas nas
cavidades toracica e abdominal, sendo
condenados ao abate. O quadro
epidemiolégico é extremamente variavel
entre granjas com diferentes manejos. Os
custos relacionados a alta mortalidade,
tratamentos com antibidticos e condenacdo
de carcacas séo economicamente
importantes para muitos rebanhos, e a
prevencdo e controle da infeccdo par
parasuistornam-se prioridades.

O conhecimento da epidemiologia dt
parasuisdentro e entre rebanhos suinos é de
extrema importancia para o]
desenvolvimento de  estratégias de
prevencdo e controle deste microrganismo.

Recentemente, técnicas moleculares como o

Rep-PCR ou Repetitive Element based

molecular da infeccdo poH. parasuis
permite a caracterizacdo da variabilidade
genética de amostras envolvidas em
mortalidade, definicho de grupos de
amostras prevalentes, e a identificacdo de
fontes de amostras virulentas. Estas
informacfes sdo cruciais para selecdo de
isolados para a producdo de vacinas
autdgenas e para a prevencao de introducéo
de animais carreadores de amostras
virulentas em rebanhos susceptiveis. Além
disso, a genotipagem ¢tk parasuispermite

0 constante monitoramento de amostras
envolvidas em novos casos clinicos, e a
atualizacdo das amostras vacinais, quando
necessario. Todas as medidas sao
importantes para prevencdo e controle da
infeccdo poH. parasuis

Atualmente, esta técnica de diagnostico ndo
estd disponivel em nenhum laboratdrio
mineiro ou brasileiro. Minas Gerais € um
estado lider no diagnéstico de enfermidades
de suinos, possuindo trés dos laboratérios
veterinarios mais utilizados do pais.

Desta forma, este trabalho tem como
objetivos:

(1) Associar genotipos e sorotipos com
intuito de observar a variacdo genética
dentro de cada sorotipo e verificar a variacédo
genética de amostras dé¢ parasuis ndo
sorotipaveis;

(2) Verificar a variagdo genética de
amostras dentro de uma mesma granja, entre
diferentes granjas e entre diferentes sitios de
isolamento.
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2. Revisao de Literatura usar o prefixo “para-" em organismos que
nao requerem o fator X, esse novo grupo foi
2.1. Etiologia denominado Haemophilus parasuis e
incluido na familia Pasteurellaceae
Haemophilus  parasuis, uma espécie (Biberstain e White, 1969).
estabelecida por Biberstain e White em
1969, é parte da microbiota normal do trato  Morozumi e Nicolet (1986a) demonstraram
respiratorio de suinos, sendo normalmente a presenca de material capsular em cepas de
isolada da cavidade nasal, tonsila e traquéia H. parasuis através de extracao pelo calor e
de animais saudaveis (Oliveira e Pijoan, separacao por eletroforese, com subsequente
2004a). precipitacdo com Cetavion (hexadecyl
trimmethylammonium). Estes  autores
Outrora considerada uma doenca esporadica sugerem que o material capsular pode ser
de suinos jovens submetidos a estresse, aum polissacarideo &cido ou outra estrutura
polisserosite e artrite suina (doenca de polissacaridica. Os isolados nao
Glasser), causada peld. parasuis tem encapsulados tenderam a ser polimorficos,
emergido como uma importante doenca variando de bastonetes a filamentos, ao
bacteriana afetando suinos em todo o mundo contrario da forma cocobacilar das amostras
(Rapp-Gabrielson et al., 2006). Atualmente encapsuladas. Em adicdo a capsu,
€ considerada uma das doengas mais parasuis também  produz  estruturas
importantes economicamente na industria de filamentosas, semelhantes a fimbrias,
suinos, devido aos altos custos com quando cultivadas em membrana corio-
tratamentos antibidticos e descarte de alantéidea de ovos embrionados de galinha
animais (Nedbalcova et al., 2006). (Munch et al., 1992).

A associacdo de um pequeno bastonete Nicotinamida  Adenina  Dinucleotideo
Gram-negativo com serosite e poliartrite (NAD) ou fator V, necessario para
fibrinosas em suinos foi descrita pela crescimento, pode ser fornecido em meio de
primeira vez por Glasser em 1910 (Rapp- cultivo constituido por sangue aquecido
Gabrielson et al., 2006). A necessidade de (Agar chocolate) ou por crescimento em
certos cofatores para crescimento constitui o Agar sangue nas proximidades de uma estria
principal critério para a inclusdo de uma de uma cepa deStaphylococcus sp.
bactéria  Gram-negativa no  género (satelitismo). Apos 24-48 horas de
Haemophilus. A natureza desses crescimento, observam-se colonias
requerimentos determina a denominacédo de pequenas, transllicidas e ndo hemoliticas em
organismos para espécies dentro de géneros.agar sangue (Rapp-Gabrielson et al., 2006).
Haemophilus parasuisque era conhecido

como Haemophilus suisfoi originalmente 2.2. Sorotipos

descrito requerendo dois cofatores para

crescimento: fator X, fornecido pela hemina Sorotipagem pode ser realizada por difuséo
ou determinadas porfirinas, e fator V, em gel de agar (Morozumi e Nicolet, 1986b;
fornecido como 'Nicotinamida Adenina Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992; Santos,
Dinucleotideo’ (NAD). Foi demonstrado que 1997) ou hemaglutinacdo indireta (Del Rio
0 organismo causador da Doenga de Glasseret al.,, 2003; Tadjine et al,. 2004). Em
ndo requeria o fator X (porfirina de ferro) ambos os casos, antigenos termoestaveis sdo
para crescimento, sendo, portanto, um grupo caracterizados utilizando-se soro policlonal
de bactérias diferente dd. suis. Entéo, especifico para cada sorotipo. A ocorréncia
segundo as normas de nomenclatura das de isolados dél. parasuisndo-sorotipaveis
espécies délaemophilusgue recomendam  tem sido comum, variando de 15,2% (Rapp-
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Gabrielson e Gabrielson,
(Rafiee e Blackall, 2000).

1992) a 41%

Atualmente, sdo conhecidos 15 sorotipos (1-
15) de H. parasuis através do teste de
imunodifusdo (Kielstein e Rapp-Gabrielson,
1992). Na Alemanha os sorotipos 4 e 5
foram os mais prevalentes (Kielstein e
Rapp-Gabrielson, 1992). Os sorotipo 4
(39%) e isolados nao sorotipaveis (27%)
foram os mais prevalentes nos rebanhos
norte americanos (Oliveira et al., 2003).
Normalmente, é possivel isolar mais de um
sorotipo do mesmo rebanho e, até de um
mesmo animal (Smart et al., 1988). No
Brasil, os 15 sorotipos ja foram identificados
e, entre 321 amostras de. parasuis
isolados de suinos oriundos de 204
propriedades, 0s sorotipos mais prevalentes
foram 1, 4, 5 e 12 (representando 47% dos
isolados) e 8,7% das amostras foram néo
sorotipaveis (Santos, 1997).

2.3. Fatores de Viruléncia

Existem diferencas de viruléncia entre os
sorotipos deH. parasuis o que influencia na
capacidade de causar a doenca.
Investigacbdes sorologicas, fenotipicas e
genotipicas entre isolados d¢ parasuis

A presenca de cépsula estd geralmente
associada a viruléncia dentro do género
Haemophilus.Morozumi e Nicolet (1986a)
demonstraram a presenca de cpsula em 12
de 32 amostras del. parasuisestudadas.
Entretanto, entre as amostras analisadas,
capsula foi encontrada, principalmente, em
isolados da cavidade nasal de suinos
aparentemente saudaveis (7 de 10 amostras),
e, menos frequentemente (3 de 11 amostras),
relacionadas com isolados de animais
apresentado doenca clinica.

Isolados de campo d¢ parasuispodem ser
divididos em dois grupos com base nos
perfis de proteinas totais obtidos apds
eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE). A grande maioria dos isolados
caracterizados como PAGE tipo | séo
avirulentos ou de baixa viruléncia, enquanto
isolados classificados como PAGE tipo Il
possuem uma proteina especifica de
membrana (37 kDa) comum em isolados de
moderada a alta viruléncia (Morozumi e
Nicolet, 1986ab; Morikoshi et al., 1990;
Oliveira e Pijoan, 2004b). Esses resultados
foram confirmados por andlise
computadorizada dos perfis de proteinas
totais de isolados deH. parasuis por
Oliveira e Pijoan (2004a).

demonstraram consideravel heterogeneidade

que pode estar associada a viruléncia. Mas Estudos recentes tém demonstrado que
os fatores de viruléncia d¢ parasuisainda viruléncia pode diferir entre amostras
ndo estdo bem definidos. A classificagdo isoladas de diferentes locais do organismo e
deste microrganismo em um sorotipo também pode estar relacionada a presenca
especifico €, em geral, considerada como um de certas proteinas externas de membrana
indicador de viruléncia. Infeccdo (OMP). No estudo de Ruiz et al. (2001) foi
intraperitoneal com os sorotipos 1, 5, 10, 12, observado que o perfil de OMP de isolados
13 e 14 causou alta morbidade e mortalidade sistémicos (ndo respiratorios) foi
em suinos SPF (livre de patdgenos homogéneo, sendo sugerido a existéncia de
especificos), sendo por isso considerados relacdo clonal entre amostras virulentas e
altamente patogénicos. Os sorotipos 2, 4, 8 e que a expressdo de certos perfis de OMP
15 causaram polisserosite sem mortalidade e podem estar relacionados a viruléncia.

foram designados com moderadamente

patogénicos e os sorotipos 3, 6, 7, 9 e 11 ndo Lipooligosacarideos (LOS) sdo endotoxinas
provocaram nenhum sinal clinico, sendo componentes da membrana externa de
considerados ndo patogénicos ou de baixa bactérias do génerdaemophilus(lnzana e
patogenicidade  (Kielstein e  Rapp- Corbeil, 2004), e s&o liberados com a lise
Gabrielson, 1992). bacteriana, causando véarias formas de
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resposta no hospedeiro, incluindo deposicéo
de fibrina em capilares e coagulacdo
intravascular. LesBes vasculares extensivas
tém sido observadas em suinos infectados,
especialmente nos casos em que nao ha
polisserosite (Peet et al., 1983). Entretanto,
Zucker et al. (1996) ndo detectou diferenca
significativa na producdo de LOS entre
amostras virulentas e avirulentas &
parasuis.Jd& Amano et al. (1997) associaram
a presenga de anticorpos contra LOS no
sangue circulante de animais inoculados
com o isolamento dd. parasuissorotipo 5.

