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RESUMO

DEL’ ARCO, Ana Elisa, M.S. Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2001. Caracterizagao de amostras de Streptococcus suis em suinos

clinicamente doentes no Brasil. Orientador: José Lucio dos Santos.
Conselheiros: José Eurico de Faria e Paula Dias Bevilacqua.

No presente trabalho, estudaram-se aspectos epidemiolégicos das
infecgbes causadas por Streptococcus suis, enfocando, principalmente, a
ocorréncia dos seus diversos sorotipos. Analisaram-se 323 amostras de S.
suis, isoladas de animais clinicamente doentes, as quais foram sorotipadas,
de acordo com a técnica de coaglutinagdo, utilizando soro hiperimune
produzido para este trabalho. Um questionario foi elaborado e enviado aos
proprietarios das granjas positvas para S. suis. Analisando os
questionarios  recebidos, observou-se que todas as granjas possuem
sistema de criagcdo de ciclo completo, 40,5% possuem entre 10 e 20 anos de
existéncia e 38,1% possuem entre 100 e 500 matrizes. Pela sorotipagem
das amostras, constatou-se que o S. suis esta presente em varios estados
brasileiros, sendo o maior numero de isolados correspondente ao Estado
de Minas Gerais (60,1%), seguido de S&o Paulo (10,4%) e Parana (8,9%).
O sorotipo 2 foi o mais frequente (61,9%), seguido dos sorotipos 1, 3, 4, 7 e
8. O maior numero de isolamentos foi obtido de cérebro (56,0%), seguido do
pulmé&o (9,8%) e casos de septicemia (9,2%). Em relagéo asensibilidade a
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antibidticos, as amostras de S. suis foram mais sensiveis a amoxicilina
(96,4%), seguida de lincomicina-espectinomicina (90,9%), ampicilina (87,2%),

cloranfenicol (79,1%) e penicilina (71,0%).



ABSTRACT

DEL" ARCO, Ana Elisa, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, October, 2001.
Caracterization of Streptococcus suis samples of clinically sick pigs in
Brazil. Advisor: José Lucio dos Santos; Committee members: José Eurico
de Faria and Paula Dias Bevilacqua.

In the present work, epidemiological features of Streptococcus suis
infections were studied, mainly focalizing the serotypes occurrence. It was
analyzed 323 S. suis isolated samples, of clinically sick pigs. These samples
were serotyped following the coaglutination method, using hyperimmune sera,
specially produced for this work. A questionnaire was developed and then sent
to farmers that had S. suis positives pigs. Analyzing the received
questionnaires, it was observed that all farms have farrow-to-finish production
system, 40,5% have 10 to 20 years of production and 38,1% had between 100
and 500 sows. Serotyping these samples, it was noticed that S. suis is present
in several Brazilian states, and the greater number of them belong to Minas
Gerais, followed by Sdo Paulo (10,4%) and Parana (8,9%).The serotype 2
was the most frequent one (61,9%), followed by the serotypes 1, 3, 4, 7 and 8.
The greater number of isolations occurred in brain (56,0%), followed by lung
(9,8%) and septicemic cases (9,2%). Regarding to drugs’ sensitivity, the S.
suis isolated samples were more sensitive to amoxicillin (96,4%), followed by
lincomycin-spectinomycin (90,9%), ampicillin (87,2%), chloranphenicol
(79,1%) and penicillin (71,0%).



1. INTRODUGAO

Durante a ultima década, a industria suinicola direcionou seus maiores esforcos
para a producdo de rebanhos com baixo nivel de doenga. Mas, nos ultimos anos, o
Streptococcus  suis tem emergido como um importante patégeno na suinocultura
mundial, particularmente em rebanhos de elevado estado de sanidade.

A infecgdo causada pela bactéria S. suis ¢ um problema disseminado nos paises
de maior producdo suina no mundo. Por ela fazer parte da flora normal de suinos e por
ser transmitida durante o parto, ndo pode ser erradicada com & novas metodologias de
criagdo, como a desmama precoce. O problema tem recebido grande aten¢do nos
ultimos anos em razdo das grandes perdas econdmicas, as quais estdo relacionadas com
a mortalidade e o custo dos processos infecciosos, incluindo medicacdo para animais

infectados e para aqueles sob risco de infeccao e perdas por menor peso de carcaca dos
animais afetados.

O S. suis é responsavel por uma grande variedade de infecgbes como
meningite, pneumonia, septicemia e artrite. Varios sorotipos ja foram
identificados e sua patogenia, ainda hoje, é objeto de estudo para melhor
compreensao deste processo.

No Brasl, a meningite tem se tomado um problema cada vez maior na
suinocultura com alta tecnologia de produgdo, mas ainda ndo se conhecem os
sorotipos que estio envolvidos, principalmente aqueles que estdo causando doenca.
Além disso, anda ndo se conhecem os aspectos epidemioldgicos das nfecgbes
causadas por esta bactéria, nem as caracteristicas dos rebanhos afetados .

Segundo o relatério final do Encontro Técnico da ABRAVES nacional
sobre meningite estreptocécica em suinos, uma das prioridades para o Brasil
seria a caracterizagdo dos sorotipos do Streptococcus suis, bem como o estudo
dos fatores de risco relacionados com a infecgéo (VAZ, 1999).

Além disso, com o aumento da restricdo ao uso de antibidticos na
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producdo suinicola, juntamente com a pressao exercida por parte das industrias
de exportacdo em relagdo a restricido aos antibidticos, torna-se cada vez maior a
necessidade do entendimento da infeccdo causada pelo S. suis, para que o
combate a este agente seja mais efetivo e que vacinas mais efetivas possam ser
desenvolvidas. O primeiro passo para este desenvolvimento é o conhecimento
dos sorotipos envolvidos nos processos infecciosos.

Os objetivos do presente trabalho foram determinar a freqiiéncia dos sorotipos
de Streptococcus suis do 1 a 9 e 2em suinos clinicamente doentes, e estudar a
epidemiologia das infecgdes e as caracteristicas das granjas afetadas por esta bactéria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Na década de 50, na Inglaterra e Holanda, foram relatados, pela primeira
vez, casos de meningite e artrite em leitdes causados por Streptococcus (FIELD
et al., 1954; Jansen e Dorssen, 1951, citados por SANFORD e HIGGINS, 1992).
Em 1963, eles foram classificados por de Moor em dois grupos Lancefield: S e R
(de Moor, 1963, citado por SANFORD e HIGGINS, 1992). Em 1975, o organismo
foi classificado como pertencendo ao grupo D e a classificacdo de S e R foi
substituida por Streptococcus suis tipo | e Il, respectivamente (WINDSOR e
ELLIOT, 1975). Somente em 1987, o S. suis foi oficialmente descrito como uma
nova espécie por Kilpper-Balz e Schleifer, mostrando que o S. suis € uma
espécie geneticamente homogénea e diferente dos demas membros do grupo
Lancefield D (SANFORD e HIGGINS, 1992).

O S. suis é uma bactéria gram positiva, hemolitica e anaerdbica
facultativa; um coco bacilo que ocorre sozinho, em pares, e raramente em
cadeias curtas. Ja foram identificados 35 sorotipos do S. suis (1 ao 34 e o 1/2),
sendo os mais frequentemente associados a doenga os sorotipos 2 e 1. Mas
outros sorotipos também tém sido relacionados a quadros infecciosos em
diversos paises, como os sorotipos 2, 3, 4, 8, 17, 19 e 21 no Canada
(GOTTSCHALK et al, 1993); 7, 8 e 14 no Reino Unido (MACLENNAN et al,
1996); %23, 8, 9 e 14 na Espanha (LUQUE et al., 1998); 3, 4, 7 € 9 na Alemanha
e %23, 4, 7 e 9 na Italia (WISSELINK et al., 2000).

No Brasil, REIS et al. (1980) isolaram Streptococcus alfa hemoliticos de
leitdes e FARINHA et al. (1981) de cérebro de suinos. Outros trabalhos relatam o
isolamento do S. suis em diversas regides do pais (BARCELLOS et al., 1984;
GARCIA e SCHONHOFEN, 1988; BARCELLOS et al, 1995; GIMENES et al.,
1997), mas apenas classificaram as amostras como pertencentes aos sorotipos | e
Il. Somente a partir de 1999, ocorreram as primeiras descricdes da distribuicdo dos
sorotipos desta bactéria no Brasil (SANTOS et al., 1999; SANTOS et al., 2000).

Alguns sorotipos tém sido isolados de animais saudaveis e, segundo
estudo realizado por DEVRIESE et al. (1994), esta espécie faz parte da flora
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normal de tonsilas e intestino de suinos. O S. suis também tem sido isolado de
outras espécies como ruminantes, gatos, cachorros, cavalos e humanos
(SANFORD e HIGGINS, 1992; GOTTSCHALK et al., 1998). Em humanos, a
bactéria pode causar meningite e choque seéptico, sendo considerada uma
doenga ocupacional (FRANCOIS et al., 1998).

A doenca tem maior incidéncia em granjas de produgao intensiva, com
animais totalmente confinados e alta densidade. Altas taxas de infeccdo sao
atribuidas @ ma condicdo sanitaria e doenga concomitante. O uso da desmama
precoce medicada, objetivando erradicar o S. suis, tem falhado, ja que a
infeccdo da leitegada ocorre durante ou logo apdés o parto (DEE et al., 1993;
DRITZ et al., 1996a; AMASS et al., 1997).

A infroducdo do agente ocorre atraves de animais portadores
assintomaticos, geralmente animais do rebanho reprodutivo. Os leitdes tornam-
se infectados durante o parto, quando entram em contato e, ou, deglutem a
bactéria da secregcao vaginal da porca (AMASS et al., 1997). Apés a desmama,
os leitbes infectados disseminam o agente para os demais leitdes presentes
(TORREMORELL e PIJOAN, 1998). Os surtos ocorrem mais comumente em
animais de 4 a 12 semanas e seu pico, geralmente, acontece na creche (em
tomo de 6 semanas). A mortalidade pode variar entre 4 e 14%
(TORREMORELL et al., 1998). Animais de qualquer idade podem ser afetados,
mas geralmente a susceptibilidade diminui com o aumento da idade. Em
rebanhos, em que o S. suis é endémico, uma parte dos animais torna-se
portadora assintomatica (DEE et al., 1993; STAATS et al., 1997).

2.1. Fatores de viruléncia

A viruléncia varia entre as amostras de S. suis, sendo que nem todos os
sorotipos € nem todos os isolados de um mesmo sorotipo causam doenca.
OKWUMABUA et al. (1995) mostraram que existe uma certa heterogeneidade
genética entre os sorotipos e até mesmo entre amostras de um mesmo

sorotipo. Amostras virulentas e avirulentas de um mesmo sorotipo puderam ser
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distinguidas por possuirem heterogeneidade gendémica. Sdo comuns de serem
encontradas amostras do sorotipo 2 virulentas, moderadamente virulentas e
avirulentas (STAATS et al., 1998).

Em um estudo sobre a diversidade filogenética do S. suis, CHATELLIER et
al. (1998) mostraram que todos os sorotipos sdo muito semelhantes, sendo mais
divergentes apenas os sorotipos 20, 22, 26, 32, 33 e 34. Apesar desta divergéncia,
nao foram encontrados outros subsidios para caracterizar uma outra espécie.

Os fatores de viruléncia ainda ndo estdo muito bem definidos, apesar de ja terem sido
identificados alguns, ainda ndo se conhecem seus mecanismos de acao.

