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ABSTRACT.- Pagnani KJ.R., Pestana de Castro A.E, Gottschalk M., Silveira, W.D. & Nakazato G.
2002. [Serotyping of Streptococcus suis strains isolated from pigs in the States of Sdo
Paulo, Minas Gerais e Parand, Brazil.] Sorotipagem de amostras de Streptococcus suis isolados
de suinos em granjas dos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana. Pesquisa Veterindria
Brasileira 22(1):1-5. Depto Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, SP 13081-970, Brazil.

Streptococcus suis infection in swine is common in all countries where hog production is well
developed. This infection has been associated with bronchopneumonia, meningitis, arthritis,
pericarditis, myocarditis, endocarditis, fibrinous polyserositis, septicaemia, rhinitis, and abortion.
Streptococcus suis has also been described as a pathogen for ruminants and humans. In Brazil
there are several clinical evidences about the existence of S. suis disease in pigs affecting more
than 50% of farms in States of Sao Paulo, Minas Gerais and Parana. In the present research 51
strains of S. suis isolated from piggeries of the States of Sao Paulo, Minas Gerais and Parani were
collected from different pathologies such as septicaemia, meningitis, arthritis and pneumonia
and been recovered either in pure culture or as the predominant organism from porcine tissues.
Culture of specimens was carried out on 5% bovine blood agar plates incubated at 37°C for 24 hr.
For the biochemical identification the a-hemolytic colonies of all capsulated isolates were
submitted to various conventional tests, such as hydrolysis of arginine, Voges-Proskauer Test,
and production of acid from various carbohydrates (inulin, salicin, trehalose, lactose, sucrose,
sorbitol, mannitol and glycerol). The strains were also tested for their ability to grow in the
presence of 6,5% NaCl and for the amylase production. In addition strains were tested by Api
Strep 20 to confirm the identification of S.suis. For capsular typing only capsulated strains were
typed by co-agglutination test, using antisera raised in rabbits against all reference strains from
serotypes 1 to 8. Strains belonging to other serotypes were also typed. The co-agglutination
was used for serotyping and the capsular reaction test was carried out for measuring the potency
of the prepared antisera. From the total of 51 examined strains the following results were
obtained, with regard to serotyping: 30 (58,8%) were serotype 2, 11 (21,6%) were serotype 3,
seven (13,72%) were serotype 7, two (3,92%) were serotype 1 and one strain belonged to serotype
14 (1,96%). As far as we are concerned, this is the first report on the isolation of a large number
of S. suis strains in Brazil, from cases of illness caused by this bacterium among piglets. Also it
was carried out serotyping of the isolates, showing a high prevalence of serotype 2, as compared
to other known serotypes of S. suis.
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RESUMO.- Infecgoes causadas por Streptococcus suis sao muito
comuns em paises onde a inddstria de carne suina é desen-
volvida. Estas infeccoes estao relacionadas a casos clinicos
de broncopneumonia, meningite, artrite, pericardite, miocar-
dite, endocardite, poliserosite fibrinosa, septicemia, rinite e
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tando mais de 50% das granjas em Estados como Sao Paulo,
Minas Gerais e Parana. No presente estudo foram isoladas 51
amostras de S. suis de granjas do Estados acima referidos,
coletadas de diferentes casos clinicos como septicemia, me-
ningite, artrite e pneumonia, tendo sido obtidas ou em cul-
tura pura ou como patégeno de maior predominancia nos
tecidos de suinos. Este material foi semeado em Columbia
dgar sangue adicionado de 5% de sangue bovino e incubado
a 37°C por 24 horas. Para a identificacao bioquimica as col6-
nias que apresentavam a-hemdlise, bem como as amostras
padrao, foram submetidas a testes convencionais para a con-
firmacao da espécie S. suis, tais como: hidroélise de arginina,
teste de Voges-Proskauer, e producao de acido a partir de
varios carboidratos (inulina, salicina, trealose, lactose,
sacarose, sorbitol, manitol e glicerol). As amostras também
foram testadas para habilidade de crescimento em meio de
TSA com 6,5% de NaCl e para a producao de amilase. Todas
as amostras que fizeram parte desta pesquisa foram testadas
pelo sistema Api 20 Strep para confirma¢ao dos resultados
obtidos nos testes convencionais. Para a sorotipagem foram
produzidos antissoros de 1 a 8. Outras amostras nao perten-
centes a estes sorotipos também foram sorotipadas. O
antissoro produzido em coelhos foi titulado pelo teste de
aglutinagcao em tubo com 2-mercaptoetanol e pelo teste de
reagao capsular e, quando adequados, foram usados no teste
de co-aglutinagdo, para a sorotipagem das amostras de S.
suis. A sorotipagem das 51 amostras isoladas mostraram os
seguintes resultados: 30 (58,8%) foram classificadas como
sorotipo 2, 11 (21,6%) das amostras como sorotipo 3, sete
(13,72%) como sorotipo 7, duas (3,92%) como sorotipo 1 e
‘uma amostra como pertencente ao sorotipo14 (1,96%). Este
€ o primeiro relato do isolamento de um grande nimero de
amostras de S. suis no Brasil, de casos tipicos de processos
infecciosos causados por esta bactéria. Também foi realiza-
da a sorotipagem dos isolados, mostrando uma alta
prevaléncia do sorotipo 2, quando comparada com a dos
demais sorotipos encontrados.