Neuraminidase (sialidase) € um provavel
fator de viruléncia dos membros da familia
Pasteurellaceae Lictensteiger e Vimr
(1997) demonstraram a producdo de
neuraminidase em 90% dos isolados de
campo de H. parasuis Recentemente,
Lictensteiger e Vimr (2003) relataram a
deteccao e purificacdo de neuraminidase em
H. parasuis A funcdo da neuraminidase na
viruléncia deH. parasuisainda precisa ser
determinada. Entretanto, neuraminidase, que
é freqlentemente encontrada em patdégenos
que acometem animais tais como
Pasteurella multocidee E. coli, pode agir
interferindo com os sistemas de defesa do
hospedeiro ao remover residuos de &cido
sidlico de glicoconjugados do hospedeiro.
Esta funcdo poderia expor receptores

necessarios para a colonizacdo ou invasao de

células do hospedeiro (Lictensteiger e Vimr,
1997). Por esta razdo, a presenca ou
auséncia de atividade de neuraminidase em
um isolado poderia ser utilizada como um
critério adicional para a diferenciagdo de
amostras deH. parasuisna preparacdo de
uma vacina autogena (Lin, 2005).

Fazem-se necessarios muitos estudos para sémunidade,

comprovar a associacao entre a expressao

dos fatores citados anteriormente e
viruléncia em infec¢des pdi. parasuis O
desenvolvimento de ferramentas

diagnosticas mais especificas, tais como a
deteccdo de genes especificos para

viruléncia, permitira a identificagdo precisa
de amostras virulentas.

2.4. Patogenia

A infeccdo poH. parasuisocorre através de
aerossois, mas pouco se conhece sobre a
patogenia, ja que o agente pode ser isolado
do aparelho respiratério de animais sadios
(Vahle et al., 1995). (H. parasuispossuli
tropismo particular para as membranas
serosas, sinovial e meningeal e para o
parénquima pulmonar (Amano et al., 1994;
Vahle et al.,, 1995; Segales et al., 1997;
Kirkwood et al., 2001).

Fatores envolvidos na invasdo sistémica de
H. parasuisdurante a infeccdo ndo foram
ainda bem estudados. Vahle et al. (1997)
demonstraram que o isolamento d¢
parasuis da regido mediana da cavidade
nasal acontecia guando havia
concomitantemente uma rinite aguda
supurada e perda de células mucociliares. Os
autores também sugeriram que estas
alteracBes na mucosa poderiam facilitar a
invasdo deH. parasuis e seu acesso a
circulacdo sanglinea. Entretanto, nao foi
possivel detectaH. parasuisnos locais de
perda ciliar e degeneracdo de células
mucosas, nem por microscopia eletrbnica
nem por imunoistoquimica.

O desencadeamento do quadro clinico e as
lesBes parecem estar relacionados com uma
resposta inflamatéria severa induzida pela
infeccdo com dH. parasuis Varios fatores
estressantes podem precipitar a doenca num
rebanho. Além disso, o estado de imunidade
do animal influi  diretamente no
desenvolvimento da doenca. Animais sem
ao serem introduzidos em
rebanhos infectados, tendem a desenvolver
doencga severa, podendo morrer em menos
de trés dias. A passagem seriada de uma
amostra avirulenta em suinos pode recuperar
sua capacidade de induzir a doenca (Santos e
Sobestiansky, 2007).
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A suspeita da doenga no campo é frequente,
mas a confirmacdo laboratorial € rara,
A forma de apresentacdo dos sinais clinicos devido as dificuldades de isolamento ke

€ muito variada e inespecifica em infec¢gdes parasuis principalmente em funcdo de
por H. parasuis incluindo doenca de medicacbes a campo, que inibem o
Glasser (polisserosite e meningite fibrinosas crescimento do agentén vitro, e pela
em suinos jovens), artrite com pneumonia contaminagcdo por microrganismos menos
em suinos adultos, pneumonia secundaria exigentes (Santos e Sobestiansky, 2007).
(Quinn et al.,, 1999), septicemia (sem

polisserosite) (Peet et al., 1983) e miosite A importdncia do diagnostico baseado
aguda (musculo masseter) (Hoefling, 1991). apenas nos sinais clinicos e lesbes é pequena
O curso da doenca pode ser superagudo oudevido a baixa especificidade. E, portanto,
agudo em animais totalmente susceptiveis necessario associar essas informagfes ao
frente a amostras de elevada patogenicidade. histérico dos animais acometidos e a
Os primeiros sintomas, geralmente, sdo métodos diagndsticos mais adequados. Os
aumento da temperatura corpOrea, apatia e sinais clinicos e as lesdes devem ser
inapeténcia. Depois pode-se observar tosse, diferenciados dos causados por
dispnéia, perda de peso, laminite, Streptococcus suis  Erysipelothrix
incordenacgdo, cianose, decubito e morte rhusiopathiae e Mycoplasma sp. (Rapp-
(Rapp-Gabrielson et al., 2006; Santos e Gabrielson et al., 1997; Santos e
Sobestiansky, 2007).H. parasuis pode Sobestiansky, 2007).

causar infeccao sistémica ocasionalmente, a

qual pode resultar em morte subita ou no O isolamento deH. parasuisde amostras

2.5. Sinais Clinicos e lesdes

desenvolvimento de lesdes como meningite,
pericardite, pleurite, peritonite e artrite
fibrinopurulentas. Os leitbes afetados podem
morrer, ou a doenca pode evoluir para a
forma cronica, com presenca de artrite

clinicas deve ser realizado a partir de suinos
que apresentem sinais clinicos
caracteristicos da infeccdo e ndo tenham
recebido tratamento com antibiéticos por
pelo menos uma semana. Os animais devem

crbnica e aderéncias de serosas (Amano et ser sacrificados, pois animais ja mortos tém

al.,, 1994; Rapp-Gabrielson et al.,, 1999;

Oliveira e Pijoan, 2004a; Santos e
Sobestiansky, 2007).

Microscopicamente, ha inflamacéo
fibrinopurulenta  com infiltracdo  de

neutréfilos e alguns mononucleares nas

serosas afetadas (Santos e Sobestiansky,desfibrinado

menos chance de isolamentoHieparasuis
Culturas puras déd. parasuis podem ser
obtidas a partir de exsudato do pericardio,
pleura, peritbnio, articulacbes e liquido
cérebro-espinhal, podendo também utilizar
sangue presente no coracdo. O meio de
cultura mais utilizado € o agar com sangue
de equiino e estria de

2007), e, na forma septicémica, geralmente Staphylococcus spsendo que o fendbmeno

podem ser encontrados trombos nos

z

de satelitismo é um bom indicador da

glomérulos renais, sinusdides hepaticos e presenca do agente. As colbnias He
capilares pulmonares, necrose hepética e nosparasuis sdo vistas apos 48 horas de

linfonodos, edema no pulmdo e meningite
fibrinopurulenta (Peet, et al., 1983; Amano
et al., 1994).

2.6.Métodos de diagndstico

incubacdo a 37°C (Santos e Sobestiansky,
2007).

Para realizar a deteccdo de anticorpos contra
H. parasuis os testes de fixacdo do
complemento  (FC) (Nielsen, 1993;
Takahashi et al., 2001), hemaglutinacdo
indireta (HI) (Miniats et al., 1991a) e ELISA
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(Miniats et al., 1991a, Solano-Aguilar et al.,, de isolados recolhidos somente de locais
1999) podem ser utilizadosAnticorpos sistémicos (fora do trato respiratdrio), ja que
circulantes tém sido demonstrados em casos A. indolicus € habitante comum do trato
clinicos com curso agudo da doenca por respiratério superior (Oliveira e Pijoan,
aproximadamente uma semana, mas foram 2004b).
detectadas reacOes cruzadas consideraveis
(Nielsen, 1993). Entretanto, o teste de Hibridizagcéo in situ (HIS) para detectar
ELISA com células totais inativadas por sequéncias génicas del. parasuis foi
formalina pode ser usado para a investigacédo desenvolvida por Jung e Chae (2004). HIS
de titulos de anticorpos em porcas e a permite a associacdo direta He parasuis
resposta imune de leitbes apods vacinagdo com tecidos lesionados e tem vantagem em
(Solano-Aguilar et al., 1999). relacdo a IHQ porque ndo necessita da
disponibilidade de anticorpos especificos. A
O teste de imunoistoquimica (IHQ) também associacao entre HIS e PCR nested (Jung et
pode ser utilizado para diagnosticd. al., 2004) para a deteccao ldeparasuisem
parasuis IHQ combina técnicas  tecidos parafinizados foi bastante eficiente.
morfoldgicas, imunoldgicas e bioquimicas, Entretanto, uma alta similaridade da sonda
permitindo a deteccdo de organismos de H. parasuisem relacdo a fragmentos
fixados no citoplasma de fagécitos (Amano correspondentes no gene 16S rRNA Ale
et al., 1994; Segales et al., 1997; Oliveira, indolicus e A. minor ndo exclui
1998). Além de ser util no diagndstico de definitivamente o potencial de reatividade
agentes infecciosos, a IHQ permite ainda a cruzada da técnica de HIS com essas
avaliacdo da relacdo entre a presenca de bactérias. Além do mais, a especificidade da
lesbes e do antigeno, geralmente com HIS em detectarH. parasuis para uso
vantagens quanto a rapidez, ao custo e arotineiro em laboratérios nao foi ainda
durabilidade do material corado (Oliveira, completamente elucidada (Jung e Chae,
1998). O pulmé&o e o baco s&o os mais 2004).
recomendados para o diagndstico de
infeccao pelo sorotipo 5 dé. parasuispelo 2.7. Tratamento
método da estreptavidina-biotina marcada,
principalmente quando apresentam lesdes. O uso profildtico de antibidticos ou
Entretanto, alguns anticorpos policlonais medicacdo terapéutica oral pode ser de

usados para diagnéstico He parasuispelo pouco valor em surtos graves dd.
método de IHQ apresentaram reagdo cruzada parasuis Altas doses de antibiticos podem
entre 0s sorotipos 5 e 6 conA. ser administradas por via parenteral assim
pleuropneumoniae(Segales et al., 1997; que se manifestem os sinais clinicos, e todos
Oliveira, 1998). 0s suinos no grupo afetado, ndo somente
aqueles que demonstram sinais clinicos,
Devido as dificuldades de cultivo dd. podem ser tratados (Rapp-Gabrielson et al.,

parasuis o desenvolvimento de um PCR 2006).