2.1.1. Muramidase Released Protein e Extracellular Factor

O tipo 2 virulento possui a MRP (muramidase released protein), proteina
de 136 kDa presente na capsula, e a EF (extracellular factor), proteina de 110
kDa, que é secretada no meio pela célula. Acreditase que a MRP possa se
ligar a fibronectinas e assim auxiliar na resisténcia a fagocitose. Ela apresenta
semelhanga as proteinas M presentes em outras espécies de Streptococcus
que possuem esta fungdo. Alguns autores acreditavam serem estas proteinas
necessarias para a atuagdo completa da viruléncia (QUESSY et al., 1995;
VECHT et al, 1996; SMITH et al., 1997; STAATS et al., 1999). Por outro lado,
pesquisas recentes tém demonstrado que, apesar da presenga destas estar
associada a doenca, a sua atuacdo ndo € necessaria para que uma amostra
seja virulenta. Ja foram encontradas amostras que, apesar de virulentas, nao
possuiam a expressdo de um ou dos dois fatores (SMITH et al., 1996;
GOTTSCHALK et al, 1998; STAATS et al, 1998; STAATS et al, 1999,
GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

2.1.2. Suilisina

O S. suis também produz uma hemolisina (suilisina) que parece ter um papel
importante na viruléncia (FEDER et al., 1994). Esta proteina pertence a familia de toxinas que
sdo conhecidas como antigenicamente relacionadas a toxinas “colesterokbinding”, pois
possui caracteristicas semelhantes a toxinas pertencentes a esta familia, como sensibilidade a
oxigénio e outros agentes oxidantes e inibicdo por pequenas quantidades de colesterol
(GOTTSCHALK et al., 1995). Apesar de ela ser colocada como um fator de viruléncia
importante (STAATS et al., 1998; CHARLAND et al., 2000), algumas amostras que nao
produzem esta toxina também sdo virulentas, o que demonstra a necessidade de maiores
estudos para esclarecimento da sua fun¢do (GOTTSCHALK et al., 1998; STAATS et al.,
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1999).

2.1.3. Adesinas e Polissacarideos capsulares

As adesinas sao proteinas presentes na capsula do S. suis. Algumas
amostras possuem maior poder de aderéncia as células, o que pode ser
importante para a fixagdo da bactéria no momento da colonizagdo e posterior
invasao dos tecidos (GOTTSCHALK et al., 1991a).

Um outro fator de viruléncia potencial, presente na bactéria, sdo os
polissacarideos capsulares, dentre os quais o acido sidlico seria o responsavel
por esta fungdo. O &cido sidlico inibe a via alternativa do complemento e protege
a bactéria da fagocitose (GOTTSCHALK et al., 1991a; CHARLAND et al., 1995).
Mas a participacdo deste acido na patogénese ainda € discutida, pois nem todos
os sorotipos 0 possuem em grande quantidade como em outras espécies de
Streptococcus (CHARLAND et al., 1997). Alguns trabalhos demonstraram que a
auséncia destes polissacarideos esta relacionada com o aumento da
hidrofobicidade e da fagocitose, o que sugere alguma fungdo destes na
viruléncia do microrganismo (SALASIA et al., 1995; CHARLAND et al., 1998).

2.2. Patogenia

Assim como em outras doencas bacterianas ou virais, o estresse pode
precipitar a infeccdo causada por S. suis. Condicdes como superpopulacdo, ma
ventilagdo, mudanga brusca de temperatura, mistura de lotes, movimentacgdes,
vacinagdbes e doencas concomitantes sao fatores estressantes que podem
participar deste processo (DEE et al., 1993).

A patogenia da meningite causada pelo Streptococcus suis ainda nao
estd completamente esclarecida. Existem algumas hipoteses, mas ainda séo
necessarios mais estudos para o entendimento completo deste mecanismo.

O S. suis tipo 2 é transmitido por via nasal ou oral e coloniza as tonsilas.
Geralmente, aceita-se que este seja o local de maior replicagdo. Alguns
animais serdo apenas portadores assintomaticos e nunca desenvolverao a
doenga, enquanto outros, mais cedo ou mais tarde, irdo desenvolver

bacteremia, algumas vezes septicemia, e finalmente meningite. Neste caso, a
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bactéria deve circular pelo organismo através da corrente circulatéria e entdo
alcangar o sistema nervoso central (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

A primeira teoria desenvolvida seria de que células mononucleares poderiam
fagocitar a bactéria e carred-la para o sistema nervoso central, articulagdes e cavidades
serosas (GOTTSCHALK et al., 1992; SANFORD e HIGGINS, 1992).

Mas de acordo com estudos recentes, observou-se que amostras de alta

viruléncia resistem a fagocitose e possuem alta capacidade de aderéncia a
células. Além disso, observou-se que o S. suis ndo possui a capacidade de
lesar as células que compdem a barreira hematoencefalica (CHARLAND et al.,
1998; CHARLAND et al., 2000; GOTTSCHALK e SEGURA, 2000). Entdo, tem
sido sugerido que o S. suis possa invadir o sistema nervoso central através da
invasdo das jungdes intercelulares da barreira hematoencefalica, por ocorrer
aderéncia a este tipo de célula, mas a bactéria ndo causa leséo (CHARLAND
et al.,, 2000).

Outra hipotese seria que, apdés a aderéncia as células da barreira
hematoencefalica, as bactérias possam secretar fatores toxicos, os quais afetariam as
células endoteliais. Estes fatores mderiam aumentar a permeabilidade da barreira, o que
poderia acarretar edema cerebral, aumento da pressdo intracraniana ¢ bloqueio do fluxo
sangliineo, caracteristicos da meningite. Um dos mecanismos poderia ser a estimulacdo da
liberagdo de citoquinas que acarretariam estas mudancas (GOTTSCHALK e SEGURA,
2000).

2.3. Sinais clinicos e lesoes

Em casos agudos da doenga, o0s sinais clinicos que podem ser
observados sao: febre, depressdo, anorexia, sinais clinicos nervosos como
ataxia, incoordenacéo, tremores, opstotomus, pedalagem, paralisia, convulsdes
e nistagmo. Pode-se observar, ainda, morte subita, abortamento, eritrema e
artrite (GOGOLEWSKI et al., 1990; GALINA et al., 1994; VECHT et al., 1996).

O aumento de volume do fluido cérebro espinhal que acompanha a meningite
causa um aumento na pressdo intracraniana, possivelmente danificando neurdnios e
levando ao aparecimento dos sinais clinicos (SANFORD e HIGGINS, 1992).

As lesdes mais encontradas sdo: congestdo das meninges, encefalite, edema e
congestdo do cérebro, além de septicemia, pneumonia e endocardite (SANFORD, 1987;
GOGOLEWSKI et al., 1990; GALINA et al., 1994; KATSUMI et al., 1997; LUQUE et
al., 1998).

2.4. Identificagao do agente

A identificacdo da bactéria como agente etiologico € geralmente feita a
15



partir do seu isolamento de animais doentes, em laboratério. As colbnias séo
pequenas, esverdeadas ou transparentes e levemente mucdides em agar
sangue. Os parametros bioquimicos devem ser usados como uma
complementacao dos testes soroldgicos, pois ndo sao critérios satisfatorios para
uma identificacdo clara dos isolados (PAYVANDI et al., 1989; GOTTSCHALK et
al., 1991b). O comportamento bioquimico mais usado é: catalase negativo,
Voges-Proskauer (acetoina) negativo, amilase positvo e nao-crescimento em
meio com 6,5% de NaCl (DEVRIESE et al., 1991; GOTTSCHALK et al., 1993;
VECHT et al., 1996; AMASS et al., 1997; LUQUE et al., 1998).

Outros métodos de diagndstico tém sido desenvolvidos, como
imunohistoquimica, em que se utiliza imunofluorescéncia direta e peroxidase
anti-peroxidase (BOYE et al., 2000). Desenvolveram-se, também, alguns testes
ELISA na intencdo de agilizar o processo de diagnostico do agente causador
de infeccdo ou de identificar rebanhos positivos para S. suis (KATAOKA et al.,
1996; GALINA et al., 1996). Recentemente, testes de reagdo de polimerase em
cadeia (PCR) tém sido desenvolvidos, mostrando alta sensibilidade e alta
especificidade (WISSELINK et al., 1999).

A classificacdo dos diversos sorotipos € realizada por meio de
identificacdo de antigenos capsulares através de reagdo antigeno-anticorpo.
Varios métodos tém sido usados, como aglutinagdo em lamina, imunodifusdo e
coaglutinagdo (GOTTSCHALK et al, 1989; PAYVANDI et al, 1989;
GOTTSCHALK et al, 1991b; TARRADAS et al, 1994; AMASS et al, 1997;
STAATS et al., 1997; LUQUE et al., 1998).

Na coaglutinagdo, a imunoglobulina G do soro se liga a proteina A do
Staphylococcus aureus que € misturado com o isolado a ser identificado. Esta
ligagédo faz com que as por¢gdes Fab das imunoglobulinas G figuem voltadas
para fora, o que facilita a ligagdo destas com o antigeno especifico para aquele
anticorpo. A reagao positiva € caracterizada pela formagao distinta de grandes
agregados (CHRISTENSEN et al., 1973; GOTTSCHALK et al., 1993).

A coaglutinagao foi usada para identificacdo de grupos de Streptococcus
por CHRISTENSEN et al. (1973) para faciltar a classificagdo de amostras
isoladas entre os diversos grupos Lancefield. Com a identificagdo dos diversos
sorotipos do S. suis, este teste passa a ser usado como descrito por
CHRISTENSEN et al. (1973), ou com algumas modificagbes (PAYVANDI et al.,
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1989; GOTTSCHALK et al, 1993). Por ser facil e rapidamente realizada, a
coaglutinacdo tem sido o teste escolhido por varios autores para identificagéo
dos diversos sorotipos desta bactéria em questdo (PAYVANDI et al., 1989;
GOTTSCHALK et al, 1993; GALINA et al, 1996; AMASS et al, 1997,
HIGGINS e GOTTSCHALK, 1999; SANTOS et al, 1999; SANTOS et al., 2000;
WISSELINK et al., 2000).

2.5. Tratamento e prevengao

Para animais que apresentam sinais clinicos, as drogas de escolha sdo penicilina
ou ampicilina injetavel. Casos de resisténcia a penicilina t€m sido relatados desde 1980,
0 que impde cada vez mais a necessidade de fazer antibiogramas para conhecer a
sensibilidade de diferentes amostras isoladas (TURGEON et al., 1994). Outros relatos
de aumento de resisténcia a diversos antibidticos sdo encontrados na literatura
(WASTENSON et al., 1994; AARESTRUP et al., 1998a e b). E importante lembrar que
animais com comprometimento avangado do sistema nervoso central sdo dificeis de
recuperar. Por isso, o tratamento deve ser feito o mais cedo possivel. O uso de
medicac@o estratégica em periodos com maior probabilidade de ocorréncia de surtos € o
mais indicado. Fatores rehcionados ao manejo que levam a um aumento de estresse
devem ser minimizados, bem como o controle de outras doengas que podem agravar o
quadro também deve ser feito (SANFORD e HIGGINS, 1992).

