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Atualizacao em diagndstico:

Haemophilus parasuis,
Actinobacillus suis e
Actinobacillus pleuropneumoniae

Introducao

Haemophilus parasuis,
Actinobacillus suis e Actinobacillus
pleuropneumoniae sdo alguns dos
principais patdgenos respiratorios
associados, causadores de mortalidade
nas fases de creche ¢ terminagdo. Esses
patdgenos diferem consideravelmente
com relagdo a patogenia, viruléncia e
epidemiologia. Conhecer os detalhes
da infeccdo causada por cada um
desses microrganismos ¢ importante
para o entendimento e planejamento
das estratégias de diagndstico. Esse
artigo descreve as caracteristicas
basicas de cada um desses patogenos,
com o objetivo de prover informagdes
essenciais para veterinarios que atuam

no campo, para que maximizem
a utilizagdo de novos testes para
diagndsticos.

Colonizadores precoces versus
tardios

Embora seja necessaria a ge-
racdo de mais dados para estabele-
cer o exato momento das infecgbes
causadas pelo H. parasuis, A. suis
e A. pleuropneumoniae, a percepcao
geral ¢ que o H. parasuis coloniza o
trato respiratorio superior antes do A.
suis € do A. pleuropneumoniae. No-
vos testes de PCR disponiveis para a
detecgdo desses patdgenos certamen-
te proverdo os dados necessarios para

A porca é a principal fonte de contaminagdo do H. parasuis, A. suis e A. pleuropneumoniae, e o trato

respiratdrio superior a rota de transmissdo.
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responder a essa questdo. E importan-
te conhecer o periodo e 0 momento
da colonizagdo para cada um desses
microrganismos, para aperfeigoar sua
detecgdo e a administra¢do de trata-
mentos com antibidticos.

O Haemophilus parasuis pode
ser encontrado em ambas as cavida-
des nasais e nas tonsilas, enquanto o
A. suis e 0 A. pleuropneumoniae sao
mais comumente encontrados nas
tonsilas. Uma regra simples a seguir,
para definir a prevaléncia da infecgdo
no desmame, por exemplo, ¢ coletar
material das tonsilas através de swabs
e submeté-los ao teste de PCR.

Ha uma comparagdo da pre-
valéncia da colonizagdo tonsilar
pelo H. parasuis e pelo A. suis, no
desmame, em um plantel de suinos
endemicamente infectados por trés
periodos de desmame consecutivos.
Os resultados demonstraram que to-
dos os suinos coletados no desmame
(30 suinos/periodo) foram positivos
para o H. parasuis, enquanto apenas
70% foi positivo para o A. suis, atra-
vés da prova do PCR. Esse plantel,
especificamente, era negativo
para o A. pleuropneumoniae. Esses
dados sugerem que a colonizagdo
pelo H. parasuis ¢ mais eficaz (tanto
mais precoce como mais rapida) que
a colonizagdo pelo A. suis; entretanto,
0S mecanismos responsaveis por essa
diferenga sdo ainda desconhecidos. A
porca ¢ a fonte principal de H. para-
suis, A. suis e A. pleuropneumoniae
para os leitdes e o trato respiratorio
superior, a sua rota de transmissao.
Embora haja relatos de que o 4. suis
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A Técnica de PCR (Reagdo de cadeia pela polimerase), é um excelente suporte para detec¢do do

momento da colonizago dos agentes patogénicos.

possa ser encontrado na mucosa va-
ginal, com a pesquisa ndo foi detec-
tada a presenca deste patdgeno nesse
local, usando o PCR ou tentando o
isolamento. Os testes nesse sentido
foram realizados numa populagdo
reconhecidamente positiva para o 4.
suis, sendo o mesmo detectado nos
swabs tonsilares das mesmas porcas
que se revelaram negativas para a co-
lonizagdo vaginal.