especifico levou a uma melhoria na detecgéo

desta bactéria. O teste de PCR permite uma As doses recomendadas de antibidticos
identificacdo especifica (A@CFU/mI) deH. diferem de acordo com o carater da
parasuisdiretamente de amostras clinicas, e, infeccdo. Altas doses sdo necessarias
além do mais, pode detectar organismos sem durante surtos da Doenca de Glasser por
vida (Oliveira et al., 2001). Entretanto, uma causa da penetracdo do agente nos tecidos e
fraca reacao positiva col. indolicusfoi fluido cérebro-espinhal e difusdo nas
obtida neste teste de PCR. Dessa forma, é articulacGes afetadas (Nicolet, 1992).
recomendado o uso deste teste para exame
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Medicacdo pode ser iniciada baseado na

determinacdo de sensibilidade de amostras a droga de escolha,

isoladas para antibidticos especificos. H&
poucos relatos de resisténcia a
antimicrobianos eril. parasuis Isolados de

H. parasuisda Dinamarca foram totalmente
susceptiveis aos agentes antimicrobianos
testados (ampicilina, ceftiofur,

ciprofloxacina, eritromicina, florfenicol,

penicilina, espectinomicina, tetraciclina,
tiamulina, tilmicosin e  trimetropim-

sulfametazole) pela determinacdo da
concentracdo inibitéria  minima (MIC)

(Aarestrup et al., 2004).

Em um estudo realizado a partir de 53
amostras déd. parasuisisoladas em varios

estados do Brasil, 100% delas foram
sensiveis ao florfenicol utilizando-se o
método de Kirby & Bauer, enquanto a
maioria delas foram sensiveis a amoxicilina,
enrofloxacina, josamicina e tetraciclina
(Silva et al., 2005).

No estudo de Martin de La Fuente et al.
(2007) um total de 30 isolados dd.
parasuis da Inglaterra e 30 da Espanha
foram testados também pelo teste de
Concentracdo Minima Inibitoria (MIC). Foi

da 4gua ou como aditivo alimentar pode ser
mas é efetiva
principalmente quando administrada antes
dos sinais clinicos tornarem-se aparentes
(Rapp-Gabrielson et al., 2006).

2.8. Controle, Prevencéao e Imunidade

O controle deH. parasuis depende do
diagnostico correto do agente, adequada
caracterizacdo de amostras que estdo
causando doenca sistémica no rebanho, e
selecédo de vacina e protocolo de vacinagéo
apropriados (Oliveira e Pijoan, 2002).

A opcdo entre o uso de tratamento
antimicrobiano ou bacterina para o controle
de um surto de doenca de Glasser continua
sendo uma decisdo dificil para produtores,
por causa das perdas econdmicas causadas
pelas infeccbes poH. parasuis Embora
fatores de viruléncia e antigenos protetores
de H. parasuisainda ndo sejam conhecidos,
€ amplamente aceito que existe imunidade
sorotipo-especifica. Prevencdo contra a
infeccdo porH. parasuispode ser realizada
pelo uso de vacina comercial (Riising, 1981,
Solano-Aguilar et al., 1999; Bak e Riising,
2002; Baumann e Bilkei, 2002) ou vacina

avaliada a susceptibilidade desses isolados aautdgena (Smart et al., 1993; Santos, 1997,

19 dos antimicrobianos normalmente
utilizados para tratar doencas respiratdrias

Kirkwood et al., 2001).

na suinocultura desses paises. Todos 0s O Brasil ja dispbe de vacinas comerciais

isolados da Inglaterra foram susceptiveis a
penicilina, ceftiofur, eritromicina, tilmicosin,

enrofloxacina e florfenicol, e a maioria deles
foram susceptiveis aos demais
antimicrobianos testados. Por outro lado,
todos os isolados da Espanha foram
susceptiveis somente ao florfenicol e

contra a doenca de Glasser, mas a
diversidade genética das amostras e a baixa
protecao cruzada entre sorotipos tém levado,
algumas vezes, técnicos e produtores a
procura de bacterinas autdégenas, produzidas
a partir de amostras isoladas de casos
clinicos do préprio rebanho (Santos, 1997,

elevadas taxas de resisténcia foram obtidas Santos e Sobestiansky, 2007).

para penicilina, ampicilina, oxitetraciclina,
eritromicina, tilmicosin, tiamulina e sulfa-
trimetoprim.

Os esforcos investidos no desenvolvimento
de vacinas efetivas contkh parasuisestdo
centrados no desenvolvimento de imunidade

A politica de uso de antimicrobianos em cruzada, devido a variabilidade de sorotipos
cada pais pode ter um importante efeito na e alta porcentagem de isolados nao
ocorréncia de  isolados  resistentes. sorotipaveis (Nedbalcova et al., 2006). A

Amoxicilina oral, tanto administrada através perda de protecdo cruzada contra sorotipos
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ou amostras a que 0s suinos sdo expostoscontra o desafio com os sorotipos 13 e 14
pode explicar porque alguns desses produtos (Rapp-Gabrielson et al., 1997); e bacterina
parecem inefetivos em certos rebanhos ou do sorotipo 5 contra o desafio com os
sob certas condicbes de campo (Rapp- sorotipos 1, 12, 13 e 14 (Bak e Riising,
Gabrielson et al., 1997). 2002).

Embora a identificacdo do sorotipo seja um Na suinocultura brasileira, o sorotipo 5, que
dos critérios essenciais nos programas é considerado o mais patogénico, tem uma
imunoprofildticos baseados em vacinas participacdo de 10% entre sorotipos
autogenas, é necessario considerar que maisisolados. Bacterina monovalente conkia
de um sorotipo pode estar presente no parasuis usando a amostra sorotipo 5
rebanho e, com isso, a amostra isolada para Nagasaki, protegeu leitdes contra o desafio
produzir a bacterina pode ndo ser aquela homoélogo. Protecdo homoéloga e heterdloga
envolvida no desenvolvimento da doenga. conferida por uma bacterina trivalente e
Além disso, mais de um sorotipo patogénico parasuissorotipos 1, 4 e 5, protegeu contra
pode estar envolvido no surto. Assim sendo, desafio com os sorotipos 1, 4, 5 e 6. Ambas
€ recomendado o uso de amostras isoladasas vacinas ndo provocaram qualquer sinal
do cérebro para producdo de vacina clinico de doenca nos animais desafiados,
autégena. Amostras isoladas de articulacdes nem induziu reacdes indesejaveis que
e infeccdes sistémicas sdo menos adequadasinterferissem no desenvolvimento dos
Isolados do pulméo séo inadequados porque animais vacinados (Santos, 1997).
sdo altamente  heterogéneos (Rapp-
Gabrielson et al., 1997; Oliveira e Pijoan, Entretanto, a correlacdo entre sorotipo e
2002; Santos e Sobestiansky, 2007). viruléncia ndo € evidente, e a protecdo
cruzada entre diferentes sorotipos e mesmo
Segundo Miniats et al. (1991b), protecdo entre amostras de mesmo sorotipo € variavel
cruzada contra o desafio homdlogo e e dificil de predizer. Além disso, hd uma
heter6logo foi obtida exclusivamente com significativa porcentagem de isolados que
bacterinas contendo amostras virulentas. ndo sédo sorotipaveis, mas que podem estar
Suinos vacinados com bacterina contendo causando doenca no rebanho (Rapp-
amostras de baixa viruléncia foram Gabrielson et al., 1997). Isto torna
protegidos somente contra o desafio fundamental a diferenciacdo de isolados de
homdlogo. Entretanto, a imunogenicidade de H. parasuis ha estratégia de producédo de
dois isolados deH. parasuis sorotipo 12 uma vacina autégena.
indicou que até amostras virulentas podem
ndo expressar niveis suficientes de 2.9. Epidemiologia
imundgenos protetores para se produzir uma
bacterina aceitavel (Rapp-Gabrielson et al., Os suinos sdo os hospedeiros naturais para
1997). H. parasuis Historicamente, a doenca de
Glasser era considerada uma doenca
Alguns autores relatam a ocorréncia de esporadica de suinos jovens submetidos a
protecdo apos o desafio homdlogo com estresse. Com a evolugdo dos sistemas de
bacterina contendo os sorotipos 2, 4, 5, 13 e criacdo, com grandes populacdes de suinos
14 (Rapp-Gabrielson et al., 1997; Takahashi mantidos em isolamento e com alto estado
et al., 2001). Além disso, houve protecdo de saude, podendo estar livres @&
cruzada apds aplicacdo de bacterina parasuis houve alteracdo no padrdo de
preparada do sorotipo 4 contra desafio com ocorréncia da infec¢do. A introducéo lde
sorotipo 5 (Rapp-Gabrielson et al., 1997); parasuis nestes sistemas pode resultar em
bacterina bivalente dos sorotipos 4 e 5 doenca sisttmica com morbidade e
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mortalidade altas, mesmo sem a presen¢a deamostras de microrganismos. As vantagens e
fatores de risco, afetando suinos em desvantagens de uma técnica de tipagem
gualquer estagio de producdo (Rapp- dependem de seu poder discriminatério,
Gabrielson et al., 2006; Santos e reprodutibilidade, tempo e custo (Olvera et
Sobestiansky, 2007). al., 2007). Um método de genotipagem com
poder de reprodutibilidade e alto nivel
Em rebanhos convencionais que utilizam discriminatério seria ideal para estudar a
desmama precoce segregada, infeccdo tardiaepidemiologia de agentes bacterianos entre e
com amostra virulenta dd. parasuispode dentro de rebanhos e para gerar dados para
ocasionar conseqiéncias graves se ocorrerserem usados no controle da doenca
quando a imunidade maternal estiver baixa (Oliveira et al., 2004).
ou ausente. Deste modd, parasuisé um Atualmente, métodos de genotipagem sé&o
dos mais sérios problemas associados a utilizados para classificar isolados dé
mistura de suinos de diferentes rebanhos ou parasuis e estudar a epidemiologia das
introducdo de novos animais no rebanho infeccbes dentro e entre rebanhos. Estes
(Smart et al., 1988; Solano-Aguilar et al., métodos podem ser utilizados para definir
1999; Oliveira e Pijoan, 2002). amostras prevalentes que afetam rebanhos
suinos e para diferenciar entre amostras
O H. parasuisesta amplamente distribuido comensais e amostras virulentas,
no mundo. No Brasil, por n&o ter sido ainda selecionando, assim, isolados
bem estudado, desconhece-se a extensdo daepresentativos para serem utilizados em
sua ocorréncia nos rebanhos. E um dos vacinas autogenas (Oliveira e Pijoan, 2002;
primeiros agentes a colonizar o aparelho Olvera et al., 2007).
respiratorio superior de suinos sadios de
granjas convencionais e a imunidade natural A maioria dos estudos epidemiolégicos
desempenha importante papel para evitar sobre infec¢cdes porH. parasuis séo
gue a bactéria invada os tecidos e cause baseados em sorotipagem (Morikoshi et al.,