O uso de vacinas para controle do S. suis ainda ndo alcangou os resultados
almejados. Apesar de varios estudos realizados com o intuito de esclarecer quais
mecanismos, relacionados a resposta imunolégica (celular e humoral), sdo importantes
para a protecdo do animal, ainda ndo se conhecem com clareza os caminhos necessarios
para a producao de vacinas realmente eficazes (HOLT et al., 1989; JACOBS et al.,
1996; SEPULVEDA et al., 1996; BUSQUE et al., 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia e no

coelhil do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Amostras de campo

As amostras utilizadas neste trabalho, para sorotipagem, foram cedidas
pelo laboratério Microvet (Microbiologia Veterinaria Especial LTDA, Vigosa,
MG, Brasil). Estas amostras, que constituem um total de 323, estavam
liofilizadas e foram isoladas a partir de 6rgédos de animais doentes que foram
enviados para diagnostico laboratorial durante os anos de 1995 a 2001. Os
dados referentes a cada amostra isolada também foram cedidos pelo referido
laboratério. As informagbes, que constituiram a base do banco de dados
utilizado neste trabalho, consistem em: propriedade, municipio, estado, data de
isolamento, idade do animal, 6rgdo de isolamento, outros agentes bacterianos
isolados, sensibilidade ou resisténcia a amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol,
lincomicina-espectinomicina, norfloxacina, penicilina, sulfa e trimetoprim e
tetraciclina. Vale ressaltar que estes dados, por serem de origem secundaria,
ou seja, dados oriundos de um banco de dados preexistente, ndo estavam

completos em todas as amostras.
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3.2. Testes bioquimicos

As amostras de S. suis, cedidas pelo laboratério Microvet, foram
submetidas a testes bioquimicos preconizados para identificacdo do S. suis,
que consistem em catalase, amilase, crescimento em meio com 6,5 % de NaCl
e teste Voges-Proskauer (DEVRIESE et al., 1991; GOTTSCHALK et al., 1993;
VECHT et al., 1996; AMASS et al., 1997; LUQUE et al., 1998). Estes testes

foram realizados anteriormente asorotipagem destas amostras.

3.3. Questionarios

A partir dos dados cedidos pelo laboratério Microvet, referentes a cada
amostra de S. suis isolada, elaborou-se um questionario para ser enviado aos
proprietarios das granjas positivas (Figura 1), com a finalidade de melhorar os
dados epidemioldgicos referentes ao estudo da infecgdo por S. suis,
complementando, assim, os dados contdos nos exames referentes ao
isolamento de cada amostra. Enviou-se o0 questionario, via correio, para 160
propriedades. N&o houve possibilidade de envio para todas as propriedades
(191) por falta de enderego de algumas delas. O envelope com o questionario
continha, ainda, correspondéncia explicativa e envelope menor selado e
subescrito para devolugdo via correio. Por telefone, manteve-se contato com os

proprietarios, solicitando o preenchimento e a devolugao dos questionarios.
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Questionario sobre Meningite por Streptococcus suis

Dados Gerais
Granja:
Nome do Criador:

Endereco:
Localidade:
Municipio:
Estado:
Empresa Integradora:
Telefone:

Responsavel pelas informagoes
Nome:
Cargo:
Endereco:
Telefone:
Fax:
E-mail:

Caracteristicas da Granja

1. Quanto tempo produz suinos na propriedade?
5 anos 5-10 anos
10-20 anos > 20 anos

2. A suinocultura € a principal atividade?
Sim Nao

Quais sdo as outras atividades:

3. Qual o numero de matrizes na granja?

10 10-30 30-100
100-500 500-1.000 >1.000
4. Qual o sistema de criacao adotado?
Intensivo convencional Intensivo convencional com acesso a
piquete
Semiintensivo SISCAL

5. Qual o objetivo da criagéo?

Terminagéo Producgéo de reprodutores
Producéo de leitbes Ciclo completo

Figura 1 — Questionario enviado aos produtores para caracterizagdo da doencga
por Streptococcus suis.
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6. Existem instalacdes separadas para cada fase de producao?
Sim Néo

7. Aformacao dos lotes ocorre por
Leitegada Tamanho
Desmame Semana (idade)

8. Qual a granja mais préxima?

500m 500-1.000m > 1.000m

9. Quais as doengas existentes na granja?
Pneumonia enzodtica Rinite atrdfica Pleuropneumonia
Haemophilus parasuis Livre de doencas respiratorias

10. Quais as vacinas utilizadas na propriedade?

11. Sao utilizadas vacinas autogenas?
Sim Nao
Quais?

Enfermidade com sintomatologia nervosa

1. Numero de animais envolvidos

5 510 10-20
20-40 40-100 >100

2. Quais os sintomas observados na ocasiao do surto?
Febre Diarréia Prostracao
Incoordenagao motora Cegueira Tremor muscular
Posicao de cao sentado Ataxia Edemas
Olhos tremendo Olhos vermelhos Morte

Pedalagem e cabega voltada para tras (opstotomus)

3. Ha outras espécies animais envolvidas?

Sim Nao
Quais?

Bovinos Caninos

Felinos Outras

Figura 1, Cont.
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4. Ocorreram surtos prévios de doengas com sintomatologia nervosa?
Sim Néo

5. Houve diagnostico?

Clinico Laboratorial
Quial o tipo?

Bacterioldgico Anatomao-patologico Histopatoldgico
Resultado:

6. Houve, anteriormente, algum diagndstico e, ou isolamento de Streptococcus
Suis na sua propriedade?
Sim Nao

Quando:

Quem fez o isolamento:

Quais os sorotipos encontrados:

7. A que vocé atribuiu a introdugdo ou desenvolvimento da doenca na sua
granja?

8. Qual o més do ano em que mais ocorre?
J F M A M J J A S o N D
Qualquer més Todos

9. Qual a idade dos animais atingidos?
Matemidade Creche Recria
Terminacao Reprodutores

10. Quais os sintomas predominantes?
Nervosos Respiratorios Articulares

11. Quais amostras e, ou, orgaos coletados para diagnoéstico?

Swabs de tonsilas Soro

Tonsilas Cérebro Pulmao

Intestino Articulagcbes Baco
Outros:

Figura 1, Cont.
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12. Sobre os exames realizados, responda:
Quais as drogas que pelo antibiograma foram sensiveis?

Qual a droga utlizada na sua granja para o controle da meningite

streptocéccica?
Penicilina Amoxilina
Sulfazotrim Oxitetraciclina
Outras:

Qual o esquema e dose da medicagao?

Qual foi o resultado da medicagéo usada?
Controlou o problema N&o controlou
Controlou durante o periodo de uso Transferiu para os mais velhos

13. Vocé usa vacina na sua granja contra Streptococcus suis?

Sim Néo
A vacinagéo:
Controlou o problema N&o controlou

Controlou com o uso simultadneo de antibidtico

A vacina é especifica para meningite A vacina é mista
Qual o esquema de vacinagéo utilizado?

Figura 1, Cont.
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3.4. Producao de soro hiperimune

Para identificagdo dos sorotipos das amostras utilizadas neste trabalho,
produziu-se soro hiperimune. Esta producdo foi necessaria devido a nao

existéncia de soro-padrao suficiente para sorotipar todas as amostras.

3.4.1. Amostra-padrao

Entre as amostras de campo utilizadas neste trabalho, algumas foram
selecionadas para servirem de padrdo para a producdo de soro hiperimune.
Estas amostras foram identificadas de acordo com o seu sorotipo, utilizando-se
soro-padréo para os sorotipos de 1 a 9 e o ' Esk soro-padrdo foi adquirido
por meio do Professor Marcelo Gottschalk da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Montreal (Quebec, Canada). A partir das
amostras identificadas por meio do teste de coaglutinagdo, estas foram
utilizadas para a produgdo do soro hiperimune a ser utilizado para sorotipagem
das amostras restantes.

Quadro 1 — Amostra-padréo de S. suis e 0 seu sorotipo correspondente

Amostras de Streptococcus suis Sorotipo

MV 135 1
MV 261
MV 221
MV 220
MV 036
MV 136
MV 178
MV 123
MV 233
MV 048

© 00 N O 0 b~ WDN

NN
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3.4.2. Preparo do inéculo

A hiperimunizagdo dos coelhos foi adaptada, segundo método sugerido
por SANTOS (1997). As amostras de S. suis, definidas como padrao, foram
incubadas a 37 °C por 18 h em meio Todd Hewitt' acrescido de 2% de Agar-
agar’ e sangue de cameiro desfibrinado a 10%. As células foram coletadas em
1,5 mL de salina (solugéo fisioldgica) e centrifugadas a 1.500 rpm por 15 min,
duas vezes. Ao precipitado, adicionou-se salina formalada a 0,2% e deixado
em incubacdo a temperatura ambiente por 12 a 18 h. Concomitantemente, foi
preparado e analisado um esfregago corado pela coloragdo de Gram, para
verificagdo da  presenca de outros  microrganismos  considerados
contaminantes. Também, com a intengdo de verificagdo de contaminantes, as
placas utilizadas para coleta de células foram incubadas a 37 ° C por mais 24 h
para observacdo de crescimento microbiano. Apdés o periodo de incubacdo, a
suspensdo de células foi centrifugada e ressuspendida em salina formalada a
0,2%. A sua concentragao foi ajustada para o tubo 9 da escala de McFarland, o
gue corresponde para o S. suis a, aproximadamente, 4,6 x 10° unidades
formadoras de colénia (UFC). Adquiriu-se esta concentracdo por meio do
método de contagem de colbnias em placa. Somente as suspensdes
consideradas livres de qualquer contaminagdo foram utiizadas nas etapas
posteriores.

Para a preparagéo do indculo, adicionou-se adjuvante oleoso

(EmulsigenC))® na concentragéo de 20%.
3.4.3. Imunizagao dos coelhos

Coelhos provenientes do setor de Cunicultura da Universidade Federal
de Vigosa foram utilizados para a produgcdo do soro hiperimune. Os animais
foram alojados com trés semanas de antecedéncia do inicio das aplicagdes,
para adaptacdo ao novo ambiente, € mantidos em gaiolas individuais até o
final da producdo de soro, onde receberam duas aplicacdes de ivermectina

(vomec), na dose de 0,06 mL, com intervalos de 15 dias. Estas aplicagdes

! Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA
2 Grupo Quimica, Penha, RJ, Brasil
3 MVP Laboratories, NE, EUA
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tiveram a finalidade de prevencdo de ectoparasitas durante o processo de
imunizagao dos animais. Para cada sorotipo, utilizaram-se trés coelhos.

Em cada animal, realizaram-se trés aplicagbes da suspensao bacteriana
adicionada de adjuvante oleoso, por via intramuscular nos membros
posteriores. A primeira dose de 2 mL, sendo aplicado 1 mL de cada lado do
animal, a segunda de 1 mL e a terceira de 2 mL, aplicada da mesma forma que
a primeira, mantendo-se entre as aplicagdbes um intervalo de 15 dias. Com um
intervalo de quatro dias, apds esta ultima aplicagéo intramuscular, foi iniciado o
periodo em que foram realizadas seis aplicagdes intravenosas, na veia
marginal da orelha do animal, de 0,5 mL da suspensdo bacteriana inativada,
sem a adicdo do adjuvante. O intervalo entre as aplicagbes foi de quatro dias,
conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Esquema de aplicagéo para a produgao do soro hiperimune

Aplicacao Dias
12 inoculag&o intramuscular 0
22 inoculagao intramuscular 16
3?2 inoculagao intramuscular 32
12 inoculagdo intravenosa 37
22 inoculagao intravenosa 42
3?2 inoculacao intravenosa 47
42 inoculagéo intravenosa 52
52 inoculagao intravenosa 57
62 inoculacao intravenosa 62
7?2 inoculagao intravenosa 66
8?2 inoculagao intravenosa 70
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3.4.4. Titulagao do soro hiperimune

Antes de sacrificar os animais, estes foram testados quanto ao titulo de
anticorpos presentes, a partir da oitava aplicacdo endovenosa. Para ftal,
utilizaram-se o teste de aglutinagdo com 2-mercaptoetanol e o teste de
coaglutinacéo, segundo GOTTSCHALK et al. (1993).