TERMOS DE INDEXACAO: Streptococcus suis, isolamento, sorotipagem,
co-aglutinacao.

INTRODUCAO

Um novo grupo de estreptococos a-hemolitico oriundo de
infecgoes em suinos foi caracterizado, pela primeira vez, bio-
quimica e sorologicamente, por de Moor entre 1956 e 1963,
como novos grupos de Lancefield R, S, e T (De Moor 1963).
A designagao Streptococcus suis como uma nova espécie
bacteriana foi oficializada por Kilper-Balz & Schleifer (1987).
Em 1975, Windsor & Elliot (1975) isolaram outros
estreptococos provenientes de suinos que correspondiam ao
grupo R de Moor e o nomearam de S. suis tipo 2. O tipo 1
estava associado a quadros de meningite em suinos recém
nascidos e o tipo 2 ocorria em qualquer faixa etaria. Amos-
tras isoladas e que reagiam com ambos os antissoros: tipo 1
e tipo 2, foram designadas tipo capsular V2. Entre 1983 e 1995,
um total de 32 novos tipos capsulares havia sido descrito,
completando 35 sorotipos (Perch et al.1983; Higgins et al.
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1995). As amostras padrao isoladas foram obtidas de suinos
com quadros clinicos compativeis de infec¢ao por S. suis, com
excecao do tipo capsular 14, isolado de humanos, tipos
17,18,19, e 21 isolados de suinos saudaveis e os tipos 20 e 31
de bovinos com quadro de septicemia e o tipo 33 de ovelhas,
com mesma sintomatologia (Gottschalk et al.1989). Jansen &
Van Dorssen (1951) descreveram meningites em suinos cau-
sadas por S. suis na Noruega. Field et al. (1954) também rela-
taram casos de meningites e artrite em leitoes na Inglaterra,
ocasionados por esta bactéria. Desde entao o S. suis tem sido
descrito em todos os paises, onde a inddstria de carne suina
tem expressao, tanto em granjas de manejo tradicional quanto
em granjas de criagao intensiva.

Em quase todos paises o sorotipo mais comumente iso-
lado é o sorotipo 2. A maioria das amostras de S. suis isoladas
pertence a um ndmero restrito de sorotipos normalmente
compreendidos entre o sorotipo 1 a 8 (Galina et al.1992,
Kataoka et al. 1993, Prieto et al. 1994, Higgins & Gottschalk
1996, Hogg et al.1996, Reams et al.1996).

No Brasil, salvo alguns isolamentos esporadicos do
sorotipo 2, que ndo foram relatados sob a forma de publica-
¢ao consistente, ao que se sabe, nada foi encontrado na lite-
ratura disponivel.