doenca (Santos e Sobestiansky, 2007). 1990; Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992;
Rapp-Gabrielson e Gabrielson, 1992;
2.10. Epidemiologia molecular Blackall et al., 1996; Santos, 1997; Rubies et

al., 1999; Rafiee e Blackall, 2000).
Técnicas de biologia molecular tém se Entretanto, a correlacdo entre sorotipo e
tornado bastante integradas na préatica da viruléncia ndo € evidente, e a protecdo
epidemiologia de doencas infecciosas. cruzada entre diferentes sorotipos e mesmo
Epidemiologia molecular é o uso de técnicas entre amostras de mesmo sorotipo é variavel
de biologia molecular no estudo dos e dificil de predizer (Rapp-Gabrielson et al.,
determinantes da ocorréncia da doenca e de 1997). Sorotipagem ndo fornece adequada
sua distribuicdo em populacdes. Técnicas discriminacdo de isolados para estudos
moleculares ndo substituem os métodos epidemioldgicos, e, além disso, entre 15-
convencionais. Elas s&o direcionadas a 41% dos isolados ndo sdo tipaveis por este
guestdes que ndo sdo resolvidas ou entdométodo (Oliveira et al., 2003). Desta forma,
que seriam mais trabalhosas, caras, e/ou métodos moleculares tém sido utilizados
mais demoradas de serem solucionadas separa superar as limitacbes da sorotipagem
fossem utilizadas técnicas convencionais em estudos epidemioldgicos de infeccdes
(Foxman e Riley, 2001). por H. parasuis(Oliveira e Pijoan, 2004a).

Estes testes permitem melhor caracterizacao
Esta havendo uma ampliagdo do uso de dos isolados quando comparado com
técnicas de tipagem em microbiologia com sorotipagem e ja foi sugerido que certos
objetivo de caracterizar corretamente as perfis de DNA podem estar associados com
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viruléncia (Oliveira et al., 2003). Entretanto,

técnicas  moleculares ndo  oferecem
informacdes funcionais diretas, e genotipos
ttm que ser correlacionados com
caracteristicas imunoldgicas ou de viruléncia
a partir de dados complementares.

2.10.1. Restriction
fingerprinting (REF)
A primeira técnica baseada em tipagem de
DNA para H. parasuis ‘restriction
endonuclease fingerprinting’ (REF), foi
desenvolvida por Smart et al. (1988). Esta
técnica consiste da digestdo de DNA
genbmico puro com endonucleases de
restricio e a subsequUente analise dos

endonuclease

distintas emH. parasuis Além disso, foi
grande a diversidade entre os isolados, até
mesmo isolados de mesmo sorotipo.
Amostras isoladas de locais fora do trato
respiratorio estavam presentes em ambos os
grupos.

2.10.3. Restriction fragment length
polymorphism(PCR-RFLP)
A técnica de PCR-RFLP envolve a
amplificacdo de um gene pelo método de
PCR e a digestdo de produtos de PCR com
endonucleases de restricdo para obter um
perfil de bandas. A principal vantagem é
gue, se o PCR for especifico, elimina-se a
necessidade do isolamento bacteriano e a

fragmentos através de eletroforese em gel de técnica pode ser realizada diretamente de

poliacrilamida. Smart et al. (1988) utilizou
tipagem por REF para identificar diferentes
amostras de H. parasuis isoladas de

amostras clinicas. Entretanto, a utilizagéo de
um unico gene faz a técnica de PCR-RFLP
susceptivel de ser afetada por transferéncia

rebanhos convencionais e SPF. Rebanhos lateral de gene (De La Puente Redondo et
convencionais apresentaram uma populacéo al., 2003).

mais heterogénea de amostras ke
parasuis quando comparado com rebanhos
SPF. Tipagem por REF também foi utilizada

2.10.3.Multilocus Sequence Typing
(MLST)

para detectar falha vacinal em surtos da A técnica de MLST envolve o
doenca de Gléasser. Isolados obtidos da sequenciamento de fragmentos de 450-600
cavidade nasal de animais saudaveis e pb de genes especificos e designacdo de
isolados obtidos de casos clinicos da doenca perfis de alelos, que resultam em tipos de
foram diferentes daqueles presentes em sequéncias (ST) (Olvera et al., 2006). A
bacterinas comerciais  utilizadas nos técnica de MLST tem sido utilizada com
rebanhos (Smart et al., 1993). Apesar de ser sucesso para a determinacdo de complexos
um método com alto poder discriminativo, a clonais (CC) de varios patdégenos humanos e

sua  interpretacdo e extremamente animais (Cooper e Feil, 2004). Olvera et al.
complicada. (2006) analisaram 11 amostras referéncia e
120 amostras de campo através do método
2.10.2. Multilocus enzyme MLST. Desde que a sequéncia genémica de
electrophoresi§MLEE) H. parasuis ndo estd disponivel, foram

MLEE consiste da fragmentacdo de DNA
gendmico puro com diversas enzimas, tais influenzae e iniciadores universais. O
como adenil cinase e catalase, e a numero de alelos por locus variou de 14 a
subseqlente andlise dos fragmentos através4l. A alta heterogeneidade genética desta
de eletroforese em gel. Os perfis de bandas bactéria foi confirmada com MLST, desde
sdo consistentes com ulocus para cada gue amostras foram divididas em 109 tipos
enzima. Blackall et al. (1997) utilizaram este de sequéncias, e somente 13 pequenos
mesmo método para examinar a diversidade complexos clonais foram detectados pelo
genética presente em 40 isolados algoritmo de Burst.

australianos déH. parasuis Os resultados

revelaram a existéncia de duas subdivisdes

utilizados iniciadores delineados path
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2.10.4. Enterobacterial
Intergenic Consensy&RIC-PCR)
A genotipagem dél. parasuistambém pode

Repetitive

ser realizada através do teste de ERIC-PCR.

Esse PCR permite amplificacdo de
fragmentos de DNA de diferentes tamanhos
através de iniciadores ERIC e revela perfis

como elementos ‘repetitivos’. Elementos
ERIC sdo regides ndo codificadoras
localizadas entre genes, isto é, em posicdes
intergénicas. Esses elementos contém
repeticbes centrais invertidas altamente
conservadas, que sao conhecidas com
‘consensos’. Estas posicbes no genoma de

especificos do genoma apo6s subseqiente um determinado isolado bacteriano parecem

separacdo por eletroforese (Rafiee et al.,
2000; Ruiz et al., 2001; Oliveira et al.,
2003). Diferentes perfis de DNA foram

ser conservadas em amostras relacionadas.
Amostras diferentes possuem distribuicéo
diferente dos elementos ERIC em seus

detectados por esse método mesmo em genomas. A amplificacdo através de PCR de

isolados deH. parasuisde mesmo sorotipo
(Oliveira et al., 2003). Essa técnica contribui
muito para a compreensdo da epidemiologia
de H. parasuis ERIC-PCR permite a
identificacdo da variabilidade de amostras
dentro do mesmo sorotipo, sendo, desta

forma, adequado para estudos
epidemiolégicos. Ela demonstra a alta
variabilidade genética existente entre

isolados de campo del. parasuise tem

ajudado a identificar diferencas entre
amostras isoladas de locais respiratorios e
sistémicos (Oliveira et al., 2003). Esta
técnica é atualmente usada por veterinarios
para identificar as fontes de amostras
virulentas introduzidas nos rebanhos, para
detectar grupos de isolados prevalentes
envolvidos em mortalidade, e para

selecionar isolados para serem usados em extrair

vacinas autégenas. E uma importante
ferramenta para pesquisa, prevencao e
controle da infeccdo porH. parasuis
(Oliveira, 2007)

As sequéncias ERIC estdo distribuidas
aleatoriamente pelo genoma bacteriano.
Estas seqUéncias foram, inicialmente,
identificadas em espécies @&almonellae

Escherichia coli e, por isso, receberam o
nome de ‘enterobacteriaceae’ (Sarples e
Lloyd, 1990). Posteriormente, descobriu-se

regibes gendmicas entre copias ERIC produz
um perfil de fragmentos distintos em um gel
de agarose. Esses fragmentos geram uma
identidade (fingerprint) gendémica, que pode
ser utilizada para identificar amostras
relacionadas (Versalovic et al., 1991;
Oliveira, 2007). A funcdo dessas sequéncias
repetiivas de DNA em genomas de
mamiferos permanece desconhecida
(Versalovic et al., 1991).

A caracterizagdo de novos elementos
repetitivos em diferentes espécies permitira
0 uso desta técnica em analise genética
molecular de qualquer microrganismo. Esses
produtos amplificados poderiam ser
utilizados diretamente em métodos de
clonagem e sequenciamento direto para
informacbes genbmicas mais
rapidamente do que é possivel com métodos
atuais (Versalovic et al., 1991).

