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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

CARACTERIZAQAO CLINICA E PATOLOGICA DA INFECQAO POR Haemophilus
parasuis SOROVAR 7 CEPA 174 EM LEITOES PRIVADOS DE COLOSTRO
Autor: Claudia Cerutti Dazzi
Orientador: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 31 de julho de 2018

O Haemophilus parasuis ¢ um cocobacilo gram negativo pertencente a familia Pasteurelaceae e
causador da Doenga de Glésser, a qual se caracteriza pela deposi¢do de material fibrinoso a
fibrinossupurativo em articulagdes, serosas ¢ meninges. At¢ o momento, existem 15 sorovares (SV)
tipificados deste microrganismo, classificados em altamente e moderadamente virulentos, e
avirulentos. Dentre os sorovares considerados avirulentos ou de baixissima viruléncia esta o sorovar 7,
cepa de referéncia 174. Este sorovar ¢ assim classificado desde o ano de 1992; entretanto, estudos
recentes demonstram um aumento na prevaléncia do SV7 nao somente no pulmao, mas também em
outros sitios como articulagdes, em suinos acometidos pela Doenca de Gldsser. Estes fatos nos
instigaram a crer que o SV7 ¢ virulento e capaz de desencadear a Doenca de Gldsser. Para comprovar
essa hipdtese e a viruléncia do SV7, vinte leitdes privados de colostro foram desafiados
intratraquealmente com 1x107 Haemophilus parasuis SV7 cepa 174 e avaliados clinicamente a cada
24 horas. Animais infectados apresentaram sinais clinicos condizentes com a Doenca de Glésser. Em
menos de 24h um animal morreu por choque séptico. Apos 24h, os animais apresentaram febre acima
de 40°C, associada, primeiramente, com artrite, seguido de sinais respiratorios. Conforme a evolugdo
do quadro, no segundo e terceiro dias, os animais apresentavam sinais neuroldgicos associados a
artrite e dispneia. Nenhum animal sobreviveu ao quinto dia pos-infec¢do. Todos os suinos infectados
foram necropsiados para coleta de material bioldgico visando o isolamento do SV7 e avaliacdo das
lesdes macro e microscopicas. O H. parasuis foi recuperado apoés semeadura do material biologico em
agar chocolate seguido da confirmacdo do SV7 por meio de PCR multiplex. Os principais achados
macroscopicos foram poliartrite, poliserosites e meningite, lesdes classicas da Doenca de Glésser.
Microscopicamente estas lesdes constituiam-se de infiltrado de neutréfilos e macrofagos em meio a
uma rede de fibrina (infiltrado fibrinossupurativo), associado a alguns linfocitos. Além disso, foi
observada aplasia timica e endoftalmite fibrinossupurativa. Pela andlise dos achados
anatomopatoldgicos, observamos a possibilidade de o H. parasuis ultrapassar barreiras hematdgenas
em diferentes 6rgdos como, cérebro, olho e timo. Lesdes oculares nunca antes descritas para a Doenca
de Glésser foram observadas em diversos animais e se caracterizaram por endoftalmite e perineurite
do nervo ocular. Com esse estudo concluimos que o SV7, cepa 174, ¢ capaz de causar a Doenga de
Glédsser em suinos altamente susceptiveis, promovendo um curso clinico letal, e que a classificacdo
deste SV deveria passar de avirulento para virulento.