A prova do PCR ¢ um excelen-
te suporte para o desenvolvimento e a
avaliagdo das estratégias de controle e
erradicagdo. Os swabs de tonsilas sdo
as amostras de elei¢do para definir a
prevaléncia da colonizagdo em mar-
rds, porcas ou leitdes. A defini¢do da
prevaléncia inicial € critica, para um
acesso bem sucedido aos protocolos
de tratamento. Ainda mais importante
¢ o fato do PCR poder ser utilizado
para definir o momento da coloniza-
¢do e para otimizar o estabelecimento
dos tratamentos com antibidticos que
atuem melhor frente aos microrganis-
mos em questdo. Tratamentos massi-
vos com antibidticos podem reduzir
ou eliminar a colonizagdo pelo A.
pleuropneumoniae € o A. suis. A re-
ducdo da prevaléncia no desmame
é, na verdade, tdo benéfica quanto a
erradicagdo para alguns plantéis, uma
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vez que os sinais clinicos ndo ocor-
rerdo durante o ciclo de produgdo. O
efeito dos tratamentos massivos nos
agentes colonizadores precoces, por
outro lado, pode ser o oposto. A alta
prevaléncia de colonizagdo do
H. parasuis (e do S. suis) no desmame
¢ na verdade desejavel, uma vez que a
maioria dos suinos deveria ter contato
com esses colonizadores normais do
trato respiratorio superior, na presen-
¢a de imunidade maternal. Tratamen-
tos com antibidticos visando agentes
colonizadores tardios deveriam ser
realizados de modo a permitir que al-
guma colonizag@o com H. parasuis e
S. suis ocorresse. Alguns plantéis tém
relatado aumento na mortalidade de-
vido a H. parasuis e S. suis apds tra-
tamento massivo com antibioticos para
eliminar 4. suis e A. pleuropneumo-
niae (App). O uso do PCR ajudara
a lidar com essa diferenca entre a
colonizagdo do H. parasuis / S. suis e
a do A. pleuropneumoniae | A. suis.

Isolamento - Amostragem
Respiratoria versus Sistémica

O H. parasuis, A. suis, e
A. pleuropneumoniae diferem con-
sideravelmente em termos de pato-
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genia e desenvolvimento de lesdes.
O Haemophilus parasuis pode ser
isolado de pulmdes sem lesdes, mas
os isolamentos nessas condigdes nao
sdo ideais para a caracterizacdo de
‘cepas problema’, envolvidas com a
mortalidade. O H. parasuis deve ser
isolado de locais como a pleura (com
pleurite), pericardio, peritonio, bago,
figado, linfonodos, articulacdes e cé-
rebro. Amostras para analise através
de PCR devem ser coletadas também
desses locais.

Ja o isolamento do A. suis e
do A4. pleuropneumoniae, por sua vez,
¢ interessante que seja realizado no
trato respiratorio. O Actinobacillus
suis e o0 A. pleuropneumoniae devem
ser isolados de pulmdes lesionados.
Ocasionalmente tem-se isolado
microrganismos semelhantes ao
A. pleuropneumoniae de pulmdes sem
lesdes. Ha espécies de actinobacilos
que se assemelham bioquimicamente
ao A. pleuropneumoniae e entdo se
tem utilizado ferramentas adicionais
de diagnostico, como a sequenciagio
16S rRNA, a genotipagem e o perfil
das toxinas, para elucidar esses re-
sultados. Foram documentamos pelo
menos dois casos de isolamento de
actinobacilos de pulmdes sem lesdes,
cujo diagndstico foi confundido com
o do A. pleuropneumoniae, com base
em identificacdo bioquimica. O ac-
tinobacilo em questdo continha ape-
nas a toxina Apx II (espera-se que o
A. pleuropneumoniae contenha uma
combinagdo de toxinas Apx I, II, III
e IV) e foi, por isso, tipificado como
sendo do sorotipo 10, com base na
prova de hemaglutinagio indireta, o
que sugeriu uma reagdo cruzada entre
os membros desse grupo de actinoba-
cilos e 0 A. pleuropneumoniae.