3. Material e Métodos

3.1. Origem do material

Foram analisados 45 isolados de campo de
H. parasuis provenientes do Laboratério de
Diagndstico Veterinario Microvet, da cidade
de Vicosa, MG. As amostras foram isoladas
de 14 rebanhos de diferentes estados

que elas eram altamente conservadas entrebrasileiros, sendo sete rebanhos de Minas
as diferentes espécies bacterianas. Varias Gerais, dois do Parana, trés de Santa

cbpias de elementos ERIC, compartilhando
a mesma sequéncia de DNA, podem ser
encontradas em um determinado genoma
bacteriano, sendo, por isso, conhecidos

Catarina, um do Mato Grosso e um do Mato
Grosso do Sul.
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Os isolados foram identificados previamente
como H. parasuisconsiderando-se aspectos
como morfologia, coloracdo pelo método de
Gram, hemdlise em agar sangue com

centrifugada a 13.000 x g por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi re-suspendido em 200 pl da solucéo
PrepMan® (PrepMan® Ultra sample

hemacias de carneiro, teste de satelitismo ao preparation reagent, Applied Biosystems,

Staphylococcus aureudeste de cAMP e

Foster City, Calif.). ApOs re-suspensao, a

resultados negativos nos testes bioquimicos nova solucao foi fervida durante 10 minutos

para fermentacdo de lactose, manitol,
arabinose e rafinose e positivo para
fermentacédo se glicose.

Trinta e um dos 45 isolados foram

previamente sorotipados através da técnica espectrofotdbmetro
de difusdo em gel de agar (Kielstein e Rapp-

de
em

Gabrielson,
anticorpos

1992), utilizando painel
policlonais  produzidos

e centrifugada a 13.000 x g por 3 minutos. O
sobrenadante contendo DNA extraido foi
utilizado como produto para genotipagem
por ERIC-PCR. Quantificagdo do DNA em
cada amostra foi realizada utilizando-se um
(Eppendorf,
BioPhotometer) com fonte de luz
ultravioleta, a 260nm. O DNA de todas as
amostras foi padronizado para a

coelhos, e classificadas de 1 a 15 ou como concentracdo de 100 ng/ul. A quantificagéo

nao tipaveis.

3.2. Cultivo bacteriano

de DNA foi necesséria para que os genoétipos
obtidos com a técnica de ERIC-PCR fossem
comparaveis durante a fase de analise por
computador. Uma vez obtidos os gendtipos

Estas amostras foram recebidas em placas debacterianos, cada isolado He parasuisfoi

agar sangue com estria @&aphylococcus
aureus. Colonias bacterianas
apresentando satelitismo para S aureus
foram repicadas em agar Casman (Difco
Laboratories, Detroit — M, EUA),
suplementado com soro fetal equino (5%) e
B- nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) (0,004%) (Sigma  Chemical
Company, St. Louis — MO, EUA). O agar
Casman suplementado foi utilizado para
evitar a contaminacdo das amostras m
aureus e para possibilitar um maior

estocado em criotubos, a 280 em um
microlitro de meio de congelamento estéril
contendo 800 ul de caldo Infuso Cérebro
Coracao (BHI) (Difco Laboratories, Detroit
— MI, EUA) e 200 pul de glicerol.

3.4. ERIC-PCR

Os isolados de H. parasuis foram
genotipados pelo teste de ERIC-PCR
(Oliveira et al., 2003). Foram utilizados os
iniciadores ERIC-1R (5

crescimento bacteriano para extragdo. Para ATgTAAgCTCCTggggATTCAC-3) e

crescimento adequado, as amostrasHde
parasuisforam colocadas em estufa, a 37°C,

ERIC-2
AAQTAAQTgACTggggTgAgCg-3)

(5-

por 24-48 horas, em jarra contendo 10% de (Versalovicet al. 1991). As reacGes de PCR

CO, e 10% de Ki(Air Products).

3.3. Extracdo do DNA

foram executadas em um volume de 25 pl,
contendo 100 ng de DNA bacteriano, 1.2
KM de cada iniciador (Tab. 1), 2,5 pl de
tampéao 10x (500 mM de KCl e 100 mM de

O crescimento bacteriano em placas de agar Tris-HCI) (Invitrogen Corporation), 4,5 mM

Casman foi coletado utilizando-se uma alca
de platina e transferido para um tubo (1,5
ml) contendo 30 de PBS estéril (pH 7.0).

de MgC} (Promega Corporation), 0,23 mM
de cada dNTP (Invitrogen Corporation) e
0,75 unidades de Tagq DNA polimerase

A suspenséo bacteriana foi homogeneizada 500U (Ludwig). Agua MiliQ autoclavada foi

utilizando-se um agitador de tubos. Uma vez

homogeneizada, a suspensdo bacteriana foiamostra de

usada como controle negativo do PCR e a
referéncia dél. parasuis
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Nagasaki sorotipo 5 (Japdo) foi utilizada aceita ou excluida ao se comparar a
como controle positivo. As amplificacbes presenca, auséncia, e intensidade de bandas
foram realizadas em microtubos de 0,2 ml, dos controles positivos obtidos em cada
em termociclador  MiniCyclél MJ corrida. Desta forma, a foto do gel foi
Research. O programa de amplificacdo padronizada e curvas densitométricas foram
utilizado foi o seguinte: 94°C por 15 geradas para cada banda. Os gendtipos
minutos, seguido de 30 ciclos de’@4por foram organizados em dendrogramas para
30 segundos, 5Q por 1 minuto e 7Z por avaliacdo da relacdo genética entre as cepas
2 minutos; extensdao final no dltimo ciclo por utilizadas. Os genoétipos obtidos foram

7 minutos, a 7Z e finalmente manutencdo comparados com base no célculo de
a 4#C. Produtos da amplificacdo foram matrizes de similaridade de curvas
separados em eletroforese em gel de agarosedensitométricas utilizando-se o coeficiente
2%, a 70 V em tampéo Tris-acetato-EDTA, de correlacdo de Pearson. Os dendrogramas
por duas horas. O marcador de peso foram calculados utilizando-se o método
molecular  Hi-Ld¥  DNA  Marker UPGMA (Unweighted Pair Group Method
(Minnesota Molecular, Minneapolis, Minn.)  with Arithmetic Averaggs(Oliveira et al.,

foi incluido como um peso de referéncia. Os 2003)

géis foram corados com brometo de etideo e,

posteriormente, fotografados pelo programa 3.6. indice de diversidade

LISCAP Image Capture Software for

ImageMaster® VDS System, Pharmacia O indice de diversidade de Simpson (D) foi

Biotech. calculado segundo Hunter e Gaston (1988)
para os 32 isolados sorotipados, para os 45
3.5. Andlise dos perfis obtidos isolados genotipados e para os 32 isolados

B _ . gue foram tipados por ambos os métodos. O
As fotos dos geis foram incluidas no indice de diversidade é a probabilidade
programa BioNumerics verséo 5 (Applied mgdia que um método de tipagem utilizara
Maths, Bélgica) para serem analisadas. As para designar um tipo distinto para duas
linhas contendo os gendtipos e marcadores gmostras  nao  relacionadas, escolhidas
de peso molecular foram identificados. Os gleatoriamente  em  uma populacao
marcadores moleculares (Hi-b DNA microbiana de uma determinada espécie
Marker) foram colocados na primeira e (Hunter e Gaston, 1988).
dltima linha do gel e foram usados para
alinhar ou ‘normalizar’ a figura do gel. Este 4. Resultados e Discusséo
mesmo marcador foi adicionado como
‘referéncia’ na base de dados, sendo que,
cada novo gel que fosse analisado seria Vinte e dois gendtipos distintos (I — XXII)
ajustado ao sistema referéncia da base deforam identificados entre os 45 isolados
dados. Este procedimento corrige pequenas analisados, pela comparacdo de perfis de
diferencas entre géis e permite comparagdes bandas obtidos com a técnica de ERIC-PCR,
entre eles (Oliveira, 2007). Foi utilizado um ytilizando-se o programa BioNumerics (Tab.
controle positivo (amostra de referéncia 1). O indice de diversidade calculado para as
Nagasaki, sorotipo 5 (Japdo), com 32 amostras sorotipadas apresentou um valor
‘fingerprint’ gendmico conhecido, em cada baixo (D=0,67), o que se deve ao fato da
reacdo de PCR para assegurar a técnica de sorotipagem ser pouco
reproducibilidade do método. Todo controle discriminatdria. Por outro lado, a técnica de
positivo de uma reacéo foi comparado com o ERIC-PCR foi altamente discriminatoria,
controle positivo da reagdo anterior na base com um indice de diversidade de D=0,95.
de dados, e a reagdao de PCR foi, entdo, Quando calculamos o indice de diversidade

4.1. Diferenciacdo de amostras
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para a combinacdo das informacdes de apenas da genotipagem possa ser mais
sorotipagem e genotipagem, observamos um adequada.

valor ligeiramente maior (D=0,967), o que

sugere que esta combinagcdo seria mais O ponto de corte de 90% foi utilizado como
discriminatéria. Entretanto, devido ao padrdo para a diferenciacdo de amostras nos
pequeno ganho da utilizagdo desta dendrogramas construidos, baseado no ponto
combinagdo associado as dificuldades de de corte do controle positivo (Fig.1).
realizacdo da sorotipagem, a utilizacédo

Pearson conelation (Opt:0.50%) [0.0%-3.2%] [13.4%-84.8%] [99.2%-100.0%]
ERIC ERIC

KOV 00, SO U SO0 JOV0K TR, 0. 2R "
agasaki

. - Nagasaki

N | | Nagasaki

e I | | Nagasaki
Nagasaki

Figura 1: Dendrograma, calculado pelo método UPGM@,controle positivo (Nagasaki),
adicionado as reacdes de ERIC-PCR realizadas eststedo. O perfil gendmico destas amostras
apresentou 90,3% de similaridade.
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Tabela 1. Amostras dedaemophilus parasuissorotipo, rebanho e estado de origem, ano de
isolamento, material clinico de onde cada amostrisdlada e gendtipo