MATERIAL E METODOS

Amostras bacterianas

As amostras padrao do sorotipo 1 a 8 de S. suis, pertencentes a
bacterioteca da Faculdade de Medicina Veterinaria de Saint Hyacinthe,
Universidade de Montreal, Quebec, Canada, foram utilizadas na
produgao de antissoros. Este estudo incluiu 51 amostras isoladas e
provenientes de casos de septicemia, endocardite, pneumonia. e
artrite de granjas dos Estados de Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais.

Isolamento e identificagdo

A coleta das amostras bacterianas foi feita a partir de suabes
estéreis de meninges, tonsilas, articulages, coracio e outros 6rgaos
internos, de animais doentes submetidos a necrépsia. Os materiais
foram semeados em placas de Columbia 4gar sangue a 5% de sangue
bovino, examinadas e subcultivadas em meio liquido de Todd-Hewitt
(Difco Laboratories, USA). Para as provas de identificagdo bioquimica
tomou-se uma colonia da amostra em estudo crescida em meio
s6lido, efetuando-se os seguintes testes: produgio de amilase, teste
de Voges-Proskauer (VP), reagdo de vermelho de metila (VM),
crescimento em TSA com 6,5% de NaCl e producao e 4cidos a partir
de varios carboidratos (inulina, salicina, trealose, lactose, sacarose,
sorbitol e manitol). Os isolados foram considerados como S. suis,
quando os seguintes resultados foram obtidos: VP negativo, VM
positivo, nenhum crescimento em meio de TSA + 6.5 % NaCl,
produgio de amilase positiva, e quando ocorria fermentagio da
trealose. Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram ainda
testadas pelo sistema Api 20 Strep (Bio-Mérieux) para confirmagio
dos resultados obtidos nos testes convencionais.

Identificagdo sorolégica

Foram preparados antissoros contra os sorotipos de 1 a 8
descritos anteriormente. Quanto a amostras pertencentes a outros
sorotipos, a sorotipagem foi realizada na Faculdade de Medicina
Veterindria de Saint-Hyacinthe, Quebec, Canada. Para a produgio de
antissoro as amostras padrao foram semeadas em placas de Columbia
agar com 5% de sangue bovino por 18 horas a 37°C adicionado de
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Fig. 1. Teste de Reagao Capsular — Streptococcus suis sorotipo 2, para
afericao do antissoro preparado para as reacoes de co-
aglutinacao, com a finalidade de tipificar este sorotipo entre as
amostras isoladas.

suplemento SR-126 (Oxoid). Os antissoros foram produzidos a partir
de inoculagao de antigeno em coelhos albinos com 3 kg de peso
vivo em 3 doses semanais com concentragoes crescentes de bactéria
durante quatro semanas. Dez dias apds a taltima inoculagcao foram
obtidas amostras de sangue e a resposta soroldgica foi avaliada pelo
teste de reagao capsular (Higgins et al. 1995), conforme representado
na Fig.1. Os antissoros foram submetidos a teste de aglutinagao em
tubo com 2-mercaptoetanol e somente aqueles que apresentaram
titulo de 45 ou mais é que foram utilizados no teste de co-aglutinacao
(Mittal et al. 1984). O preparo dos reagentes para o teste de co-
aglutinacao foi realizado segundo Mittal et al. (1984). Os resultados
dos testes foram descritos semiquantitativamente como: 0, 1+, 2+,
3+, e 4+. Somente reacoes de 2+ foram consideradas positivas.
Em todos os testes foram incluidos controles positivos e negativos.
O controle positivo foi representado por cultura de uma amostra de

Quadro 1. Porcentagem de amostras positivas em 11 testes
bioquimicos convencionais com 51 amostras de Streptococcus suis
isoladas no Brasil e comparagao com os resultados esperados em

cada teste para os sorotipos de 1 a 8

Testes bioquimicos  Resultados esperados  Porcentagem de amostras

para os sorotipos 1a 8 positivas(%)

Acetoina(VP) @ b 0

Arginina (+)¢ 90
Rafinose - 21,6
Inulina (+)¢ 86,3
Lactose + 100
Manitol - 100
TSA+6,5%NaCl @ - 100
Salicina?® + 100
Sorbitol - 100
Sacarose + 100
Trealose? + 100
Amilase? + 100

Testes usados em nosso laboratorio como identificagao presuntiva.
b4 Ppositivo, - negativo.
“Resultados variaveis.