3.4.4.1. Teste de aglutinagdo com 2-mercaptoetanol

Para o teste de aglutinagdo com o 2-mercaptoetanol, o soro coletado dos
animais foi incubado a 56 ° C por 30 min. Apos este periodo, este soro foi diluido
em salina adicionada de 2-mercaptoetanol em concentragdes de 1:2 a 1:256. As
mesmas quantidades de antigeno e soro (400 pL) foram adicionadas em cada
tubo e estes incubados a 37 °C por 24 h. Utilizou-se como antigeno a mesma
suspensao bacteriana descrita para a produgéo do inéculo, também ajustada para
a concentracao do tubo 9 da escala de McFarland.

3.4.4.2. Teste de coaglutinagao

Para o teste de coaglutinagdo, houve primeiramente preparo do
reagente de coaglutinagdo. Faz parte do reagente o soro hiperimune, neste
caso o soro dos coelhos que estavam sendo testados. Este reagente foi, entéo,
misturado com antigeno especifico, neste caso, suspensado bacteriana de cada
sorotipo, e a rea¢ao observada em até 60 s.

Preparou-se o reagente, utiizando-se Staphylococcus aureus Cowan 1.
O S. aureus foi cultivado em &gar triptona-soja’ por 18h a 37 °C. As células
foram coletadas em quatro mL de PBS, pH 74. Apds centrifugar esta
suspensao duas vezes (1.500 rpm por 15 min), as células foram
ressuspendidas em quatro mL de PBS acrescido de 0,5% formalina e
conservadas em temperatura ambiente por 3 h. Ao final deste tempo, a
suspensdo foi centrifugada novamente e ressuspendida em PBS, pH 7.4.
Aqueceu-se a suspensdo a 80 °C por 5 min e, rapidamente, resfriada em gelo.

A cada um mL desta suspens3o, adicionaram-se 50 pL de soro de cada coelho

! Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA
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que estava sendo testado e a suspensdao mantida a temperatura ambiente por
60 min. A mistura foi agitada a cada 15 min. Em seguida as suspensdes foram
centrifugadas duas vezes e ressuspendidas em PBS.

Para realizagdo do teste, utilizou-se como antigeno a suspensdo
bacteriana descrita para a producdo do inéculo. Numa placa de vidro, misturou-
se uma gota do reagente de coaglutinagdéo com uma gota da suspensdo
bacteriana. A aglutinagéo foi observada dentro dos 60 s iniciais. Considerou-se
positiva a reacao forte e instantdnea apdés a mistura do antigeno com o
reagente de coaglutinagao.

Os coelhos que foram positivos no teste de coaglutinacdo e que tiveram
o titulo igual ou superior a 1:32 no teste de aglutinagdo com 2-mercaptoetanol
foram sangrados. A coleta do sangue ocorreu por pungao cardiaca.

O soro hiperimune produzido, correspondente ao sorotipo 6, foi
submetido ao processo de adsorgdo, por apresentar reagdo cruzada com o
sorotipo 8. Colocourse a mesma quantidade de soro e do antigeno a ser
adsorvido (inéculo referente ao sorotipo 8) em um tubo. Este foi deixado
incubado por 30 min a 37 °C e, em seguida, centrifugado (1.500 rpm) por 15
min. O sobrenadante foi entdo testado novamente quanto a reatvidade tanto
com o sorotipo 6 quanto com o 8. Os coelhos que manifestaram esta reagéo
cruzada s6 foram sacrificados apds o teste com o soro adsorvido ter reacdo de
coaglutinacdo forte com o sorotipo 6, apresentar titulo igual ou superior a 32 e

n&o reagir com o sorotipo 8.

3.5. Sorotipagem das amostras

A sorotipagem das amostras de S. suis foi realizada, segundo
GOTTSCHALK et al. (1993). Amostras liofilizadas foram reidratadas e
inoculadas em meio Todd Hewitt acrescido de 2% de Agar-agar e 10% de
sangue de carneiro desfibrinado. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 h
e, ao final deste periodo, a massa bacteriana foi coletada em 1,5 mL de salina.
A suspensdo foi centrifugada duas vezes por 15 min (1.500 rpm),
ressuspendida em salina acrescida de 0,2% de formalina e deixada a
temperatura ambiente por 12 a 18 h. Esta suspensdo bacteriana foi utilizada

como antigeno para o teste de coaglutinagao.
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Uma gota desta suspensdo bacteriana foi misturada com uma gota do
reagente de coaglutinagdo preparado para cada sorotipo, como descrito acima,
e a aglutinagdo verificada em placas de vidro, no tempo de 30 a 60 s. Como
controle negativo, utiizou-se uma amostra de Escherichia coli isolada de

intestino de leitdo de maternidade.

3.6. Analise dos dados

Os dados cedidos pelo laboratorio Microvet e aqueles gerados com a

sorotipagem foram compilados e analisados no programa Epi Info 6.4 (CDC,

Atlanta, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudaram-se 323 amostras de S. suis, cedidas pelo laboratério
Microvet, isoladas no periodo de 1995 a 2001. Estas amostras estavam
distribuidas em 191 granjas de suinos que tiveram, em pelo menos um
momento, surto de doenca causada por Streptococcus suis. Do total de 323
amostras, 15 foram enviadas ja isoladas, e ndo continham todos os dados
utilizados para caracterizagdo da infecgdo. Mesmo assim continuaram fazendo
parte do banco de dados por serem de um mesmo proprietario, mas de
unidades de producdo diferentes, o que poderia caracterizar uma
contaminagé&o ao longo do tempo com uma mesma amostra, fato importante do
ponto de vista epidemioldgico para a regido.

Este valor é de relevancia quando se consideram os dados gerados a
partir destas amostras. Contudo, deve-se ter certa cautela ao analisalos e
extrapola-los para as granjas brasileiras, pois se deve lembrar que estes dados
sdo secundarios, utiizados a partr de demanda laboratorial, ndao sendo
coletada qualquer amostra além deste universo.

Segundo dados do ultimo censo agropecuario, realizado entre 1995 e 1996,
existem 2.007.945 propriedades rurais que possuem suinos (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, IBGE, 1998). Porém, estes dados ndo representam bem o
universo do presente estudo, uma vez que o mesmo seria mais bem representado por
propriedades com criagdo de suinos para comercializagdo ¢ que tenha como objetivo a
criagdo raconal, visando lucratividade. Com isso, a preocupacdo com o estado sanitario
do rebanho. Os numeros do censo traduzem um universo que compreende os produtores
que se encaixam neste estudo, além daqueles que possuem suinos para alimentagdo ou
criacdo de subsisténcia, sendo que a venda ocorre apenas com 0 excesso que nao ¢
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consumido pela familia. E ainda agrega também qualquer propriedade rural que tenha
pelo menos um suino.
Quando se levam em consideragdo os dados do censo, observa-se que

a amostragem, neste estudo, corresponde a 0,016% das propriedades
nacionais, o que torna o valor desta amostragem extremamente subestimado.

De acordo com dados do Instituto Mineiro de Agropecuéria1, Minas
Gerais possui um total de 1.585 granjas cadastradas no projeto de erradicagao
da Peste Suina Classica. Este universo pode ser considerado mais adequado
para caracterizar a populacdo referente a este estudo, por se tratarem de
granjas com criagdo de suinos para comercializacdo. A amostragem em
relacdo a este Estado seria de 12,7%. Como sera descrito, posteriormente, a
quantidade de amostras para outros Estados brasileiros € bem menor do que o
namero de amostras para Minas Gerais. Por isso, mesmo sem o total de
granjas destes Estados, pode-se dizer que a amostragem para Minas Gerais

pode ter maior representatividade que para os demais Estados.

Desta forma, os dados referentes as amostras estudadas serdo analisados com a
ressalva de que podem nao representar a realidade nacional, apesar de em Minas Gerais
esta amostragem ser alta. Assim, as consideracoes realizadas, a partir deste item, serdo
referentes as amostras de estudo.

4.1. Testes bioquimicos

Observou-se grande variagdo nos resultados dos testes bioquimicos
utilizados, mesmo sendo estes os mais recomendados para tal fim. Para o S.
suis, os testes e interpretacdes utilizados sao: catalase negativo, amilase
positivo, nao-crescimento em meio com 6,5% de NaCl e teste de Voges-
Proskauer negativo. Amostras, com o sorotipo referente ao S. suis ja
identificado, poderiam ser consideradas  negativas, levando-se em
consideracao apenas estes testes.

Encontraram-se 35 (10,8%) amostras negativas para S. suis, a partir dos
testes bioquimicos, e destas, 14 tiveram seu sorotipo identificado. Destas
amostras negativas, todas foram catalase positivo, 5 amilase negativo e 1
cresceu em meio com 6,5% de NaCl.

Apesar de os testes bioquimicos serem largamente utilizados na

microbiologia, para identificagdo de géneros e espécies bacterianas, para o

: Comunicagao pessoal, Dra. Claudia Zuquerato, Instituto Mineiro de Agropecuaria.
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Streptococcus suis ocorre grande variagdo em relagdo aos resultados
encontrados, quando este processo de identificacdo é utilizado. Outros relatos
de grande variagdo para S. suis, em relagéo a identificacdo da espécie por este
método, sdo encontrados na literatura, sendo que a sua utilizacdo nunca deve
ser realizada sozinha, e sim, sempre relacionada a identificacdo dos sorotipos
(PAYVANDI et al., 1989; GOTTSCHALK et al, 1991b; TARRADAS et al., 1994;
STAATS et al.,, 1997; GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

De acordo com os dados obtidos, observa-se que para este grupo de
amostras, estes testes apresentaram uma sensibiidade de 89,2%. Mesmo
assim, nao foram considerados como Uunicos para identificacdo da espécie,

mas utilizados juntamente com a sorotipagem.

4.2. Caracterizagao dos rebanhos por meio do questionario

A caracterizagdo dos rebanhos suinos foi estudada a partir dos
resultados dos questionarios recebidos. O periodo de retorno destes foi de
janeiro a agosto de 2001, sendo que houve um retomno de 42, dos 160
questionarios enviados (26,2%).

Pode-se observar que, em 71,4% das propriedades, a suinocultura era a principal
atividade e o sistema de criacdo era intensivo convencional para todas as propriedades.
Em 90,5% das granjas, a producao era de ciclo completo.

Em 40,5% das propriedades, a suinocultura tem entre 10 e 20 anos de
estabelecimento; e, em 26,2%, a suinocultura tem mais de 20 anos de
estabelecimento (Quadro 3). Isto caracteriza granjas mais antigas, em que a
possibilidade de contaminagdo é maior que em granjas mais novas.