Seqiiéncia| Identificacdo| Sorotipg Rebanho | Estado Ano de Isolado Genotipo
da Amostra isolamento de:

1 1734 S B MG 2000 Focinho |
2 4055 - B MG 2004 Pulmao |
3 5709 - B MG 2006 Pulmao |
4 5777 - B MG 2006 Pulméo |
5 4363 6 F MG 2005 Swab naspl |
6 4387 NT F MG 2005 Swab nasdl I
7 2564 C MS 2002 Focinho Il
8 1750 - A MG 2000 Bronquio 1l
9 1751 - A MG 2000 Bronquio 11
10 3729 4 E MG 2004 Pulméo 11
11 1730 - A MG 2000 Brbénquio 1]
12 4397 4 A MG 2005 Focinho 1]
13 1791 - B MG 2000 Broénquio [\
14 5661 5 F MG 2006 Pleurisid \Y
15 5268 5 F MG 2006 Pericardio \Y%
16 4362 5 F MG 2005 Swab nasal [\
17 5795 1 B MG 2006 Pulméo \Y
18 6000 NT F MG 2006 Brénquio| V
19 4514 14 L PR 2005 Pulméo \
20 5842 NT F MG 2006 Pulméo VI
21 4388 4 F MG 2006 Swab nasal VI
22 5758 NT H MG 2006 Brénquio VI
23 5809 NT H MG 2006 Pulméo VI
24 6128 NT L PR 2007 Bronquio) VIII
25 6195 NT L PR 2007 Cérebro VIl
26 5212 NT M PR 2005 Pericardite IX
27 6920 NT M PR 2007 Pulméo IX
28 6919 NT M PR 2007 Pulméo IX
29 6084 NT N SC 2006 Bronquig IX
30 6455 NT N SC 2007 Pericardite IX
31 3776 - K SC 2004 Pulméo X
32 5159 - M PR 2005 Focinho X
33 5162 - M PR 2005 Bronquio) X
34 5653 12 B MG 2006 Pulmao Xl
35 5889 NT | MT 2006 Bronquiog Xl
36 5205 2 G MG 2005 Pulméo Xl
37 4956 - A MG 2005 Cérebro XIV
38 6156 2 J MG 2007 Pulmao XV
39 6151 NT L PR 2007 Brénquio$ XVI
40 2864 - D SC 2003 XVl
41 5490 2 G MG 2006 Brénquio$ XVIII
42 6020 NT F MG 2006 Pulméo XIX
43 5594 NT F MG 2006 Pulméo XX
44 5883 NT G MG 2006 Brénquio$ XXI
45 5574 NT F MG 2006 Pulméo XXII

2 dado no disponivelndo sorotipavel
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4.2. Diversidade genética dentro de grupos Diferentes gendtipos também  foram
de sorotipos observados dentro do grupo do sorotipo 2 e
) ) do grupo do sorotipo 4, com trés e dois
Os 32 isolados dél. parasuisque foram  genétipos distintos, respectivamente. Ao
previamente sorotipados apresentaram Oit0 contrario, os isolados do sorotipo 5
diferentes sorotipos (1, 2, 4, 5, 6, 9, 12 e 14). apresentaram o mesmo perfil de bandas
Os sorotipos 2 (9,37%), 4 (9,37%) € 5 copstituindo 0 grupo genotipico IV. E
(9,37%), foram os mais frequentes, com trés jnteressante notar também que as amostras
isolados cada um. Estes sorotipos, oM ge sorotipo 5/gendtipo IV estdo presentes
excecao do sorotipo 2, também foram os apenas no rebanho F e, como o sorotipo 5 é
mais freqlientes no estudo de Santos (1997), considerado de alta patogenicidade, este
que, juntamente com os sorotipos 1 e 12, jsolado poderia estar ocasionando problemas
representaram 47,4% do total de isolamentos .|inicos neste rebanho (Tab. 2), (Fig. 3). Ha
daquele autor. Dezoito isolados (56,25%) estudos baseados em infeccio experimental
ndo reagiram a nenhum dos soros contra 0s que associaram determinados sorotipos com
15 sorotipos conhecidos dd. parasuis patogenicidade ou ndo dos isolados
sendo, entdo, classificados como né&o (Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992).
sorotipaveis  (NT).  Por outro lado, Eptretanto, apesar de verificarmos que o
verificamos uma grande divergéncia em gendtipo IV esta relacionado apenas com
relacdo ao estudo de Santos (1997) que jsolados de sorotipo 5, ndo podemos

apresentou apenas 8,4% dos isolados de rejacionar este gendtipo com potencial
campo néo sorotipaveis. Essa diferenca pode patogénico.

ser devido ao fato de o trabalho de Santos
(1997) ter sido realizado a mais de dez anos pjyersos trabalhos também observaram
e, durante este longo periodo, o perfil das consideravel diversidade genética entre

amostras dél. parasuispode ter mudado. isolados deH. parasuisde mesmo sorotipo.
] ) ) Blackall et al. (1997) estudaram a
Estes 18 isolados NT d¢. parasuisseriam diversidade de 40 isolados australianos e 8

considerados clqnes se fos:se utilizada zmostras de referéncia de parasuis por
somente a técnica de sorotipagem para mejo do teste MLEE (multilocus enzyme
caracteriza-los. Porém, a Unica caracteristica glectrophoresis). Trinta e quatro tipos foram
comum entre eles € o fato de ndo terem yeconhecidos, apresentando consideravel
reagido com nenhum dos soros especificos giyersidade entre isolados de mesmo

para os 15 sorotipos oficialmente  gorotipo, o que levou os autores a cogitarem
reconhecidos (Rafiee et al., 2000). Estas 3 possibilidade de a populagdo dé

amostras NT apresentaram alta diversidade parasuispossuir mais de uma unica espécie
genética, com treze genoétipos distintos (Fig. oy subespécie.
2). A alta proporcdo de isolados néo

sorotipaveis e a consideravel diversidade

genética entre os isolados de mesmo

sorotipo sdo algumas das limitacbes da

sorotipagem que foram superadas pela

técnica de ERIC-PCR. Nossos dados

indicaram que o teste de ERIC-PCR fornece

mais acuracia na diferenciacdo de amostras,

especialmente dentre as amostras nao

sorotipaveis.
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Pearson correlation {Opt:0.50%) [0.0%-3.2%] [13.4%-84.8%)] [99.29%-100.0%]
ERIC ERIC

10
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]
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=100

wd T H. parasuis 5842 F NT Pulméao 09/2006 MG VI
s —— H. parasuis 6000 F NT Brénquio 11/2006 MG v
o | | | H. parasuis 5758 H  NT  Brénquio  08/2006 MG VI
- 111 H.parasuis 5809 H NT  Pulmao  08/2006 MG VI
I H. parasuis 6919 M NT Pulmao 11/2007 PR IX
S H. parasuis 6455 N NT Pericardite  06/2007 sSC X
i - H. parasuis 5212 M NT Pericardite  12/2005 PR IX
ok H. parasuis 6920 M NT Pulmao 11/2007 PR IX
H. parasuis 6084 N NT Bréngquio 12/2006 SC IX
™ | | H.parasuis 6020 F NT  Pulmd 112006 MG  XIX
s l H. parasuis 6128 L NT Brénquio 01/2007 PR VI
= 7 L ] H. parasuis 6195 L  NT  cérebro ~ 022007 PR VIl
-, | ] H. parasuis 5594 F  NT  Pulméo  05/2006 MG XX
il H. parasuis 5883 G NT  Bronquio  10/2006 MG XX
124 H. parasuis 6151 L NT Brénquio 01/2007 PR XVI
d e I E— | H. parasuis 4387 F NT swab nasal 01/2005 MG 1l
L1 N ] H. parasuis 5889 |  NT  Brénquio  10/2006 MT Xl
L A [ | H. parasuis 5574 F NT Pulmao 05/2006 MG XX

Figura 2: Dendrograma relativo a técnica de ERI®RP¢&alculado pelo método UPGMA, apresentando as@asondo sorotipaveis (NT).
Estas amostras apresentaram 13 gen6tipos distir@esados no ponto de corte de 90% (seta) e femauas de diferentes rebanhos de
diversos estados brasileiros.
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Pearson correlation (Opt:0.507%) [0.0%-3.2%] [13.4%-84.8%) [39.29%-100.0%)

saco pericardco MG IV
swab nasal MG IV
Pleurisia MG IV

. parasuis 5268

e
wf

. parasuis 4362

ERIC ERIC
[=] '] [=] 5] o [Ts) [1¥] [=] s} [=] '] [=] [Ts] 8
GO V0 SV 0 00 VP AP0, P00 OO 00 S0, 00 V0
s H. parasuis 5205 G 2  Pulméo MG X
o | H. parasuis 6156 J 2  Pulmdo MG XV
H. parasuis 4397 A 4  Focinho MG Il
gl
L H parasuis 3729 E 4  Hemipumdo MG |l
. N H parastis 560 G 2 Bronquo MG XV
I H. parasuis 4388 F 4  swabnasal MG VI
816 H F 5
H F 5
H F 5