Porcentagem

S1 S2 S3 s7 S14

Fig. 2. Porcentagem de amostras Streptococcus suis sorotipadas, en-
tre os 51 isolados de materiais clinicos de suinos com sintoma-
tologia de infec¢ao por este microrganismo, coletados de gran-
jas das cidades de Braganga Paulista (SP), Castro (PR) e Patroci-
nio (MG).
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e

Fig. 3. Mapa do Brasil ilustrando as cidades de cada estado de onde
foram isoladas as 51 amostras de Streptococcus suis.

Enteroccoccus faecalis (ATCC 19433) pertencendo ao grupo D de
Lancefield e o controle negativo por uma suspensao de células de
Staphylococcus aureus sensibilizado com soro de coelho normal.

RESULTADOS

Os resultados dos testes bioquimicos das 51 amostras de S.
suis isoladas estao apresentados no Quadro 1, observando-se
reagao negativa para VP, positiva para a producao de ami-lase
e negativa para crescimento em meio de TSA, contendo 6,5%
de NaCl. Estes dados, além dos resultados de fermentacao
para os carboidratos lactose, manitol, salicina, sorbitol,
sacarose e trealose estao de acordo com a literatura
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(Gottschalk et al. 1991) para a identificagao bioquimica de S.
suis. No mesmo quadro se encontram resultados variaveis para
alguns poucos testes, a saber arginina, rafinose e inulina, que
sdo descritos para S. suis (Gottschalk et al. 1991). Foi utiliza-
do ainda o sistema de identificagdo API Strep 20 (Bio-Mérieux)
‘para comparacdo com os resultados obtidos com os testes
bioquimicos convencionais. Nenhum padrao bioquimico pode
ser associado a algum sorotipo especifico. Com relagdo a fer-
mentagdo de inulina 13,7% das amostras de sorotipo 7 foram
negativas; com relagio a rafinose apresentou 21,6% das amos-
tras foram positivas, resultados compativeis com o citado
acima, em relac¢ao a estes carboidratos.

Das 51 amostras isoladas e sorotipadas das regioes de
Sao Paulo, Minas Gerais e Parand 30 pertenciam ao sorotipo
2 (50,8%) , 11 amostras (21,5%) ao sorotipo 3 , sete amostras
(13,7%) ao sorotipo 7, duas amostras (3,9%) ao sorotipo 1 e
uma amostra (1,9%) ao sorotipo 14 (Fig. 2).

Na Fig. 3 estao representados os estados brasileiros e res-
pectivas cidades de onde foram isoladas as 51 amostras de S.
suis. Em dados nao publicados foi verificado que das 30 amos-
tras pertencentes ao sorotipo 2, em que pese a distancia re-
lativamente grande entre as cidades, com exce¢ao de uma
amostra, todas as demais foram enquadradas num mesmo
clone (distribuicdo clonal) de acordo com o teste de “Random
Amplified Polymorphic” DNA (RAPD) (Sonia Chatellier, Facul-
dade de Medicina Veterinaria de Saint-Hyacinthe, Canada,
comunicagao pessoal).