Palavras-chave: Doenga de Glisser; Sorovar 7; clinica; patologia.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

CLINICAL AND PATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Haemophilus
parasuis INFECTION SEROVAR 7 STRAIN 174 IN COLOSTRUM DEPRIVED
PIGLETS
Author: Claudia Cerutti Dazzi
Advisor: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 31 de julho de 2018

Haemophilus parasuis, the ethiological agent of Glasser disease, is a Gram-negative coccobacilli of
the Pasteurelaceae family. Gldsser disease is a systemic infection characterized by deposition of
fibrinous to fibrinosuppurative material in the joints, serosal surfaces and meninges. Currently, there
are 15 typeable serovars (SV) known and classified according to virulence in highly and moderately
virulent and avirulent. Since 1992, SV 7 reference strain 174 has been considered an avirulent to
mildly virulent sorovar. However, in recent years, SV7 has been increasingly isolated not only from
lungs, but also from systemic sites such as joints in pigs with classical symptoms of Glisser disease.
These findings led us to believe that SV7 might be virulent and able to cause Glasser’s disease. To
confirm our hypothesis, twenty colostrum-deprived piglets were intratracheally challenged with 1x107
Haemophilus parasuis SV 7, strain 174. Infected piglets had clinical signs consistent with Glésser
disease. One piglets died by septic shock in less than 24h post-infection. After 24h, infected piglets
had fever (over 40°C), associated firstly with arthritis and then with respiratory signs. With the
progression of the disease, at the second and third day post-infection, piglets had neurological signs,
arthritis and dyspnea and none of the infected piglet survived after the fifth day post-infection. All
piglets were necropsied and tissue samples collected for bacteriological and histopathological
analyses. Haemophilus parasuis was isolated in chocolate agar and the identity of the SV was
confirmed by a multiplex PCR. The main macroscopic findings were polyarthritis, polyserositis and
meningitis which are the classical signs of Glédsser Disease. Microscopically, these lesions were
characterized by neutrophilic and macrophage infiltration in a fibrinous net (fibrinosuppurative
infiltrate), associated to few lymphocytes. In addition, we observed thymic aplasia and
fibrinosuppurative endophthalmitis. Based on the anatomopathological findings, we observed the
possibility of H. parasuis overcome hematological barriers in organs such as cerebrum, eye and
thymus. We observed ocular lesions in several piglets, yet not described for Glasser Disease,
characterized by endophthalmitis and perineuritis of the ocular nerve. With this study we concluded
that SV7 strain 174 is capable of causing Gléasser disease in highly susceptible piglets and that the
classification of this SV should change from avirulent to virulent.

Key words: Glésser’s Disease; serovar 7; clinical; pathology.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a carne suina conquistou um enorme espago no comércio mundial
de carnes e ocupa lugar de destaque em varios paises como a China, hoje o maior produtor e
consumidor mundial; em outros paises como o México, Russia e Japao, o consumo da carne
suina j& ultrapassa o da carne bovina, evidenciando uma dréstica mudanga no mercado
consumidor (1). Atualmente, além da China, os principais produtores de suinos sdo a Unido
Europeia, Estados Unidos e Brasil (1,2). O Brasil ¢ o quarto maior exportador de carne e
derivados de suinos e em 2016 foram comercializadas 1.483 mil toneladas de carne
movimentando 732 milhdes de dodlares; os estados com maior contribui¢cdo para esses indices
foram Santa Catarina e Rio Grande do Sul (3). Portanto, diante do impacto econdmico da
suinocultura, ¢ de extrema importancia controlar todas as varidveis que impactam
negativamente na produtividade, com especial atencdo aos aspectos sanitdrios que
representam um dos principais gargalos na producao. Dentre os principais desafios a saude do
rebanho estdo as doengas do complexo respiratério com destaque para a Doenca de Glésser,
causada pelo Haemophilus parasuis (4).

O H. parasuis ¢ uma bactéria Gram negativa, pleomorfica, da familia Pasteurelaceae
(5-7). Este microrganismo faz parte da microbiota do trato respiratdrio superior dos suinos e
até o momento foram documentados 15 sorovares (SVs) distintos, com diferentes graus de
viruléncia ou potencial patogénico (4,6,8). Os SVs 1, 5, 10, 12, 13 e 14 sdo classificados
como altamente virulentos; os SVs: 3, 6, 7 ¢ 11 sdo considerados avirulentos e os demais
sorovares possuem viruléncia moderada (4).