. parasuis 5661

Figura 3: Dendrograma relativo a técnica de ERIGRP€&lculado pelo método UPGMA, apresentando agtipos 2, 4 e 5, demonstrando
trés diferentes genotipos para os sorotipo 2,difesentes gendtipos para o sorotipo 4 e a cloadédias amostras sorotipo 5 baseados no
ponto de corte de 90% (seta). Os isolados de porbfgendtipo IV pertencem ao mesmo rebanho.
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Rafiee et al. (2000) ao compararem 12 As amostras estudadas foram previamente
isolados ndo sorotipaveis dd. parasuis sorotipadas através da técnica de difusdao em
entre trés rebanhos distintos, perceberam gel de agar. Para producdo do anti-soro
gue o método de ERIC-PCR foi capaz de foram utilizadas as amostras referéncia dos
determinar a conexao entre surtos nesses trésl5 sorotipos oficialmente reconhecidos.
rebanhos. Os gendtipos apresentados por Como estas amostras referéncia sao
este método forneceram forte evidéncia de provenientes de outros paises, tais como,
que trés surtos, nas trés diferentes Japado, Suica, Suécia, Alemanha e Estados
propriedades, foram causados pela mesma Unidos (Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992)
amostra, indicando que, neste caso, 0s 0 sorotipo de alguns dos isolados analisados,
isolados NT eram idénticos. Entretanto, provenientes de propriedades brasileiras,
somente com a sorotipagem ndo seria pode nao ter sido corretamente identificado
possivel fazer tal afirmag¢do. ERIC-PCR, ao pela técnica de sorotipagem utilizada. Além
contrario, ndo é afetado pelo problema das disso, podem ter sido realizadas passagens
amostras NT, jA que todos os isolados seriadasin vitro o que pode permitir a
podem ser analisados por este método. Além selecdo de clones ndo encapsuladodide
disso, o método de ERIC-PCR forneceu parasuis sendo a capsula um importante
informacbes de grande valor para que fator de viruléncia dos membros do género
pudessem ser planejados programas efetivos Haemophilus(Morozumi e Nicolet, 1986a).
de prevencao e controle da infeccdo Hor Esta poderia ser uma das possiveis
parasuis. justificativas para o presente trabalho, uma
vez que foi encontrado um elevado
Oliveira et al. (2003), caracterizaram a percentual de isolados nao tipaveis.
diversidade genética de isolados de campo
de H. parasuisdos Estados Unidos, entre InformagGes fornecidas por testes de
1999 e 2001, relacionando-os ao sorotipo, sorotipagem podem ser utilizadas para
rebanho de origem e local de isolamento. selecionar vacinas comerciais ou autégenas
Neste estudo detectaram que isolados do para o controle de infecgbes pdrparasuis
sorotipo 4 e NT foram os mais prevalentes Entretanto, os resultados do estudo de Rapp-
naquele pais. Identificaram 34 genétipos Gabrielson et al. (1997) sugerem a perda de
diferentes entre os 98 isolados, utilizando protegdo cruzada entre diferentes amostras
um ponto de corte de 90% de similaridade. do mesmo sorotipo. Uma caracteriza¢ao
Estes isolados de sorotipo 4 e NT tiveram eficiente de isolados € essencial para selegéo
alta diversidade genética (12 e 18 gendtipos, de amostras para inclusdo em vacinas
respectivamente). Além disso, a maioria dos autégenas. Desta forma, genotipagem de
isolados deH. parasuisque apresentaram isolados de campo por ERIC-PCR pode
gendtipos similares pertenciam ao mesmo fornecer mais acuracia na diferenciagdo de
sorotipo. Havendo, entretanto, alguns isolados, independentemente do sorotipo
isolados que apresentaram genétipos (Oliveira et al., 2003).
similares e diferentes sorotipos. Ja no _ . .
presente trabalhO, 0 genétipo nao foi um 4.3. Diversidade gene“ca dentro e entre
bom indicador do sorotipo das amostras rebanhos

analisadas, com excecdo das amostras de _ _ .
sorotipo 5 que formaram o grupo de Em oito dos quatorze rebanhos, dois ou mais

gendtipo IV e foram isoladas do mesmo isolados foram obtidos dos animais afetados,
rebanho. embora uma ou duas amostras por rebanho
predominasse. Os resultados de genotipagem

A perda de associacio entre genétipo e NOs rebanhos A e B (gendtipos lll e |,
sorotipo pode ser atribuida a varios fatores. respectivamente) demonstram que algumas
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amostras podem permanecer nas populacéesforam afetados por diferentes amostras do
suinas por mais de seis anos. Apesar disso, sorotipo 4. Resultados similares foram
novas amostras podem ainda surgir nessasobservados para os sorotipos 2 e 12. Esses
populacdes. No rebanho M, a amostra do achados realcaram uma importante
genadtipo IX estava presente em 2005, sendo caracteristica epidemiolégica das infeccbes
detectado novamente em 2007 (Tab. 2). por H. parasuis entre rebanhos néo

relacionados, que pode ter algumas
As trés amostras de gendétipo V, apesar de implicacdes no controle da doenca. Sabe-se
serem clones, foram isoladas de trés que ndo ha uma vacina eficiente de amplo
rebanhos distintos (B, F e L), sendo dois espectro para controlar tais infeccdes e que
rebanhos de Minas Gerais e um do Parand. resultados de vacinas comerciais sé&o
Além disso, sdo de trés sorotipos diferentes geralmente inconsistentes entre rebanhos.
(1 e 14 e NT) e foram isoladas dos pulmdes Estes resultados podem estar associados com
e brénquios (Tab.2). Estes sdo bons perda de protecdo cruzada entre amostras de
exemplos de propriedades onde a H. parasuisinclusive em relacdo ao mesmo
genotipagem associada a informacdes sobre sorotipo (Rapp-Gabrielson et al., 1997),
proximidade ou ndo entre rebanhos, bem provavelmente devido ao fato de estas
como movimentacdo de animais, poderia amostras serem dgeneticamente diferentes,
auxiliar na compreensdo da epidemiologia como demonstram alguns trabalhos
da enfermidade. N&o foi possivel obter (Blackall et al., 1997; Oliveira et al., 2003),
informacdes sobre a relacdo existente entre inclusive o presente estudo. Entretanto, mais
esses rebanhos, para que pudesse serestudos s80 necessarios para avaliar as
estabelecida algum tipo de  associacdo implicagbes da variabilidade genética na
epidemiologia. protecéo cruzada.

No estudo de Smart et al. (1988) foi avaliada O rebanho F, com 11 isolados avaliados,
a ocorréncia e distribuicdo de varios isolados teve os perfis genéticos mais diversos, com
de H. parasuisenvolvidos em doenca em oito amostras diferentes identificadas entre
rebanhos especificos através da analise de2005 e 2006, além de trés sorotipos
REF (Restriction Endonuclease distintos, incluindo isolados néo sorotipaveis
Fingerprinting). Comparacdo entre amostras (Fig. 4). Os demais rebanhos com mais de
isoladas de rebanhos convencionais e SPF um isolado, tiveram amostras tanto com 1, 2
(specific pathogen-free) revelou que esses ou 3 sorotipos identificados, também
rebanhos foram afetados por diferentes incluindo isolados NT. Cinco desses
amostras dél. parasuis o que sugere que a rebanhos (35,7%) foram afetados por dois
origem dos suinos pode influenciar a ou mais genoétipos. Nestes casos,
distribuicdo de amostras patogénicas. observamos uma alta diversidade de
amostras de diversos sorotipos e genoétipos
No estudo de Oliveira et al. (2003), ao nos diferentes rebanhos, ndo sendo possivel
avaliarem a distribuicdo de sorotipos lde estabelecer um padréo.
parasuisentre rebanhos, diferentes rebanhos
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Pearson comelation (Opt0.50%) [0.0%-3.29] [13.4% 84.8%)] [89.2%-100.0%]
ERIC
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| 734 B Focinho 0612000 MG
| 4055 B Pulmdo 0812004 MG |
| ] 509 B Pulmdo 0712006 MG |
| | 577 B Pulméo 0812006 MG |

433 F 6 swabnasal  01/2008 MG

s —— [l 553 B 12 Puméo 06/2006 MG X

ol _m[ I 4387 F NT swalb nasal 01{2005 MG 1

[] ! %64 C 9 Focinho 0912002 Ms I

= —— Ml 5899 | NT Bronuio 102006 MT  XI

1 I | 5205 G2 Pulmio 1212005 MG Xl

LE: 495 A cérebro 0812005 MG XV

] 8156 J 2 Pumio 0212007 MG W

w i« 750 A Brénguio 0612000 MG Nl
A ad ] B 751 A Brénguic 0512000 MGl
ag 3729 E 4 Hemipumio 0412004 MGl

m ag 730 A Brénguio 0512000 MGl
L 4997 A 4 Focinho 01/2005 MGl

8151 L NT Brénguio 01/2007 PR I
o | 2864 D NI 0312003 s Xl

I | 590 G 2 Bionguio 0412006 MG I

J e 791 B Brénguio 0812000 MG W

y | 561 F 5 Pleuisia 0612006 MG W

o L l 5268 F 5 sacopericardico 01/2006 MG v

432 F 5 swabnasal  01/2005 MG I

— 8020 F  NT Pumio 11/2006 MG XX

e ¥ 59 B 1 Pumio 0812006 MG v

ag 8000 F  NT Brénuio 1172006 MGV

tas = | 4514 L 14 Pumio 0312005 PRV
o —— 5594  F NT Pulmio 0512006 MG XX

o . 5842 F NT Pumio 0912006 MG v

= 4388 F 4 swabnasal  01/2006 MG vl

. | 575 H  NT Brénguio 0812006 MG VI

_E | 509 H NT Pumio 0812006 MG v

i of 8128 L NT Brénguio 01/2007 PR VI

| ] 8195 L NT cérebro 0212007 PR VNl

N - 8920 M NT Pumio 11/2007 PR XX

a1 8919 M NT Pumio 1172007 PR XX

= s 5212 M NT Pericardie 1212005 PR XX

B s 808¢ N NT Brénguio 1212008 s XX
o 8455 N NT Percardie  08/2007 SC XX
il 5883 G NT  Bronguio 10/2008 MG X