Em relacdo ao tamanho da granja, observa-se que 38,1% possuem
entre 100 e 500 matrizes, seguido de granjas entre 500 e 1.000, >1.000 e entre
30 e 100 matrizes (23,8; 19,0; 16,7%, respectivamente).
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Quadro 3 — Tempo de produgdo, em anos, de suinos nas propriedades
relacionadas aos questionarios

Tempo de produgao (anos) Questionarios Freqliéncia
<5 7 16,7
5—110 7 16,7
10—120 17 40,5
>20 11 26,2
TOTAL 42 100,0

Um dado importante € a distancia entre granjas, isto é, entre a granja
estudada e outras granjas da regido, o que pode mostrar, além do risco de
contaminagdo entre rebanhos, a densidade de animais na regido. Segundo
MADEC (2001), em relacdo a disseminagédo de doengas numa populagdo, 0s
fatores de maior importancia para esta ocorréncia sdo a movimentagdo de
animais e a distancia de granjas vizinhas. Quanto a movimentagcdo de animais,
a entrada destes numa regido pode ser de grande risco, caso sejam portadores
de algum patégeno. Ainda de acordo com este autor, esta movimentagdo pode
trazer maior risco de contaminagdo do que para uma regido com menor
movimenta¢cdo de animais. Quando se trata de densidade de animais, também
€ importante a distancia entre granjas vizinhas, pois, além de estar relacionada
a densidade de animais numa regido, também existem o0s riscos de
contaminagdo de uma granja para outra por aerossois, movimentagédo de
pessoas € mesmo de veiculos. Observa-se que, das 42 propriedades, 69,0%
estdo distantes de outra granja em mais de 1.000 m, seguidas de granjas
distantes em 500 m e entre 500 e 1.000 m (16,7; 11,9%, respectivamente).
MADEC (2001) relata que a distancia de 3 km, o risco de disseminagdo de
doengas bacterianas € muito baixo. Para doencas virais esta distancia pode
chegar a 5 km. Mas este risco, e, consequentemente, a distédncia entre
granjas, pode diminuir quando se controla a entrada ndo sO6 de animais,
como também de pessoas e veiculos, além da presenca de barreiras fisicas

entre elas.
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Na suinocultura intensiva, a fase de creche é um periodo critico na
producdo de leitdes, pela ocorréncia de problemas de desempenho e de ordem
sanitaria. Os leitbes ao desmame s&o submetidos a varios fatores estressantes
de ordem nutricional (mudanca da dieta), social (formacdo de novas
hierarquias), ambiental e de manejo (transferéncia dos leitdes para ambiente
desconhecido). Estes fatores estressantes favorecem a proliferacdo de agentes
infecciosos (MORES e AMARAL, 2001). A formagdo de lotes de leitbes neste
periodo é de extrema importancia, pois, a mistura de animais de idade e
tamanhos diferentes nesta etapa pode ter sérias consequéncias, como efeitos
mais acentuados do estresse causado por brigas por definigdo de hierarquia e
transmissao de patdgenos, para animais com sistema imunoldégico menos
desafiado. Nos casos de suinos das propriedades estudadas, os lotes séo
formados em 52,4% na época da desmama e 19% por idade (idade com
intervalo de até uma semana). Os outros 28,6% das propriedades utilizam mais
de um critério para formagao de lotes, como idade e tamanho dos animais e
época de desmame e idade ou tamanho.

Os sintomas mais reconhecidos, na época do surto da doenga na granja,
estdo indicados no Quadro 4. Observa-se que a sintomatologia nervosa é a
mais freqliente, o que esta de acordo com os dados da literatura em que esta
sintomatologia € a mais caracteristica de processos infecciosos causados pelo
S. suis (GOGOLEWSKI et al., 1990; SANFORD e HIGGINS, 1992).
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Quadro 4 - Sintomas observados nos animais por ocasido do surto por

Streptococcus suis

Sintomas Propriedades Frequéncia

Avrticulares 2 4.8

Nervosos 25 59,5

Nervosos e respiratorios 4 9,5

Nervosos e articulares 5 11,9

Nervosos, respiratérios e articulares 2 48

Respiratérios 2 48

NR' 2 48

TOTAL 42 100,0

1 - Nao respondeu.

4.3. Localizagao geografica dos isolamentos

As 323 amostras de S. suis se distribuem em 191 propriedades de
diferentes regides do pais (Quadro 5). O isolamento do S. suis nos diversos
Estados do Brasil indica a participagédo deste agente como importante causador
de infecgbes na suinocultura brasileira, uma vez que todas as amostras foram
isoladas a partir de animais doentes.

Pode-se observar que a maior parte dos isolamentos e das propriedades se
concentra no Estado de Minas Gerais. Esta grande ocorréncia pode ser explicada
pelo fato de o Laboratério Microvet estar localizado neste Estado, condicdo que
pode tornar seus servicos de isolamento e diagndstico mais conhecidos nesta
regidqo. Outro fato importante, para o esclarecimento do maior numero de
isolamentos, € o crescimento, também em Minas Gerais, de uma suinocultura
desenvolvida que tem, cada vez mais, empregado alta tecnologia em seu
processo de produgdo. O emprego desta alta tecnologia estd geralmente
associado a uma maior preocupacdo com o processo de produgdo e maior
vigilancia sanitaria dos rebanhos, com o intuito de combater, cada vez mais cedo e

com maior eficacia, surtos de doengas na populagdo suina. Diversos estudos tém
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mostrado a importancia do controle de doengas para uma produgéo eficiente e
para manutencdo do produtor no mercado, uma vez que 0s processos infecciosos
causam grandes prejuizos, diminuem a margem de lucro e levam a uma menor
competitividade pelo mercado consumidor (DRITZ et al., 1996b; WILLIAMS et al.,
19973, b; CUEVAS, 1998; DALLA COSTA et al., 1999; SAUBER et al., 1999).

Os Estados do Parana e Sao Paulo tiveram mais isolamentos do que os
demais, mas, proporcionalmente, estes resultados apresentam-se pouco

expressivos em relagéo a Minas Gerais.

Quadro 5 — Distribuicdo das amostras de S. suis e das propriedades referentes aos
isolamentos nos Estados da Federagao Brasileira

Estado Numero de Propriedades Isolados
Amostras Frequéncia Amostras Frequéncia

BA 2 1,0 2 0,6
DF 2 1,0 2 0,6
ES 4 20 5 1,5
GO 4 20 6 1,8
MG 114 58,5 202 60,1
5 26 7 21
05 1 0,3
PE 1 0,5 2 0,6
PR 24 12,3 30 89
RJ 4 21 4 1,2
RS 2 1,0 6 1,8
SC 6 3.1 21 6,2
SP 22 11,3 35 10,4
TOTAL 191 100,0 323 100,0
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4.4. Distribuicao dos isolamentos durante més e ano

Em relagdo a distribuicdo dos isolamentos durante o ano, encontrou-se
uma freqliéncia parecida em todos os meses, sendo que os meses de abril, maio,
setembro e outubro tiveram a freqliéncia um pouco mais elevada em relacao aos
demais (Figura 2). Os meses de janeiro, fevereiro, margo e junho tiveram as
menores frequéncias. Poderia-se esperar uma maior freqiéncia no aparecimento
de quadros infecciosos nos meses mais quentes, que, em razdo da elevada
temperatura, provoca um maior estresse nos animais. A baixa freqliéncia nos
meses de janeiro, fevereiro e margo pode ser devido a maior quantidade de venda
de animais durante o més de dezembro, por causa dos feriados de fim-de-ano.
Isto faz com que nestes meses sequentes a densidade de animais na granja seja
menor e, consequentemente, haja menos casos de doenga. Quando se analisam
os dados dos questionarios, observase que os produtores relacionam a
ocorréncia de doenga por S. suis a qualquer més do ano em 34,3%.

REAMS et al. (1996) encontraram um discreto aumento dos isolamentos
de S. suis nos meses das estagcdes ce outono e inverno, mas também isolaram
este agente em todos os meses do ano.

A distribuicdo dos isolamentos entre os anos apresentou maior variagao
e esta representada na Figura 3. Vale ressaltar que os anos de 1995 e 2001
nao representam todo o ano.

Estes dados, como também os dados de distribuicdo em meses, devem
ser analisados com cautela. Poderia-se esperar que a demanda laboratorial
estivesse diretamente ligada com o aparecimento de casos clinicos no campo e
com isto haveria uma maior necessidade de diagnéstico. Mas existem outros
fatores que podem influenciar, como o fato de o laboratério Microvet ser
conhecido em outras regides do pais, e também a participagédo de assisténcia
técnica local, que pode tratar de casos de doenga com antibioticoterapia, sem
necessariamente envio de material para diagnéstico preciso. Dessa forma, a
variacdo de envio de amostras para o laboratdrio, tanto na distribuicdo em
meses quanto na distribuicdo anual, deve ser interpretada com cuidado para

nao fazer inferéncias que no corresponderiam a realidade.
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Figura 2 — Porcentagem dos isolamentos de acordo com o més do ano.
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Figura 3 — Porcentagem dos isolamentos de acordo com o ano de ocorréncia.
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4.5. Idade dos animais

Considerando a idade dos animais doentes, dos quais as amostras
foram isoladas, 218 (67,5%) continham dados referentes a esta caracteristica.
Das 218 amostras de S. suis, 51,4% foram isoladas de animais pertencentes a
faixa etaria dos 51 aos 100 dias de idade (Figura 4). As faixas etarias com
maior numero de animais foram de 51 a 60 e 81 a 90 dias de idade, ambas
com 11,9%, seguida da faixa etaria de 61 a 70 dias de idade (10,6%). De
acordo com dados da literatura, esperava-se uma maior ocorréncia de
infeccdes causadas pelo S. suis, em animais com idade em torno de 42 dias
(SANFORD e HIGGINS, 1992; STAATS et al, 1997). A maior ocorréncia de
casos clinicos de S. suis na faixa etaria de 81 a 90 dias revela uma diferenca
em relacdo aos dados encontrados na literatura. Além disso, observa-se uma
maior ocorréncia de infecgbes por S. suis em animais com mais de 100 dias de
idade, o que ndo é tido como o mais comumente encontrado em casos de
infecgbes por este agente (SANFORD e HIGGINS, 1992; STAATS et al., 1997).
Uma provavel causa do aparecimento tardio destas infecgbes € a utilizacdo da
pratica de medicagdo estratégica em suinocultura para controle de agentes
infecciosos presentes na granja, que consiste em administrar antimicrobianos
na ragdo pelo periodo de uma semana antes da idade de maior ocorréncia do
surto de determinada doenca. Esta medicacdo pode estar controlando o S. suis
na faixa etaria em que ele é relatado como sendo mais freqlentemente
encontrado, ou seja, em torno de 42 dias de idade. Mas com o tempo, as
bactérias que ndo foram eliminadas por esta medicagdo se multiplicam
novamente e causam o aparecimento de casos clinicos, neste caso em idades
superiores ao controle realizado com a medicagao estratégica.

Quando os dados dos questionarios sao analisados, observa-se que a
idade dos animais que os produtores mais relatam a ocorréncia de doenga por
S. suis é a referente as categorias de creche e recria (18 a 100 dias de idade),
representando 40% do total, e a creche (18 a 50 dias de idade) ou a recria (51

a 100 dias de idade), separadamente (25,7 e 8,6%, respectivamente).
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Figura 4 — Gréfico representativo da frequéncia das faixas etarias (em dias de
idade) dos animais em que foram isoladas as amostras de S. suis.

4.6. Orgio de isolamento

Para melhor compreender o processo patogénico do S. suis, ¢ importante o
conhecimento do 6rgdo de isolamento de cada amostra. Isto ira ajudar a esclarecer em quais
processos este agente patogénico realmente estava causando doenca.

Do total de 323 amostras, 308 continham dados com relagdo ao 6rgao de
isolamento do agente estudado (95,3%). O 6rgdo com maior frequéncia de
isolamento foi o cérebro, 60,1% das amostras, sendo, portanto, o érgdo mais
relacionado com quadros infecciosos primarios causados pelo S. suis (SANFORD
e HIGGINS, 1992; STAATS et al.,, 1997). Em seguida, houve maior isolamento no
pulmao (10,4%) e em casos de septicemia (9,4%). Estes casos de septicemia foram

relacionados com o isolamento do S. suis em trés ou mais érgaos diferentes em um
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mesmo animal ou com isolamento ocorrendo em bago ou sangue cardiaco, o que
esta de acordo com AARESTRUP et al. (1998a). Mesmo em animais doentes,
houve isolamento de S. suis no focinho (3,9%), local em que se encontra esta
bactéria fazendo parte da flora normal. Em 3,0% dos casos, este isolamento

ocorreu no focinho e pulmao, e em 2,7% somente na traquéia (Quadro 6).