O Actinobacillus suis e o A.
pleuropneumoniae tém em comum
duas toxinas (Apx I e Apx II), sendo
essa a causa da similaridade entre suas
lesdes pulmonares (necrose ¢ hemor-
ragia). Esses organismos diferem, en-
tretanto, com relagdo a sua habilidade
em invadir o hospedeiro e causar uma
infecgdo sistémica. Enquanto a maio-
ria dos isolados de 4. suis sdo recu-
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perados do tecido pulmonar (o que
reflete uma preferéncia na submissao
da amostra para diagndstico laborato-
rial), a mesma cepa, isolada do trato
respiratorio, ¢ capaz de causar a do-
enga sistémica. Este é um fendmeno
que ndo sera observado no caso da
infecgdo pelo A. pleuropneumoniae,
por exemplo. Baseado nesses fato-
res, a amostragem para a detecgdo do
A. pleuropneumoniae, por isolamento
e/ou PCR, deveria incluir amostras de
pulmdes, sendo que as amostras pul-
monares e de outros locais sistémicos
deveriam ser submetidas ao diagnds-
tico para o A. suis.

A diferenga principal entre
os isolamentos do H. parasuis, do
A. suis, e do A. pleuropneumoniae
oriundos de amostras de casos clini-
cos — entre as amostras que devem
ser submetidas ao diagnostico — é a
sobrevivéncia desses patdgenos nas
espécies alvo. O H. parasuis é mui-
to mais sensivel a temperatura que
0 A. suis ou o A. pleuropneumoniae.
No caso da submissdo de amostras
de pulmdes com necrose ¢ hemorra-
gia, as chances de isolamento do A.
suis ou do A. pleuropneumoniae se-
rdo maiores. Isso ja ndo ocorre com
o H. parasuis, sendo — nesse caso —
o PCR a ferramenta de elei¢do para
diagnostica-lo se houver mortalidade
e na presencga de lesdes e auséncia do
isolamento.

Tipificacdo dos isolamentos

Os métodos de tipificacdo
(e o significado dos resultados
obtidos) diferem consideravelmente
entre o H. parasuis, o A. suis e 0
A. pleuropneumoniae. A sorotipagem
esta disponivel para o H. parasuis e
para o A. pleuropneumoniae, mas
nio para o A. suis. A genotipagem
esta disponivel para todos os trés
microrganismos, mas alguma
informagdo util poderia ser obtida
para o H. parasuis ¢ — talvez — para
0 A. suis. O H. parasuis nao contém
toxinas (conhecidas), enquanto o
A. suis e o A. pleuropneumoniae,
ambos contém as toxinas Apx
I e Apx II, as quais podem ser
detectadas pelo teste de PCR. Os
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perfis da toxina Apx sao inerentes aos
sorotipos do A. pleuropneumoniae,
tendo sido utilizados, com bons
resultados, como técnica alternativa
para identificar sorogrupos de A.
pleuropneumoniae. Os sorogrupos
identificados pelos perfis da toxina
do A. pleuropneumnoniae sao: 1, 2-8-
15,3,4,5,6,7,9, 10, 11, 12-13 ¢ 14.
A maioria dos isolados identificados
como perfil de toxina 2-8-15¢ 12-13 ¢
confirmado como sendo sorotipos 15
e 12, respectivamente, pelo método
da hemaglutinag¢do indireta (IHA).
Foram testados 70 isolados de A. suis,
de 12 grupos genotipicos diferentes,
para a presenga das toxinas Apx.
Todos os isolados tinham ambas
as toxinas Apx I e Apx II, mas ndo
tinham Apx I1I e Apx IV.