ol a8 K Pulméio 05/2004 SC x

MF[ 559 M Focinho 11/2008 PR x

L 5162 M Bronquio 1172005 PR X

[ 5574 F NT Pulmio 0512006 MG

Figura 4. Dendrograma relativo a técnica de ERIRRPCalculado pelo método UPGMA,
apresentando as 45 amostragid@arasuisidentificadas, o rebanho e estado de origem,a dat
de isolamento, o sorotipo e 0 genotipo segundortopde corte de 90% (seta). Dois grupos
principais (A e B) estéo indicados.
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Através da andlise dos resultados, a grande amostras isoladas da cavidade nasal de
heterogeneidade de amostras do rebanho Fsuinos saudaveis. JA no presente estudo,
poderia ser devido ao fato de tal propriedade existem isolados do trato respiratério e de
receber animais de diversos fornecedores, e sitios fora do sistema respiratério nos dois
talvez até pudesse existir algum tipo de grupos principais de amostras. Desta forma,
relacdo entre o rebanho F e o rebanho B, ja ndo foi possivel associar grupamento
gue amostras de gendtipos | e IV estdo genético com viruléncia do isolado. Apesar
presentes somente nestes dois rebanhos edisso, foi possivel verificar que o grupo
poderiam ser responsaveis pela ocorréncia genético B contem cinco dos seis isolados de
de surtos da doenca. Como o ERIC-PCR é sitios ndo respiratorios, juntamente com as
um método de tipagem répido, relativamente trés amostras de sorotipo 5, considerado de
barato, e ja estd padronizado paraHo alta patogenicidade. Além disso, a maioria
parasuis, associado as informacdes dos isolados NT (14/18) também esta
epidemiolégicas das propriedades presente neste grupo, mas muito pouco se
acometidas, o laboratério podera investigar conhece sobre a relacdo destes isolados com
surtos locais provocados pelh parasuis viruléncia. Resultado semelhante foi
ajudando no controle da doenca e na relatado por Blackall et al. (1997) que
producédo de vacinas autdgenas eficientes. também  ndo  conseguiram  associar
grupamento genético com sitio de
Amostras ndo sorotipaveis d¢. parasuis isolamento, apds analisarem isoladosHle
tiveram alta variabilidade genética dentro de parasuis obtidos de locais respiratorios e
rebanhos, com dois (rebanho M) e seis fora do sistema respiratério, através da
(rebanho F) isolados NT diferentes, técnica de MLEE.
provenientes de um Unico rebanho. O
genadtipo IX, composto por cinco isolados Outros trabalhos demonstraram resultados
NT, foi identificado apenas nos rebanhos M diferentes. Smart et al. (1988; 1993) nao
e N. Neste caso, a distribuicdo destas encontraram perfis comuns entre isolados
amostras foi rebanho especifica (Fig. 5). fora do sistema respiratorio de animais
apresentando sinais clinicos de Doenca de
Glasser e isolados da cavidade nasal de
animais saudaveis, pela técnica de REF.
Ruiz et al. (2001) e Oliveira et al. (2003),
apos avaliagdo por ERIC-PCR de perfis
genbmicos de amostras dd. parasuis,
demonstraram que isolados respiratérios e
de fora do sistema respiratério tenderam a
ser colocados em grupos genotipicos
distintos, indicando que amaostras virulentas
poderiam ser clones. Olvera et al. (2007)

4.4, Diversidade genética das
amostras em relacdo ao sitio de isolamento

Quarenta e quatro dos 45 isolados analisados
possuem informagdo sobre o sitio de
isolamento. Na figura 4 podemos observar
dois grupos genéticos principais de
amostras, denominados grupo A e grupo B.
Alguns estudos anteriores (Smart et al., 1988

e 1993; Ruiz et al., 2001; Oliveira et al., demonstraram perfil idéntico de bandas
2003; Olvera et al., 2007), apGs genotipagem . P . :
entre isolados da cavidade nasal de suinos,

de H. parasuis verificaram que alguns . - .
grupamentos genéticos estavam associados at;léné)em utilizando genotipagem por ERIC-

amostras isoladas de lesdes de doenca de
Glasser e outros estavam relacionados a
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Pearson corelation (Opt0.507) [0.0%-3.2%] [13.4%-54.6%) [38.2%-100.0%]

ERIC ERIC
.58 880 8888 °
0 H oparasuis 6920 M NT  Pulméo PR | IX
03 H parasus 6919 M NI Pulmao PR | IX
932 H oparasus 5212 M NI Pericardte PR | IX
26 H parasuis 6084 N NT  Bronquo  SC | IX
i S H parasuis 6455 N NT  Pericardite  SC | IX
= H. parasuis 5159 M Focinho PR | x
L H. parasuis 5162 M Bronquio PR | «x

Figura 5: Dendrograma relativo a técnica de ERI®RP¢alculado pelo método UPGMA, representando lmsnteos M e N e demonstrando
a distribuic@o rebanho-especifica para as amadtrgendtipo IX e X. A seta indica o ponto de cdee90%.
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Esta discrepancia de resultados entre isolados NT (15/18) estdo presentes no
trabalhos pode ser devido a varios fatores. O grupo B do dendrograma (Fig. 4). Somente
namero de isolados deH. parasuis um isolado NT foi obtido da cavidade nasal
estudados foi bastante diferente entre (grupo A), enquanto os demais foram
estudos. No presente trabalho, 45 isolados isolados de brénquios, pulmdes, cérebro e
de H. parasuis foram caracterizados e lesbes de pericardite (grupo B). Em uma
comparados, enquanto Smart et al. (1988; pesquisa recente sobre amostras isoladas de
1993) avaliaram 12 e 69 isolados, rebanhos norte americanos, amostras NT
respectivamente, Ruiz et al. (2001) fora isoladas tanto de locais néo
avaliaram 53 isolados, Oliveira et al. (2003), respiratérios quanto do trato respiratério
98 isolados e Olvera et al. (2007), 25 superior (Oliveira et al., 2003). Desta forma,
isolados. Além disso, houve diferencas em adicdo aos 15 sorotipos, também
guanto a técnica de comparacdo adotada, o permanece incerta a relagdo de isolados NT
método de comparacdo (manual ou com viruléncia. Por outro lado, a diversidade
computadorizada), e ao laboratério que em genética entre as amostras estudadas foi
foram realizadas as andlises. ampla, independente do local de isolamento,
jd& que isolados do trato respiratério
Os isolados do trato respiratério apresentaram 21 dos 23 genotipos
apresentaram ampla variedade de sorotipos detectados, e as seis amostras isoladas de
(Tab.2), enquanto isolados de locais ndo locais sistémicos apresentaram quatro
respiratorios apresentaram apenas amostrasgenotipos distintos.
de sorotipo cinco e NT. A maioria dos

Tabela 2: Distribuicdo de sorotipos por sitio ddasiento entre 44 isolados #e parasuis
obtidos de 14 rebanhos.

Sorotipo

Sitio de isolamento 1 2 4 5 6 9 12 14 NT -*  Total
Trato respiratério superior 2 1 1 1 1 28
Brénquio 1 7 4 13
Pulmao 1 2 1 1 1 7 4 17
Saco pericardico 1 1
Pericardite 2 2
Pleurisia 1 1
Cérebro 1 12

Total 44

*. Nao testadas

As amostras de gendtipo Il foram isoladas patogenicidade  (Kielstein e  Rapp-
somente do trato respiratério superior (grupo Gabrielson, 1992). Em locais fora do
A). Estas amostras, apesar de serem clones,sistema respiratério, tais como pericardio,
diferem quanto ao sorotipo, sendo uma do pleura e cérebro, foram isolados os sorotipos
sorotipo 9 e a outra NT. O fato de teremsido 5 e NT. Entretanto, o sorotipo 5,
isoladas do trato respiratério superior indica reconhecido como 0 mais patogénico
gue podem ser de baixa viruléncia. Aléem (Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992), foi
disso, isolados do sorotipo 9 foram isolado também da cavidade nasal.
considerados ndo patogénicos ou de baixa
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Ja no trabalho de Oliveira et al. (2003), as
amostras deH. parasuisisoladas do trato
respiratorio superior eram tanto do sorotipo
3 quanto NT, sendo que isolados do sorotipo
3 também foram considerados nao
patogénicos ou de baixa patogenicidade por
Kielstein e Rapp-Gabrielson (1992).
Amostras potencialmente virulentas
(isolados de locais ndo respiratorios) foram
tanto dos sorotipos 1, 2, 4, 5, 12, 13 ou 14,
ou NT. Estes dados sugeriram que estes
isolados podem ser potencialmente
patogénicos. Além disso, os isoladosHle
parasuis obtidos do trato respiratério
superior diferiram consideravelmente dos
isolados de pulmd@o com pneumonia e de
locais sistémicos.

Em outros estudos (Smart et al., 1988, 1993)
foi observado que o perfil REF de

‘fingerprints’ foram ideais para definir a
variabilidade de amostras dentro e entre
rebanhos brasileiros. Além disso, simples
géis de agarose séo suficientes para separar
os produtos do ERIC-PCR, o que faz com
gue o procedimento seja rapido. Com
informagBes epidemioldgicas essenciais,
esta técnica pode ser usada para identificar a
origem de amostras virulentas introduzidas
no rebanho, para detectar grupos prevalentes
de amostras envolvidas em mortalidade, e
para selecionar amostras para serem usadas
na fabricacdo de vacinas autégenas para o
controle da doenca em rebanhos brasileiros.

5. Conclusdes
A genotipagem por ERIC-PCR forneceu

uma caracterizacdo adequada dos 45
isolados deH. parasuis sendo altamente

organismos associados com casos da doencadiscriminatéria devido a alta diversidade

de Glasser foi diferente daquele associado genética das amostras dentro e entre grupos
com os isolados obtidos de swab nasal de de sorotipos e de isolados ndo sorotipaveis, e
suinos clinicamente saudaveis. Ainda ndo se também dentro e entre rebanhos e sitios de
sabe se animais podem transportar amostrasisolamento.

patogénicas de forma subclinica e, se forem

capazes, de qual regido do corpo elas A utilizacdo desta técnica por médicos
poderiam ser isoladas. A obtencéo Ide veterinarios  permitrdA uma  evolucao
parasuis de suabes nasais vai indicar a significativa no conhecimento da
presenca deste organismo dentro de um epidemiologia da doenca.

rebanho, mas ndo determina se estas sao as

amostras que estdo envolvidas no surto da

doenca (Smart et al., 1993).

Rapp-Gabrielson e Gabrielson (1992)
avaliaram a relac&o entre sorotipo e sitio de
isolamento e relataram que houve um
aumento na frequiéncia dos sorotipos 4 e 5
entre isolados de suinos com polisserosite.
Entretanto, todos os sorotipos identificados
entre as amostras analisadas foram
detectados em suinos com polisserosite, e 0s
dados ndo indicaram uma associacdo entre
sorotipo, local de isolamento, ou potencial
patogénico.

No presente estudo, os perfis de ERIC-PCR
para isolados deH. parasuis foram

altamente heterogéneos, mas 0s
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