Quadro 6 - Orgéo de isolamento do S. suis de animais clinicamente doentes

Orgao de isolamento Numero de isolados Frequéncia
Cérebro 185 60,1
Pulmao 32 10,4

Septicemia 29 94
Cérebro e pulmao 20 6,5
Focinho 12 32
Pulmao e focinho 10 32
Traquéia 10 3,2
Articulacao 1 0,3
Outros 9 29
Total 308 100,0

Segundo REAMS et al. (1996) e GOTTSCHALK e SEGURA (2000), deve-
se ter cuidado ao interpretar isolamentos de S. suis no sistema respiratério, pois
esta bactéria faz parte da flora normal do trato respiratério superior e tem sido
relacionada com isolamento de outros agentes causadores de doenga em suinos.
Isto leva a crer que a participacao desta kactéria em enfermidades deste sistema
seja secundaria. Mas deve-se atentar que, apesar de secundaria, a infecgdo por
S. suis tem grande importancia por aumentar a morbidade e mortalidade do
quadro infeccioso primario, além de aumentar as perdas relacionadas a

diminuicdo de ganho de peso dos animais afetados.

41



4.7. Distribuicao dos sorotipos

A partir da sorotipagem das amostras de S. suis, 64 (19,8%) foram
classificadas como nao sorotipaveis entre os sorotipos 1 a 9. Mas este numero
pode diminuir se as mesmas forem testadas contra soros referentes aos
sorotipos 10 ao 34. MACLENNAN et al. (1996) encontraram o sorotipo 14 com
importante participacdo na distribuicdo de sorotipos no Reino Unido e LUQUE
et al. (1998) também encontraram o mesmo na Espanha, além dos sorotipos
15, 16, 22 e 27 também terem sido isolados de animais doentes.

Mesmo testando as amostras de S. suis frente a todos os sorotipos (1 ao 34
e % HIGGINS e GOTTSCHALK (1999) encontraram, ainda, 14% de amostras nao
sorotipaveis. Isto leva a crer que a participacdo dos demais sorotipos dentro do
universo de amostras aqui estudadas pode ser pequena, provavelmente nio
alterando muito o quadro de distribuicdo de sorotipos aqui proposto.

O Quadro 7 mostra a distribuicdo de sorotipos encontrada. Verifica-se
que o sorotipo 2 foi o mais frequente (61,9%), fato também encontrado por
outros autores que relacionam este sorotipo como o mais comumente ligado
aos processos infecciosos causados pelo S. suis (STAATS et al, 1997;
AARESTRUP et al, 1998a; LUQUE et al, 1998; HIGGINS e GOTTSCHALK,
1999; GOTTSCHALK e SEGURA, 2000). Em seguida, os sorotipos 1 (6,5%) e
3 (3,9%), em freqliéncias muito menores.

Em contrapartida, GOGOLEWSKI et al. (1990) encontraram uma maior
freqiéncia do sorotipo 9 em rebanhos da Australia, e WISSELINK et al. (2000),
maior participagdo do mesmo na Holanda, Bélgica e Alemanha.

Quando o isolamento €& estratificado por ano, observa-se que em todos
0s anos ocorreu isolamento do sorotipo 2 em maior quantidade que os demais,
sendo que, em quase todos os anos, a freqiéncia deste isolamento foi em
torno de 60% ou mais das amostras (Quadro 8). Esta observagdo comprova a
importancia deste sorotipo como causador de infecgdes, fato observado na
suinocultura brasileira desde o inicio dos isolamentos realizados pelo

laboratorio Microvet, em 1995.
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Quadro 7 - Distribuicdo dos isolados de Streptococcus suis entre os 10

sorotipos testados
Sorotipo Amostras Frequéncia

1 22 6,8

2 197 61,0

3 13 4,0

4 6 19

5 1 03

6 2 0,6

7 7 22

8 7 22

9 0,3
Va 3 09
NS 64 19,8
Total 323 100,0

O Quadro 9 mostra a distribuicio de sorotipos nos diversos Estados
brasileiros, segundo a origem do seu isolamento. Observa-se que o isolamento
de todos os sorotipos ocorreu somente no Estado de Minas Gerais. O sorotipo
2 foi o unico a ser isolado em todos os Estados, o que confiirma a sua
importancia em quadros infecciosos causados pelo S. suis.

Observa-se também uma maior freqiiéncia do sorotipo 1 no Estado de Santa
Catarina, mas este resultado se deve ao fato de ter havido isolamento de varias
amostras deste sorotipo referente a um mesmo proprietario, mas em unidades de
produgdo diferentes. Também, em Minas Gerais, houve varios isolamentos, neste
caso a maioria pertencendo ao sorotipo 2. Vale ressaltar que em todos estes casos 0s
isolamentos ocorreram em datas diferentes.

TORREMORELL e PIJOAN (1998) encontraram em um estudo realizado ao
longo de dois anos caso semelhante, ou seja, varios isolamentos de um mesmo
sorotipo. Por meio da técnica de PCR, estes autores verificaram que todas as
amostras isoladas a partir de animais doentes eram, geneticamente, similares, o que
pode indicar ser uma Unica amostra a causa de doenca em todos os momentos.
Entdo, provavelmente, os fatores que desencadeariam os diferentes surtos podem
estar ligados ao manejo do rebanho, provocando, assim, uma queda de imunidade
em diferentes momentos.
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Quadro 8 — Distribuigao da freqiiéncia dos sorotipos de acordo com o ano do isolamento das amostras de S. suis

SOROTIPO 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Amostras Freq. 'Amostras Freq. Amostras Freq. Amostras Freq. Amostras Freq. Amostras Freq. Amostras Freq.

1 - - - - 2 4,5 2 2,9 15 17,6 3 51 - -
1/2 - - 1 1,8 - - - - - - 1 1,7 1 5,0
2 3 60,0 26 47,3 27 61,4 40 58,8 51 60,0 48 81,4 13 65,0

3 20,0 1 1,8 2 4,5 5 7,4 1 1,2 3 5,1 - -

4 - - 2 3,6 1 2,3 2 29 1 1,2 1 1,7 - -

5 - - 1,8 - - - - - - - - - -

6 - - - - 1 2,3 - - 1 1,2 - - - -

7 - - - - 3 6,8 2 29 1 1,2 1 1,7 - -

8 - - 4 7,3 2 4,5 - - 1 1,2 - - - -

9 - - - - - - - - 1 1,2 - - - -
NS 1 20,0 20 36,4 6 13,6 17 25,0 13 15,3 2 3,4 6 30,0
TOTAL 5 100,0 55 100,0 44 100,0 68 100,0 85 100,0 59 100,0 20 100,0

1 - Frequéncia em porcentagem
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Quadro 9 - Distribuigdo dos sorotipos de S. suis de acordo com os Estados da Federagao Brasileira

SOROTIPO BA DF ES GO MG MS MT PE PR RJ RS SC SP TOTAL

1 ; - 1 - 5 - - - 1 - - 13 2 22
Y, - - - 2 - - - 1 - - - - 3
2 2 1 3 3 131 5 1 1 24 2 5 4 15 197
3 - - - 1 9 1 - - - 1 - - 1 13
4 ; ; - - 5 - - - - - - - 1 6
5 - ; - - 1 - - - - - - - - 1
6 ; - - - 2 - - - - - - - - 2
7 - ; - - 6 - - - 1 - - - - 7
8 ; ; - - 3 - - - - - - 1 3 7
9 ; - - . 1 - - - - - - - 1

NS - 1 1 2 37 1 - 1 3 1 1 3 13 64

TOTAL 2 2 5 6 202 7 1 2 30 4 6 21 35 323




4.8. Outros agentes microbianos presentes

Analisaram-se os isolamentos de outros agentes bacterianos,
juntamente com o isolamento de S. suis no mesmo animal doente. Estes
isolamentos ocorreram concomitantemente, com a finalidade de diagnéstico do
agente causador de enfermidade que levou o animal a ser enviado para o
laboratorio Microvet. A importancia destes dados refere-se a causa primaria da
infeccdo. Este fato ajuda a elucidar quais amostras podem ser ou ndo de alta
viruléncia. REAMS et al. (1996) relatam que em todos os casos de isolamentos,
realizados no cérebro, ndo houve participagdo de outros agentes no quadro
infeccioso, mostrando que neste local sdo isoladas amostras virulentas,
capazes de promover infecgdes. Ao contrario, nos casos de isolamento
ocorrido no pulméo, em 71,4% houve isolamento de outros agentes e estes
poderiam ser considerados primarios na infec¢ao pulmonar.

O Quadro 10 mostra os diversos agentes bacterianos isolados. Das 323
amostras, 116 (35,9%) foram isolamentos sem a presenga de outro agente
concomitante. Os isolamentos denominados multiplos referem-se a isolamento
de trés ou mais agentes em um mesmo animal, e aqueles denominados
“Outras combinagbes” sdo isolamentos de dois agentes em um mesmo animal
gque nado foram denominados na tabela pela baixa ocorréncia de cada um.
Observa-se que 20,1% das amostras tiveram isolamento de Escherichia coli o
hemolitca e 13,0% de Haemophilus parasuis. Em 7,1%, houve isolamento
destas duas bactérias.

O isolamento do H. parasuis € um dado de extrema importancia, ja que
ela é responsavel por uma doenca que pode levar a sinais clinicos nervosos.
Desta forma, poderia haver diagnéstico equivocado na determinagcdo do agente
primario, ja que os dois agentes podem afetar animais de mesma idade.

O isolamento da E. coli a hemolitica ja ndo traz equivoco de diagnéstico, ja
que ela é responsavel por quadros de diarréia e sua participagédo, entdo, pode ser
secundaria. Em compensagao, os casos de isolamento de E. coli 3 hemolitica sao
importantes por este agente ser responsavel pelo quadro infeccioso conhecido
como Doenca do Edema, que também leva a sinais clinicos nervosos e pode
afetar animais de mesma idade, como o S. suis. Mas, no Quadro 10, pode-se

observar que a frequéncia do seu isolamento foi pequena.



Quadro 10 — Distribuicdo de outros agentes bacterianos isolados dos mesmos
animais dos isolamentos referentes ao S. suis

Outros Agentes Amostras Frequéncia
Actinobacillus pleuropneumoniae 3 09
Actinobacillus suis 1 0,3
Bordetella bronchiseptica 3 09
B. bronchiseptica e Haemophilus parasuis 7 2,2
Escherichia colia hemolitica 65 20,1
Escherichia coli 3 hemolitica 3 09
Escherichia colia e 3 hemolitica 7 22
E. coli hemolitica a e H. parasuis 23 7.1
Haemophilus parasuis 42 13,0
Pasteurella multocida tipo A 8 25
Pasteurella multocida tipo D 2 0,6
Multiplos agentes 17 53
Outras combinagdes 26 8,0
Sem isolamento 116 35,9
Total 323 100,0
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4.9. Relagcdo entre sorotipo de S. suis, 6rgdao de seu isolamento e outros

agentes microbianos isolados

Nem todos os sorotipos € nem todas as amostras de um mesmo sorotipo
sdo virulentos e capazes de promover um quadro infeccioso (OKWUMABUA et
al., 1995; STAATS et al., 1998). Os fatores relacionados a esta viruléncia ainda
continuam a ser estudados para melhor entendimento deste processo. Uma
forma de tentar entender em que processo o S. suis esta efetivamente
causando doencga € o local de isolamento de cada amostra. O S. suis faz parte
da flora normal do trato respiratério superior dos suinos (DEVRIESE et al.,
1994) e pode ser encontrado mesmo em casos em que nao esteja causando
doenca. Em compensacdo, amostras isoladas do ceérebro, geralmente, estdo
associadas ao quadro infeccioso primario (SANFORD e HIGGINS, 1992). Além
disso, a relagdo do orgao de isolamento com o sorotipo de S. suis e a presenca
de outros agentes microbianos podem ajudar a elucidar em quais casos o S. suis
estaria realmente atuando como agente primario. Vale lembrar que, mesmo
como agente secundario, a participacdo deste agente € importante por aumentar
a morbidade e mortalidade do quadro infeccioso primario, além de aumentar as
perdas relacionadas a diminuigéo de ganho de peso dos animais afetados.