A genotipagem ¢ ainda uma
das ferramentas mais confidveis
para tipificar o H. parasuis. B uma
técnica que tem sido rotineiramente
usada para caracterizar e comparar
os isolados a campo de H. parasuis
por quase 10 anos, no Laboratorio de
Diagnostico da Universidade de Min-
nesota (MVDL). Agora se identifica
tendéncias interessantes na epidemio-
logia molecular do H. parasuis. A va-
riabilidade das linhagens ¢ extrema-
mente alta para esse microrganismo
e ha dados sugerindo que re-arranjos
resultando em diferentes tipos cap-

sulares podem ocorrer dentro de um
mesmo plantel. Isso poderia ser um
mecanismo de evasdo utilizado pelo
H. parasuis para escapar da resposta
imunitaria do hospedeiro. Atualmen-
te, esta ¢ uma hipotese que precisa ser
avaliada com maior profundidade. A
prova ERIC-PCR nos fornece uma
boa informagdo instantdnea sobre a
variabilidade genética do H. parasuis,
dentro de uma populacdo de suinos.
Esta técnica tem se revelado como de
extrema importancia para a selecdo
de cepas a serem incluidas em vaci-
nas autdgenas e relatos de veterina-
rios a campo confirmam que, quando
as cepas corretas (prevalentes/recen-
tes/sist€micas) sdo adicionadas a va-
cina, a vacinagdo impactara de modo
positivo na mortalidade. Ndo ha da-
vida de que os anticorpos tém um pa-
pel importante na protecdo imunitaria
contra o H. parasuis. Suinos privados
de colostro s@o altamente sensiveis a
infecgdo sistémica pelo H. parasuis e
o declinio dos anticorpos maternais
em suinos convencionais estd asso-
ciado ao inicio da mortalidade na
creche. Em resumo, a vacinag@o ¢ im-
portante para a prevengao e o controle
do H. parasuis e a selegdo das cepas
corretas a serem incluidas nas vaci-
nas autdgenas faz toda a diferenca.
No momento esta sendo avaliado um
“método baseado na sequéncia” al-
ternativo para tipificar o H. parasuis.
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Esses métodos incluem a tipificagdo
da sequéncia multilocus (MLST) e o
sequénciamento dos genes que codifi-
cam antigenos. E esperado desenvol-
ver um novo meétodo para a tipificac@o
do H. parasuis que fornega ambas as
informagdes — epidemiologicas e an-
tigénicas — para monitorar a infec¢édo
e selecionar cepas vacinais.

A importancia da genotipagem
para o H. parasuis ndo ¢ exatamente
a mesma que para o 4. suis e o App.
Para 0 App o método mais importante
de tipificagdo ¢ a sorotipagem (tanto
por hemaglutinagdo indireta quanto
pela defini¢do do grupo do sorotipo
pelo perfil das toxinas). A genotipa-
gem ndo ajuda na selegdo das cepas
vacinais, embora possa ser potencial-
mente usada para seguir o movimen-
to das mesmas entre plantéis. Nesse
caso, a genotipagem se torna uma fer-
ramenta importante para a avalia¢do
da transmissdo e de brechas na bios-
seguranca. Para o 4. suis, a genotipa-
gem ¢ o Unico sistema disponivel para
a tipificagdo de rotina. Esta sendo re-
alizada extensiva caracterizagdo dos
isolados de A. suis recuperados dos
plantéis norte americanos de suinos
e ha a confirmagdo de que o A4. suis
¢ altamente colunavel, o que significa
que muitos grupos isolados compar-
tilham o mesmo gendtipo, toxina e
os perfis de proteina celular total. Os
médicos veterinarios que trabalham
com suinos tém utilizado a genotipa-
gem do A. suis para caracterizar a va-
riabilidade das cepas dentro dos plan-
téis e para selecionar cepas vacinais.
Embora essa tenha se tornado uma
pratica comum em alguns plantéis de
suinos, ndo ha dados confirmando a
eficacia das vacinas autdgenas contra
0 A. suis.

Nao ha testes sorologicos
disponiveis para o 4. suis. Testes de
ELISAparaoH. parasuispodemprover
alguma informacao significativa, caso
sejam produzidos de acordo com
especificagdes e utilizem a(s) cepa(s)
problema do plantel como antigeno(s)
de cobertura na placa de ELISA. As
respostas soroldgicas ao H. parasuis

sao sorotipo-especificas. Um ELISA
que contenha um sorotipo 5, por
exemplo, trard melhores resultados
para uma populagdo infectada com
esse sorotipo e uma infecgdo com
um sorotipo diferente podera gerar
resultados soroldgicos negativos.