A Doenca de Glédsser normalmente acomete suinos jovens, entre a 5* ¢ 7* semana de
vida, e manifesta-se por poliartrites, poliserosites (pleurite, pericardite e peritonite fibrinosas)
e, em alguns casos, meningites (6,9—11). O primeiro contado dos leitdes com o H. parasuis
ocorre logo apds o nascimento, através do contato direto com o trato respiratorio da mae, que
transmite as bactérias existentes em sua microbiota naso-faringea diretamente para o trato
respiratorio superior de sua prole (8). Nestes casos, a Doenca de Glisser poderd ocorrer nos
leitdes caso os anticorpos maternos nao forem suficientemente eficientes para impedir a
disseminagdo sistémica da bactéria ou em casos onde ocorre imunossupressao dos leitdes
(6,8,12).

Apoés o desmame, na creche, entre o 35° e 49° dia de vida do leitdo, inicia uma queda

gradativa da imunidade materna (8,12). A troca brusca de ambiente, associada ao stress do
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desmame, aglomeracdo de animais de diferentes baias ou mesmo de diferentes granjas, ¢ a
grande diversidade de microrganismos que colonizam o trato respiratdrio, propicia a
transmissdo de microrganismos e o surgimento de doencas, dentre elas a Doenga de Glisser,
neste caso, transmitida por aerossois ou contato direto entre os leitdes (13). Os sinais clinicos
primeiramente observados na Doenca de Glidsser sao febre, pelos ericados e tosse, seguidos do
aumento das articulagdes (artrites), dificuldade na locomocgdo, dispneia e respiragao
abdominal. Posteriormente, alguns animais podem permanecer em decubito e/ou apresentar
sinais neurologicos como tremores, movimentos de pedalagem, opistdtono e decubito lateral
(14,15). Nos casos em que ocorre doenca neurologica, o prognostico ¢ desfavoravel e a
infeccdo muitas vezes fatal.

A necropsia, as principais lesdes encontradas sdo peritonite, pleurite, pericardite,
artrites e meningite. Essas lesdes sdo varidveis e algumas delas podem ndo ocorrer em
concomitancia. Microscopicamente, nos sitios das principais lesdes, ¢ observado inflamagao
fibrinosupurativa, com intenso infiltrado neutrofilico e macrofagico. Além disso, podem ser
encontradas pneumonia intersticial, edema pulmonar, lesdes vasculares e hemorragias, lesoes
esplénicas como linfolise entre outras, de acordo com a progressao da doenca (14,15).

O tratamento da Doenca de Glisser ¢ realizado com antibidticos os quais devem ser
utilizados, preferencialmente, apds o isolamento bacteriologico e andlise de susceptibilidade
aos antimicrobianos da bactéria (13,16-18). As perdas econdmicas decorrentes da Doenga de
Glésser sao muito expressivas: além do gasto com o tratamento, ha redu¢ao na produtividade,
perda ou descarte de animais infectados e prejuizos a carcaca (19). Visando minimizar tais
prejuizos € necessaria a vacinagdo em massa dos suinos.

As vacinas comerciais disponiveis sdo formuladas comumente a partir de sorovares
virulentos (SV5, SV4 e SV1); entretanto, estudos soro-epidemiologicos em suinos evidenciam
que nem sempre estes SVs sdo os mais prevalentes em uma regido ou pais (20). Além disso,
mais de um SV pode causar surtos da doenga em uma granja. Assim, as vacinas de bacterinas
genéricas podem mostrar-se ineficazes aos sorovares que ndo presentes nas vacinas, visto que
ha pouca ou nenhuma indugdo de prote¢ao heterdloga. A prote¢ao heterdéloga é uma resposta
imune gerada contra um sorovar de um patogeno, neste caso H. parasuis, e capaz de proteger
contra outro, ou varios sorovares do mesmo patogeno. Entretanto, vacinas com essa
abrangéncia ainda nao estdo disponiveis no mercado. Nos casos onde as vacinas comerciais
mostram-se ineficazes, ¢ necessario o uso de vacinas autdgenas, que sdo bacterinas