Nos casos em que nao ocorreu isolamento de outro agente, o S. suis
estaria sozinho como causador do quadro infeccioso que levou o animal a ser
utilizado para diagnostico. Assim, pode-se observar, por menos provavel que
seja, 0 S. suis em o6rgaos como pulmao e focinho, causando doenga. Por isso
deve-se ter muito cuidado em nao fazer afirmativas concretas sobre o agente

primario das infecgbes destacadas acima.

4.9.1. Isolamentos de S. suis no cérebro

O cérebro foi 0 local em que ocorreu o isolamento de amostras de quase
todos os sorotipos de S. suis testados, somente o sorotipo 6 nao foi isolado
neste local (Quadro 11). Este sorotipo teve isolamento em um pulm&o e em um
caso de septicemia.

Dentro dos 185 isolamentos ocorridos no cérebro, 142 (76,8%) foram

amostras do sorotipo 2, o qual é relatado como sendo o mais patogénico e, por

xlix



isto, tem sido o mais estudado nos Uultimos anos (MWANIKI et al., 1994,
STAATS et al, 1997; CHARLAND et al, 1998, CHARLAND et al., 2000).
Juntamente com o isolamento destas amostras de S. suis sorotipo 2, observou-

se que em 41 casos (28,9%) houve também isolamento de E. coli a hemolitica,

em 10 (7,0%), isolamento de Haemophilus parasuis, e em 53 amostras (37,3%)
ndo houve isolamento de nenhum outro agente. Como os isolamentos, nestes
casos, ocorreram no cerebro e, ainda, pertencem ao sorotipo 2, provavelmente
este seja o agente da infeccdo primaria. Mas o H. parasuis também é um
agente patogénico importante e a possibilidade da infecgdo primaria ter sido
causada por ele ndo pode ser descartada. O esclarecimento s6 podera ser
realizado com o entendimento da patogenia do S. suis.

Dentro das amostras consideradas ndo sorotipaveis, houve isolamento no cérebro
de 23 amostras e, dentre estas, 5 (21,7%) ndo tiveram outro isolamento concomitante, 6
(26,1%) foram isoladas juntamente com E. coli  hemolitica e outras 6 (26,1%), com E.
coli o hemolitica e H. parasuis.

Nos casos de isolamento de Escherichia coli O hemolitica, observa-se um maior
isolamento do S. suis no cérebro (51 amostras ou 78,5% do total de amostras isoladas de
E. coli o hemolitica). Isso pode indicar que estas amostras realmente sejam virulentas e
responsaveis pelo quadro infeccioso que levou o animal a ser utilizado para diagndstico,
independente do seu sorotipo. Este resultado estd de acordo com dados na literatura que
relatam amostras virulentas de S. suis de sorotipos considerados, até entdo, de menor
viruléncia (GOTTSCHALK et al., 1993; MACLENNAN et al., 1996; LUQUE et al.,
1998; WISSELINK et al., 2000).

4.9.2. Isolamentos de S. suis no pulméao

Como se observa no Quadro 11, dos 32 isolamentos de S. suis no
pulméo, 9 (28,1%) tiveram isolamento de H. parasuis concomitantemente e 8
(25,0%) tiveram isolamento somente de S. suis. Mas quando se observam
todos os agentes que podem causar infecgbes respiratorias (Actinobacillus
pleuropneumoniae,  Bordetella  bronchiseptica, H.  parasuis,  Pasteurella
multocida A e Pasteurella multocida D), o total de amostras com isolamento
junto com o S. suis sobe para 17 (53,1%).

Destas amostras de S. suis, isoladas no pulmado, 10 ndo foram
sorotipadas. Dentre estas, quatro tiveram isolamento juntamente com H. parasuis,
uma com B. bronchiseptica € outra com A. pleuropneumoniae. Outras 10

amostras pertencem ao sorotipo 2 e, dentre estas, duas tiveram isolamento de



Pasteurella multocida A, duas de H. parasuis e uma de Pasteurella multocida D.

Dos seis isolamentos do sorotipo 3, houve isolamento também de H.
parasuis (duas amostras) e Pasteurella multocida A (uma amostra).

Segundo REAMS et al. (1996) e GOTTSCHALK e SEGURA (2000), deve-
se ter cuidado ao interpretar isolamentos de S. suis no sistema respiratorio, pois
esta bactéria faz parte da flora normal do trato respiratério superior. Além disso,
ela tem sido relacionada com isolamento de outros agentes causadores de
doengca em suinos nestes casos. Por isso, parece que nestas situacdes a
participagao desta bactéria em enfermidades deste sistema seja secundaria.

Nos casos de isolamento em cérebro e pulmdo (um total de 20
amostras), 14 amostras (70,0%) pertencem ao sorotipo 2 (Quadro 11). Destas,
seis foram isolamentos sem outro agente e cinco tiveram isolamento de H.
parasuis. Como as amostras de S. suis foram isoladas também no cérebro,

pode-se esperar que estas sejam causadoras da infecgao primaria.

4.9.3. Isolamentos de S. suis no focinho e traquéia

No focinho, 7 das 12 amostras (58,3%) isoladas pertencem aquelas néo
sorotipaveis. Além disso, em todos os sete casos, houve isolamento de H.
parasuis, caso tipico de enfermidade causada pelo H. parasuis, cujas amostras
de S. suis pertencentes a flora normal do trato respiratorio superior se
multiplicaram demasiadamente, por debilitagdo do sistema imunoldgico, em
razao da infecgdo que ja estava ocorrendo. Podem-se fazer estas inferéncias
por o S. suis n&o ter sido isolado em nenhum outro local que ndo o focinho.

Nos demais isolamentos no focinho, houve isolamento de outros agentes
como mostra o Quadro 11.

Ocorreram, ainda, 10 isolamentos de S. suis no focinho e pulmao
(Quadro 11). Destes, 7 (70,0%) pertencem ao sorotipo 2, mas somente uma
destas amostras foi isolada sozinha e as demais tiveram isolamento de outros
agentes.

Quando se observam os dados de isolamento na traquéia, dos 10
isolamentos, 9 ndo tiveram isolamento de outros agentes (Quadro 11). Destes
9, seis amostras sdo do sorotipo 2, duas sdo ndo sorotipaveis e uma do

sorotipo 4. Pode ser que todas estas amostras sejam realmente virulentas por
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terem sido isoladas sozinhas de animais doentes.

4.9.4. Isolamentos de S. suis em casos de septicemia

Em 13, dos 29 isolamentos de casos de septicemia, observaram-se
amostras do sorotipo 2, e em 11, amostras ndo sorotipaveis (Quadro 11). Em
contrapartida, AARESTRUP et al. (1998a) encontraram maior prevaléncia do
sorotipo 7 relacionado a casos de septicemia.

Das amostras do sorotipo 2, cinco tiveram isolamento de Escherichia coli
o hemolitica e quatro ndo tiveram isolamento de outros agentes. Em 10, dos 29
casos de septicemia, ndo houve isolamento de outros agentes.

Parece que os outros agentes isolados, nestes casos, sdo secundarios
na infeccao, por o sorotipo do S. suis ser o 2, e por ter sido isolado em casos

de infeccaogeneralizada (septicemia).



Quadro 11 — Distribuicdo de sorotipos de S. suis relacionados com outros

agentes bacterianos isolados no cérebro, pulmao, focinho,
traquéia e casos de septicemia dos mesmos animais
Cérebro
Tot
NS'" 121 2 3 4 7 8 al
Actinobacillus
pleuropneumoniae - - -1 - - - - 1
Actinobacillus suis - - - - - - - - -
Bordetella bronchiseptica - - - 2 - - - - 2
B. bronchiseptica e P.
multocida - - - - - - - -
B. bronchiseptica e H.
parasuis 1 - - 3 - - - - 4
Escherichia colia hemolitica 6 1 2 41 - - 1 - 51
Escherichia coli 3 hemolitica - - -1 - - - - 1
Escherichia coli a e 3
hemolitica - -1 3 - - - - 4
E. colia hemolitica e H.
parasuis 6 - 1 9 - - - - 16
Haemophilus parasuis 3 - - 10 1 - -1 15
Pasteurella multocida tipo A -1 - 3 1 - -1 6
Pasteurella multocida tipo D - - -1 - - - - 1
Multiplos agentes - -1 8 1 - - - 11
Outras combinagbes 2 - 1.7 - 2 1 1 14
Sem isolamento 5 - - 838 - - - - 59
Total 23 2 6 142 3 2 2 3 185
Pulméao
Tot
NS'12 1 2 3 4 7 8 al
Actinobacillus
pleuropneumoniae 1 - - - - - - - 1
Actinobacillus suis - - - - - - - - -
Bordetella bronchiseptica 1T - - - - - - - 1
B. bronchiseptica e P.
multocida - - - - - - - - -
B. bronchiseptica e H.
parasuis - - - = - - - - -
Escherichia colia hemolitica -1 - 1 - - - - 2
Escherichia coli 3 hemolitica - - - - - - - - -
Escherichia coli a e 3
hemolitica - - - - - - - -
E. colia hemolitica e H.
parasuis - - - - 1 - 1 - 2
Haemophilus parasuis -1 2 1 - 1 - 9
Pasteurella multocida tipo A - - - 2 1 - - - 3
Pasteurella multocida tipo D - - -1 - - - - 1
Multiplos agentes - - -1 - - - - 1
Outras combinacoes 1T - - 1 2 - - - 4



Sem isolamento
Total
1 — NS: ndo sorotipavel

Quadro 11, Cont.

Cérebro e pulmao

3

Tot
al

Actinobacillus
pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
Bordetella bronchiseptica

B. bronchiseptica e P.
multocida

B. bronchiseptica e H.
parasuis

Escherichia colia hemolitica
Escherichia coli 3 hemolitica
Escherichia coli o e 3
hemolitica

E. colia hemolitica e H.
parasuis

Haemophilus parasuis
Pasteurella multocida tipo A
Pasteurella multocida tipo D
Multiplos agentes

Outras combinacoes

Sem isolamento

Total

Tot

Actinobacillus
pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
Bordetella bronchiseptica

B. bronchiseptica e P.
multocida

B. bronchiseptica e H.
parasuis

Escherichia colia hemolitica
Escherichia coli 3 hemolitica
Escherichia coli o e 3
hemolitica

E. colia hemolitica e H.
parasuis

Haemophilus parasuis

NS' 12 1 2
1 - - -
- - 1 2
1 - - -
- - - 5
- - -1
- - - b
2 0 1 14
Focinho
NS' 12 1 2
- - -1
7 - - -
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Pasteurella multocida tipo A
Pasteurella multocida tipo D
Multiplos agentes

Outras combinacoes

Sem isolamento

Total

Quadro 11, Cont.