DISCUSSAO

No presente estudo foram isoladas amostras de Streptococcus
suis pertencentes aos sorotipos de 1 a 8. Estes sorotipos sao
relatados na literatura como os que apresentam maior fre-
quiéncia nos paises onde a doenca e respectivo agente causal
tém sido encontrados. Com relagao as provas bioquimicas
convencionais os resultados foram satisfatorios sendo que as
amostras apresentaram as reagoes descritas na literatura para
S. suis (Gottschalk et al. 1991). Como recomendado por estes
ultimos autores foram utilizados 5 testes para a identifica-
¢ao presuntiva de S. suis, a saber: crescimento negativo em
TSA+6,5% de NaCl, teste de Voges-Proskauer (VP) negativo,
reacao de amilase positiva e producao de acido a partir de
trealose e salicina (Quadro 1) como indicado por Higgins &
Gottschalk (1990). As amostras estudadas apresentaram 100%
de negatividade para a fermentacao de sorbitol e manitol,
embora ja tenham sido isoladas de ruminantes amostras po-
sitivas para estes carboidratos (Hommez et al. 1988). Algu-
mas amostras (13,7%) apresentaram fermentacao da inulina
negativa, mas estariam relacionadas as exce¢oes que ocor-
rem para esta prova. Os casos atipicos para as provas bioqui-
micas sempre ocorrem e somente a sorotipagem pode resol-
ver estas discrepancias.

Na sorotipagem as amostras foram classificadas como
pertencentes aos sorotipos 1, 2, 3, 7 e 14. Das 51 amostras
isoladas, 30 pertenciam ao sorotipo 2 (50,8%) , 11 amostras
(21,5%) ao sorotipo 3 , sete amestras (13,7%) pertenciam ao
sorotipo 7, duas amostras (3,9%) ao sorotipo 1, e uma amos-
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tra (1,9%) ao sorotipo 14. Vale ressaltar a importancia do iso-
lamento de uma amostra pertencente ao sorotipo 14, pelo
aspecto zoondtico ja que foi descrito anteriormente por
Arends & Zanen (1988) e por Zanen & Engel (1975) como agen-
te etiologico de meningite em humanos.

Aidentificagdo correta deste patogeno é importante, bem
como a sua respectiva classificacao sorolégica, haja vista a
conotacdo ja mencionada de alguns sorotipos com meningi-
tes e ou septicemia em suinos, como também a importancia
de alguns deles causando enfermidade em humanos, mor-
mente meningite (Zanen & Engel 1975, Arends & Zanen 1988,
Gottschalk et al. 1989).

Outro aspecto bastante interessante é que embora as
amostras tenham sido isoladas de diferentes regioes brasilei-
ras ilustradas na Fig. 3, mostrando distancias consideraveis,
ou sejam de 300 km ou mais, entre as cidades das quais as
amostras do sorotipo 2 foram isoladas, foi observada uma
distribuicao clonal destes isolados quando submetidos ao
teste de RAPD (Random polimorphic amplified DNA), compa-
rando-os com diferentes iniciadores e amostras padrao de
outros paises (Sonia Chatellier, Faculdade Medicina Veterina-
ria de Saint-Hyacinthe, Canada, comunicacao pessoal). Com
base nestes achados e pela distancia entre as cidades das
quais as amostras foram isoladas, poderiamos supor que
todas tenham tido uma amostra ancestral comum, no caso
do Brasil, no que concerne as regioes estudadas.

Porém, como se tratam de estudos preliminares em nos-
so pais, enfocando apenas materiais isolados de trés cidades
dos Estados de Sao Paulo, Parana e Minas Gerais, seria preci-
so isolar um nimero maior de amostras, provenientes de
outras regioes. Assim, seria possivel ter-se uma idéia mais -
abrangente da distribuicao da bactéria em nosso meio e me-
lhor compreender a sua relagdo com enfermidades em sui-
nos no que diz respeito a S. suis como importante agente
zoonotico na suinocultura brasileira. No que concerne a dis-
tribuicao dos sorotipos isolados, esta pode mudar com o
decorrer do tempo, dependendo da regido em que é isolada
a amostra (Gottschalk & Segura 2000).

De qualquer modo, a semelhan¢a do que ocorre em ou-
tros paises, a presente pesquisa comprova a predominancia
do sorotipo 2 como causa de enfermidade em suinos, ressal-
tando ainda que outros sorotipos, em especial os sorotipos 3
e 7 foram relativamente freqiientes em nossos achados.

Finalmente, chamamos a aten¢do para o fato que na lite-
ratura nacional consultada, este é o primeiro relato
abrangente sobre a ocorréncia de S. suis em nossas criacoes
de suinos, em particular no que tange a prevaléncia do
sorotipo 2.
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