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INTRODUÇÃO:
Haemophilus parasuis (HPS), é um bacilo Gram-negativo, normalmente encontrado no trato respiratório superior de suínos.
Fenotipicamente, HPS pode ser classificado em 15 sorotipos, com diferentes graus de virulência, e, tradicionalmente,
sorotipos virulentos estão associados com a Doença de Glässer. A sorotipificação de HPS pode ser realizada mediante dois
métodos, o primeiro, baseia-se na imunodifusão em gel de antígenos autoclavados (1); o segundo é o teste de
hemaglutinação indireta (2). Apesar de possuir uma classificação fenotípica definida, um número considerável de isolados
clínicos não podem ser sorotipificados mediante os métodos sorológicos tradicionais, indicando a existência de mais do que
15 sorotipos. Neste trabalho, propomos uma modificação na técnica de hemaglutinação indireta (HIm) utilizada para a
sorotipificação de isolados clínicos de H. parasuis.



METODOLOGIA:
Para a padronização da técnica de HIm, hemácias de cordeiro foram tratadas com ácido tânico, e, para a adsorção dos
antígenos de H. parasuis na superfície das hemácias, o antígeno foi diluído 1:5 em solução salina 0,9% (SA). Para cada 1
ml de antígeno diluído, adicionou-se 3% de hemácias tanizadas e incubou-se a 37ºC por 90 minutos. Após, as hemácias
foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com tampão de diluição (SA contendo 1% de BSA) e por último, foram ajustadas
numa concentração final de 0,75% em tampão de diluição e imediatamente utilizadas no teste.
Sobre microplacas de fundo ¿U¿ de 96 cavidades, procedeu-se a diluição seriada dos 15 antissoros policlonais de
referência, utilizando-se volumes de 50 µl. O mesmo volume da suspensão de hemácias foi adicionado em todas as
cavidades da placa. As microplacas foram gentilmente homogeneizadas e incubadas a 37ºC durante 2 horas. O título de
cada antissoro foi expresso como a recíproca da maior diluição do soro onde ocorreu hemaglutinação.

RESULTADOS E DISCUSSÕES:
Nesse estudo, foi realizada a sorotipificação de 8 isolados clínicos de H. parasuis, e, nossos resultados colocam de
manifesto, que a técnica de HIm apresenta sensibilidade e especificidade para a sorotipificação de H. parasuis (Figura 1).
Dos isolados clínicos avaliados, 3 (37.5%) reagiram fortemente contra o antissoro 12, 3 (37.5%) contra o antissoro 4 e 1
(12.5%) com o antissoro 15. Doze e meio por cento dos isolados não puderam ser tipificados, por reagirem de maneira
semelhante frente a dois ou mais antissoros.
Estudos prévios realizados no Brasil, demonstram alta prevalência do sorotipo 4, seguido pelos sorotipos 5, 14, 13 e 2, em
granjas da região centro-oeste e sudeste, advertindo uma similaridade com relação aos nossos resultados. Por outro lado,
o sorotipo 12 demonstrou-se altamente prevalente em nosso estudo, chamando a atenção para a circulação na região sul
de um sorotipo altamente virulento, praticamente indetectável em outros estados brasileiros.
A detecção do sorotipo 15 foi baixa (12,5%), no entanto, demonstra a variabilidade fenotípica existente na nossa região. A
presença de isolados não tipificáveis (12.5%), assim como em outros estudos de sorotipificação, confirma a existência de
cepas com características antigênicas distintas e que podem, em conjunto com os outros sorotipos detectados neste
estudo, explicar o insucesso das atuais bacterinas comerciais utilizadas no Brasil.

CONCLUSÃO:
Neste estudo, colocamos de manifesto que a técnica de HIm apresenta sensibilidade e especificidade para sorotipificar
isolados clínicos de H. parasuis e, seu sucesso, está atrelado ao tratamento das hemácias de carneiro com ácido tânico.
Por último, destacamos a circulação de um sorotipo virulento pouco notificado em outros estados brasileiros.
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