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INTRODUCAO:

Haemophilus parasuis (HPS), é um bacilo Gram-negativo, normalmente encontrado no trato respiratdrio superior de suinos.
Fenotipicamente, HPS pode ser classificado em 15 sorotipos, com diferentes graus de viruléncia, e, tradicionalmente,
sorotipos virulentos estéo associados com a Doenca de Glasser. A sorotipificacdo de HPS pode ser realizada mediante dois
métodos, o primeiro, baseia-se na imunodifuséo em gel de antigenos autoclavados (1); o segundo é o teste de
hemaglutinacéo indireta (2). Apesar de possuir uma classificagéo fenotipica definida, um nimero consideravel de isolados
clinicos ndo podem ser sorotipificados mediante os métodos soroldgicos tradicionais, indicando a existéncia de mais do que
15 sorotipos. Neste trabalho, propomos uma modificagdo na técnica de hemaglutinagéo indireta (HIm) utilizada para a
sorotipificagcdo de isolados clinicos de H. parasuis.



METODOLOGIA:

Para a padronizagédo da técnica de HIm, hemécias de cordeiro foram tratadas com &cido tanico, e, para a adsor¢éo dos
antigenos de H. parasuis na superficie das hemacias, o antigeno foi diluido 1:5 em solucéo salina 0,9% (SA). Para cada 1
ml de antigeno diluido, adicionou-se 3% de hemécias tanizadas e incubou-se a 37°C por 90 minutos. Apds, as hemacias
foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com tampé&o de diluicdo (SA contendo 1% de BSA) e por dltimo, foram ajustadas
numa concentracao final de 0,75% em tamp&o de diluicdo e imediatamente utilizadas no teste.

Sobre microplacas de fundo ¢U¢, de 96 cavidades, procedeu-se a diluicdo seriada dos 15 antissoros policlonais de
referéncia, utilizando-se volumes de 50 pl. O mesmo volume da suspenséo de hemacias foi adicionado em todas as
cavidades da placa. As microplacas foram gentilmente homogeneizadas e incubadas a 37°C durante 2 horas. O titulo de
cada antissoro foi expresso como a reciproca da maior diluigdo do soro onde ocorreu hemaglutinacéo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Nesse estudo, foi realizada a sorotipificacdo de 8 isolados clinicos de H. parasuis, e, nossos resultados colocam de
manifesto, que a técnica de HIm apresenta sensibilidade e especificidade para a sorotipificacéo de H. parasuis (Figura 1).
Dos isolados clinicos avaliados, 3 (37.5%) reagiram fortemente contra o antissoro 12, 3 (37.5%) contra 0 antissoro 4 e 1
(12.5%) com o antissoro 15. Doze e meio por cento dos isolados ndo puderam ser tipificados, por reagirem de maneira
semelhante frente a dois ou mais antissoros.

Estudos prévios realizados no Brasil, demonstram alta prevaléncia do sorotipo 4, seguido pelos sorotipos 5, 14, 13 e 2, em
granjas da regido centro-oeste e sudeste, advertindo uma similaridade com relacéo aos nossos resultados. Por outro lado,
0 sorotipo 12 demonstrou-se altamente prevalente em nosso estudo, chamando a atengéo para a circulagéo na regido sul
de um sorotipo altamente virulento, praticamente indetectavel em outros estados brasileiros.

A deteccao do sorotipo 15 foi baixa (12,5%), no entanto, demonstra a variabilidade fenotipica existente na nossa regido. A
presenca de isolados néo tipificaveis (12.5%), assim como em outros estudos de sorotipificacdo, confirma a existéncia de
cepas com caracteristicas antigénicas distintas e que podem, em conjunto com o0s outros sorotipos detectados neste
estudo, explicar o insucesso das atuais bacterinas comerciais utilizadas no Brasil.

CONCLUSAO:

Neste estudo, colocamos de manifesto que a técnica de HIm apresenta sensibilidade e especificidade para sorotipificar
isolados clinicos de H. parasuis e, seu sucesso, esta atrelado ao tratamento das hemacias de carneiro com acido tanico.
Por dltimo, destacamos a circulagédo de um sorotipo virulento pouco notificado em outros estados brasileiros.
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Figura 1. Sorotipificacio de A paraswis através da HIm. Nas microplacas estio dispostos os |5 antissoros de referéncia (3V1 an 3V13)
produzidos em ratas Wistar. Claramente pode-ge apreciar que os antigenos do isolade clinico em teste, reagem fortemente (titulo de 1:1.280)
contra o antissoro 12 (5V12), sendo este o serotipo atribuido ao 1solado. Reagoes cruzadas sio advertidas contra os serotipos 5 (1:10), 10 (L:10),
L0y, 1300100 14 e 15 1:40), no entanto, os titule sio expressivamente inferiores.
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