A sorologia é uma das ferra-
mentas mais importantes para moni-
torar as infecgdes pelo App. Existem
hoje trés variedades de testes soro-
logicos que podem ser utilizados na
deteccdo de anticorpos contra esse
patdgeno. O teste de ELISA original
para o App foi lancado pela empre-
sa Biovet. Esses testes sdo sorotipo-
especificos e detectam anticorpos
contra a cadeia longa de lipo-polis-
sacarideos (LC-LPS) desse patdgeno.
Os sorogrupos identificados por esses
testes incluem os sorotipos (1-9-11),
2, (3-6-8-15), (4-7), 5, 10, e 12. Os
sorotipos entre parénteses nao podem
ser diferenciados. Alternativas recen-
temente introduzidas incluem o APX
IV ELISA, do laboratorio /IDEXX e o
teste Multi-App oferecido na Univer-
sidade de Montreal. Ambos os testes
detectam anticorpos contra todos os
sorotipos de A. pleuropneumoniae. O
teste APX IV baseia-se na detecgdo
de anticorpos contra uma toxina que
se expressa durante a infec¢do (Apx
IV) e o Multi-App. ELISA baseia-se
na detecgdo de anticorpos contra uma
mistura de LC-LPS, oriunda de todos
os sorotipos do A. pleuropneumoniae.
Como seria de se esperar, ha discor-
dancias entre os resultados obtidos
com cada um destes testes. O histo-
rico clinico, o teste do PCR e o iso-
lamento sdo criticos na elucidacdo de
resultados positivos ndo esperados. E
percebido comparando frequentemen-
te o desempenho desses testes, com o
objetivo de detectar soroconversio
em suinos subclinicamente infectados
apos a infeccdo experimental com o
A. pleuropneumoniae.

O Haemophilus parasuis con-
tinua sendo um patdgeno que desafia a
suinocultura. Muitas das dificuldades
relativas a prevencdo e ao controle da
infec¢do causada por ele estdo asso-

ciadas a alta variabilidade observada
nesse patdgeno e, possivelmente, a
sua adaptabilidade a imunidade do
plantel. O desenvolvimento de mé-
todos de tipificagdo baseados na se-
quéncia, os quais fornecem ambas as
informagoes, epidemioldgicas e anti-
génicas, melhorardo sobremaneira a
caracterizacdo e a sele¢do das cepas
vacinais do H. parasuis.

Atipificagdo do Actinobacillus
suis estd ainda em seus estagios ini-
ciais. Embora a genotipagem seja ttil
para tragar o movimento das cepas e
caracterizar sua variabilidade, tanto
dentro do mesmo plantel como en-
tre plantéis distintos, ainda é preciso
entender como essa informagao pode
ajudar na preveng¢do ¢ no controle da
infecgdo. O préximo passo logico na
pesquisa voltada ao A. suis seria ava-
liar a eficacia das vacinas autogenas.
Esse é um dos objetivos futuros da
pesquisa. O tratamento massivo com
antibioticos pode trazer mais proble-
mas que beneficios, especialmente se
afetar a prevaléncia — no desmame
— de agentes colonizadores precoces
como o H. parasuis e o S. suis. A va-
cinag@o pode ser uma boa alternativa
na prevengdo e no controle da doen-
¢a, sem afetar a colonizag@o de outros
organismos comensais do trato respi-
ratorio.

O diagnostico do
A. pleuropneumoniae precisa ser re-
visto, havendo a necessidade do de-
senvolvimento de um protocolo va-
lidado para monitorar a infecgdo. Os
novos testes soroldgicos introduzidos
recentemente no mercado tém criado
confusdo, gerando muitas vezes, mais
perguntas do que respostas. E espe-
rado elucidar muitas dessas questdes
com o experimento que estdo sendo
conduzidos no momento e ¢ planejado
usar os resultados para desenvolver e
avaliar um protocolo padrio para o
diagndstico do 4. pleuropneumoniae.

Disponiveis na pagina da web
de Bacteriologia Molecular:
www.molecularbacteriology.com G
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