desenvolvidas a partir de isolados bacterianos da granja acometida (14,21).
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Frente ao problema da protecao heterdloga, o desenvolvimento de vacinas efetivas e
abrangentes contra o H. parasuis torna-se fundamental para prevengdo da Doenca de Glisser
(12). Vacinas de proteinas recombinantes vém sendo estudadas contra os diferentes sorovares
de H. parasuis e, nos ultimos anos, estudos tem demonstrado maior eficacia de vacinas
experimentais em comparacao as comerciais (14,22-24). Ainda, pesquisas com a utilizagao
determinados antigenos bacterianos como a proteina de ligagdo a transferrina suina (TbpB)
mutante na vacinacdo de suinos tem apresentado resultados imunologicos e de prote¢ao
satisfatorios (14,22). A TbpB esta presente em diversas bactérias como Actinobacillus
pleuropneumoniae e H. parasuis entretanto, mesmo sendo uma proteina altamente
conservada, a TbpB ¢ classificada em diferentes grupos e a correta selecdo do grupo ¢
fundamental para o sucesso da vacinagdo. Neste caso, o SV7 do H. parasuis ¢ uma 6tima
escolha, pois se encontra no grupo 3 das TbpBs e seus epitopos vacinais podem ser capazes de
promover imunidade frente as bactérias pertencentes a esse cluster (22).

O SV7 ja foi identificado em granjas na Australia e China por meio de sorologia e
isolamento bacteriano de diferentes 6rgaos de suinos, como pulmao e articulagdes (20,25).
Somado a estes estudos, o Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Avangada da
Universidade de Passo Fundo ha alguns anos recebe amostras de campo de todo o Brasil
(provenientes de granjas acometidas pela Doenca de Glésser) para sorotipificacdo de H.
parasuis e, até o momento, uma boa parte destas amostras foram identificadas como SV7 -
indicando uma consideravel prevaléncia deste sorovar nos rebanhos brasileiros (Prigol et al.,
2018 — dados nao publicados). Logo, fica evidente a necessidade de pesquisas com este
sorovar especifico, tanto pela sua capacidade de induzir prote¢do heterdloga quanto no
entendimento de sua patogenia, uma vez que esta classificado como avirulento (4,26).

O foco de nosso grupo de pesquisa ¢ a confeccao de novas vacinas de proteinas
recombinantes a partir de TbpBs do cluster do grupo 3 (22) explorando o potencial
imunogénico e patogénico do sorovar 7 cepa 174, na promocdo da Doenca de Glasser. O
objetivo desta dissertagdo ¢ relatar os achados anatomopatoldgicos da infeccao pelo SV7 do
H. parasuis em um modelo de leitdes altamente susceptiveis ndo imunizados e comprovar sua
viruléncia através da observacdo de lesdes fibrinossupurativas caracteristicas da Doenga de
Glésser (poliartrite, poliserosites € meningite). Os resultados deste estudo sdo apresentados no
Capitulo 1 da presente dissertacdo, na forma de um ‘original article’ intitulado “Clinical and
pathological characterization of Haemophilus parasuis strain 174 in pigs”, a ser submetido

ao periodico Reseach in Veterinary Sciences.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Haemophilus parasuis

Haemophilus parasuis ¢ um patéogeno especifico de suinos; morfologicamente, ¢
caracterizado como um cocobacilo Gram negativo, pertencente a familia Pasteurelaceae. E
uma bactéria de crescimento fastidioso, aerdbica, ¢ necessita de ferro e nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) para seu crescimento in vitro (27). Quando semeada em placas de agar
chocolate suplementado com NAD e glicose, o H. parasuis forma pequenas coldnias
translucidas de coloragdo acinzentada, ndo hemoliticas (28).