Pulmao e focinho

NS'

3

Tota

Actinobacillus
pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
Bordetella bronchiseptica

B. bronchiseptica e P.
multocida

B. bronchiseptica e H.
parasuis

Escherichia colia hemolitica
Escherichia coli 3 hemolitica
Escherichia coli o e 3
hemolitica

E. colia hemolitica e H.
parasuis

Haemophilus parasuis
Pasteurella multocida tipo A
Pasteurella multocida tipo D
Multiplos agentes

Outras combinacoes

Sem isolamento

Total

-—
OQ)_\Al

Actinobacillus
pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
Bordetella bronchiseptica

B. bronchiseptica e P.
multocida

B. bronchiseptica e H.
parasuis

Escherichia colia hemolitica
Escherichia coli 3 hemolitica
Escherichia coli a e 3
hemolitica

172 1 2
- -1
- - 3
- -1
- -1
- -1
0 0 7
Traquéia
172 1 2

Tota



E. colia hemolitica e H.
parasuis e T
Haemophilus parasuis T -
Pasteurella multocida tipo A - - -
Pasteurella multocida tipo D - - -

Multiplos agentes |
Outras combinacdes - - - . Lo
Sem isolamento 2 - - 6 - 1 - - - - - 9
Total 2 7 1 0 0 0 10
Quadro 11, Cont.
Septicemia
Tota

NS'121 2 3 4 5 6 7 8 9 |
Actinobacillus
pleuropneumoniae - - - - .o
Actinobacillus suis - - ... .

Bordetella bronchiseptica - - - - ..o oo
B. bronchiseptica e P.

multocida -
B. bronchiseptica e H.

parasuis . .
Escherichia colia hemolitica - - - 5 - - -1 - - -
Escherichia coli 3 hemolitica 1 - - - - - - - - - -1
Escherichia coli a e 3

hemolitica - - -2 - - ... a2
E. colia hemolitica e H.

parasuis 1 - - - - - - -1 - - 2
Haemophilus parasuis 2 - - - - - - - - - -2
Pasteurella multocida tipo A - - - - - - .o
Pasteurella multocida tipo D - - - - - .o .o
Multiplos agentes 1 - - - - - - - - - - 1
Outras combinagbes 1 -1 2 - - - - - 1 - 5
Sem isolamento 5 - - 4 1 - - - - - 10
Total 11 1 13 1 0 1 1 0 29
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4.10. Sensibilidade e resisténcia das amostras a diversos antibioticos e

quimioterapicos

As amostras isoladas foram testadas frente a diversos antibidticos e o
resultado encontrado faz parte do banco de dados usado neste trabalho. As
drogas usadas foram: amoxicilina, ampicilina, cloranfenicd, lincomicina e

espectinomicina (Lincospectin(]), norfloxacina, penicilina, sulfa e trimetoprim e

tetraciclina, que ndo foram usadas em todas as amostras. Os resultados aqui
apresentados referem-se somente aquelas testadas. Por isso observa-se uma
difereng a no total de amostras para cada droga.

De acordo com o resultado dos antibiogramas, observou-se que as
drogas que mostraram maior eficacia frente as amostras testadas foram, em
ordem decrescente: amoxicilina (96,4%), lincomicina e espectinomicina
(90,9%), ampicilina (87,2%), cloranfenicol (79,1%), penicilina (71,0%),
sulfa/trimetoprim  (49,5%), norfloxacina (23,7%), tetraciclina (7,4%). Os
resultados dos antibiogramas estao representados pelas Figuras 5 e 6.

AARESTRUP et al. (1998a) encontraram também uma maior resisténcia
de amostras de S. suis a tetracicina e TURGEON et al. (1994), maior
resisténcia a penicilina.

De acordo com os dados obtidos por meio dos questionarios, 45,7% dos
proprietarios usaram penicilina para controle da infeccdo por S. suis e 14,3%,
amoxicilina. O uso destes antibidticos pelos proprietarios controla a infeccao,
confirmando sua eficicia para este agente.

Apesar de ocorrer diferenca entre os resultados dos antibiogramas,
quando estes sdo estratificados por ano, ndo é possivel visualizar tendéncia a
aumento ou diminuicdo da sensibilidade ou resisténcia com o passar dos anos.
Talvez, porque o numero de amostras por ano seja pequeno, o que dificulta
esta visualizacdo (Quadro 12). Estes resultados poderiam ser esperados em
razdo do uso de alguns destes antibidticos como promotores de crescimento,
ou mesmo para controle de outras infeccbes presentes no rebanho. Além
disso, ainda, ha casos de uso indiscriminado de antibidticos, o que também
vem contribuindo para o aumento da resisténcia das bactérias.

AARESTRUP et al. (1998b), estudando a sensibilidade contra diversos
antibioticos, observaram um aumento da resisténcia a tetraciclina ao longo dos anos na
Dinamarca, ¢ constataram ainda uma diferenca na resisténcia a este antibiotico em
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amostras da Dinamarca e da Suécia. Neste, a sensibilidade era muito maior, o que foi
explicado pela proibicdo do uso de promotores de crescimento desde o ano de 1986.
Dessa forma, paises que utilizam antimicrobianos como promotores de crescimento
podem esperar um aumento de resisténcia bacteriana destes. Como no Brasil esta pratica
¢ comum, poderia-se esperar um quadro de aumento de resisténcia ao longo dos anos.

96,2 86,9
mP/S OROS BS* mP/S OR OS mS*
A B
9.2
48
79,3 90,6
EP/S OROS WS* mP/SORDOS WS
C D
Figura 5 — Dados de antibiograma para amoxicilina (A), ampicilina (B),

cloranfenicol (C) e lincomicina e espectinomicina (D), em
porcentagem. (P/S: parcialmente sensivel; R: resistente; S:
sensivel; S*: sensivel no limite).
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84 13,6

70,4

EP/S OR OS MS* EP/S OR OS WS*

13,5

77,8

BpP/s OR OS WS*
EP/SOROS BS”

Figura 6 — Dados de antibiograma para norfloxacina (A), penicilina (B), sulfa e
timetoprim  (C) e tetraciclina (D),em porcentagem. (P/S:
parcialmente sensivel; R: resistente; S: sensivel; S*. sensivel no
limite).



Quadro 12 - Distribuicdo dos resultados de antibiograma em relagéo a
amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol, licomicina e
espectinomicina, norfloxacina, penicilina, sulfa/trimetoprim e
tetraciclina, estratificado por ano

Antibiético AVIOXICILINA
Anos 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
P/S' - 33,3 - - - - -
R? - - - 10,5 - 19 -
s® 100,0 66,7 100,0 89,5 98,2 96,3 100,0
s*4 - - - - 1,8 1,9 -
Total Testado 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético AVPICILINA
P/S - 26,7 10,0 5,0 - 75 -
R - 13,3 10,0 10,0 - 19 -
S 100,0 60,0 80,0 80,0 100,0 90,6 100,0
S* - - - 5,0 - - -
Total Testado 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético CLORANFENICOL
P/S 20,0 11,8 10,0 10,9 8,2 3,8 10,0
R - 19,6 25 1,6 - 3,8 -
S 80,0 62,7 775 79,7 91,8 79,2 85,0
S* - 59 10,0 78 - 13,2 50
Total Testado 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético LINCOMICINA E ESPECTINOMICINA
P/S - - - - - - -
R - 13,7 10,0 78 6,5 - 50
S 100,0 86,3 90,0 87,5 93,5 97,1 95,0
S* - - - 4,7 - 29 -
Total Testado 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético NORFLOXACINA
P/S 60,0 23,5 45,0 453 34,5 67,9 63,2
R 20,0 17,6 22,5 94 6,9 17,0 31,6
S - 471 17,5 25,0 29,3 3,8 53
S* 20,0 11,8 15,0 20,3 29,3 11,3 -
Total Testado 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

(P/S: parcialmente sensivel; R: resistente; S: sensivel; S*: sensivel no limite).



Quadro 12, Cont.

Antibiético PENICILINA
Anos 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
P/S - 23,5 22,5 15,6 52 19 23,5
R 20,0 31,4 50 4,7 - - -
S 80,0 43,1 57,5 64,1 93,1 88,5 70,6
S* - 20 15,0 15,6 1,7 9,6 59
Total Testado 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético SULFA/TRIMETOPRIM
P/S - 6,0 - 10,9 51 38 15,0
R 60,0 64,0 65,0 43,8 18,6 94 -
S 40,0 26,0 22,5 35,9 64,4 774 85,0
S* - 4,0 12,5 94 11,9 94 -
Total Testado  100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Antibiético TETRACICLINA
P/S - 16,0 12,5 14,3 13,6 98 20,0
R 80,0 68,0 775 73,0 84,7 86,3 75,0
S 20,0 16,0 10,0 9,5 1,7 20 50
S* - - - 3,2 - 20 -
Total Testado  100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

(P/S: parcialmente sensivel; R: resistente; S: sensivel; S*: sensivel no limite).



5- RESUMO E CONCLUSOES

O Streptococcus suis é uma bactéria responsavel por uma grande
variedade de infecgbes em suinos como: meningite, pneumonia, septicemia e
artrite. Ja foram identificados 35 sorotipos desta bactéria, sendo que o sorotipo
2 é o mais frequentemente associado a quadros infecciosos. A patogenia das
infeccbes ainda ndo estd completamente esclarecida, e varios fatores de
viruléncia tém sido estudados para seu melhor entendimento. Os objetivos do
presente trabalho foram determinar a frequéncia dos sorotipos de
Streptococcus suis do 1 a 9 e ', e estudar a epidemiologia das infecgdes
causadas por esta bactéria. Utilizaram-se 323 amostras de S. suis, isoladas a
partir de animais doentes. Estas amostras foram sorotipadas, por meio da
técnica de coaglutinagdo e os dados de cada amostra foram compilados e
analisados. Além disso, foram utilizados dados gerados a partir de
questionarios enviados para os proprietarios das granjas positivas. Todos que
responderam ao questionario tém sistema de criacdo de ciclo completo, 40,5%
possuem entre 10 e 20 anos de existéncia e 38,1% possuem entre 100 e 500
matrizes. A partir dos dados das amostras utilizadas, observou-se que o S. suis
esta presente em varios estados brasileiros e o sorotipo 2 foi o mais freqliente
(61,0%). Além disso, o 6rgao de maior isolamento foi o cérebro (60,1%),
seguido do pulmdo (10,4%) e casos de septicemia (9,4%). As faixas etarias
mais relacionadas com a ocorréncia de doengas foram de 51 a 60 dias e 81 a

90 dias, ambas com 11,9%. Observou-se também um maior nlimero de
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animais afetados com mais de 100 dias de idade. Em relacdo a sensibilidade e
resisténcia a antibidticos e quimioterapicos, as amostras de S. suis foram nmais
sensiveis a amoxicilina (96,4%), seguida de lincomicina e espectinomicina
(90,9%), ampicilina  (87,2%), cloranfenicol (79,1%), penicilina  (71,0%),
sulfa/trimetoprim (49,5%), norfloxacina (23,7%) e tetraciclina (7,4%).

Dessa forma, pode-se concluir que o S. suis € uma bactéria que esta
presente na suinocultura de varios estados brasileiros, sendo um dado
importante para o desenvolvimento de praticas de controle deste agente. Além
disso, o sorotipo 2 foi o mais freqlientemente associado a processos
infecciosos, confirmando a tendéncia mundial da participacdo deste como o
sorotipo mais importante do S. suis. Mas outros sorotipos podem estar
relacionados a processos infecciosos, o0 que pode ser alvo de futuras
investigagdes. Segundo dados de faixa etaria mais afetada pelo S. suis,
observou-se que os animais afetados sdo mais velhos do que € relatado pela
literatura, outro fator importante para desenvolvimento de praticas de manejo
mais eficientes no controle do S. suis.

Tudo isso faz com que o quadro nacional relacionado com infecgdes
causadas pelo S. suis seja mudado daqui para frente, dado o conhecimento da
distribuicdo dos sorotipos mais relacionados com estes processos e também
com maior conhecimento da epidemiologia das infecgdes, o que ira contribuir

para o desenvolvimento de praticas de controle mais eficazes para este agente.
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