As fimbrias, lipopolissacarideos (LPS), lipooligossacarideos (LOS) e proteinas externas
de membranas (OMPs) constituem os principais fatores de viruléncia (6,29-31). O H.
parasuis também secreta proteases que clivam a IgA, primeira linha de defesa das mucosas
(29). Associado a estes fatores, ha proteinas de autotransporte denomina vtAs encontradas
expostas na membrana bacteriana, que dificultam a fagocitose (32). Também presentes na
membrana bacteriana, as proteinas de ligacdo a transferrina (Transferin binding protein =
Tbp) A ¢ B (TbpA/TbpB), presentes em alguns membros da familia Pasteurelaceae, sao
responsaveis pela captagdo de ferro e importantes fatores de viruléncia (33); entretanto, ainda
nao se sabe se cepas com maior ou menor viruléncia tem diferentes quantidades de TbpBs em
sua superficie.

Os mecanismos bacterianos envolvidos na evasdo do sistema imune suino sdo a
capacidade de prevenir a fagocitose por macrofagos e a capacidade de evitar a ativagado da via
classica do sistema do complemento (34). Cepas virulentas evitam a fagocitose pelos
macrofagos alveolares (PAMs) pois desenvolvem uma capsula associado as VtAs
(6,32,34,35), a qual também esta relacionada a viruléncia do H. parasuis (36,37). Em
microrganismos encapsulados, ha dificuldade na deposi¢do dos componentes do sistema do
complemento, pela via alternativa, sobre a estrutura bacteriana, e isso facilita a implantacao e
colonizagdo das bactérias no organismo, exceto quando hé imunidade humoral especifica (p.e.
vacinacao) para ativagao da via classica do sistema do complemento (34,38).

Até o momento 15 sorovares tipificaveis do H. parasuis foram encontrados; essa
diferenciagdo foi obtida através da avaliagdo da composi¢do das capsulas por um teste de
imunodifusdao com antigenos estaveis ao calor (4). Entretanto, em boa parte dos isolados

clinicos, essa tipificacdo ndo € possivel e estes sdo chamados “nao-tipificaveis”, pois possuem



17

peculiaridades na conformagdo externa que gera uma indistingdo na formagdo de complexos
imunes no processo de imunodifusdo e que impede sua caracterizagao (4,6,39). Em relagao
aos SV tipificaveis, estes sdo classificados de acordo com o grau de viruléncia em altamente e
moderadamente virulentos, os quais sdo responsaveis pela doenca de Glésser (DG), ou
avirulentos, os quais sdo colonizadores comensais do trato respiratorio superior dos suinos
4.

Os sorovares mais comuns encontrados em granjas, em sitios lesionais, que se tem relatos
até o momento sao virulentos: SV1, 5, 4, 12 e 14 (9,40). Porém, trabalhos recentes relatam a
presenca do SV7 isolado de lesdes caracteristicas de DG em granjas de suinos na China e
sorologia positiva na Australia (20,25,41). Um trabalho em particular, feito na Espanha no
ano de 1999, relatou a presenga do SV7 em quinto lugar de prevaléncia entre os SV mais
predominantes; entretanto os autores ndo o correlacionaram a DG e o consideraram de baixa
ou nula viruléncia (42). No Brasil, Prigol et al. (2018 — ndo publicado) destaca a ocorréncia
deste mesmo sorovar, com alta prevaléncia em granjas de suinos e como causa de surtos de

DG em diferentes estados do pais.

2.2. A Doenca de Glasser

A doenca de Glésser (DG) foi primeiramente descrita por K. Gliasser em 1910, que
observou um bacilo como causador de uma sindrome caracterizada pela deposi¢ao de material
fibrindide a fibrinossupurativo em diferentes sitios como a pleura pulmonar, pericardio,
articulagdes, serosas de 6rgaos abdominais e meninges. Em 1931, esta bactéria foi classificada
como Haemophilus influenzae (suis). Somente no ano de 1969 que Bicbertein ¢ White a
reclassificaram de Haemophilus suis, para Haemophilus parasuis, devido a dependéncia ao
fator V da coagulacdo para crescimento in vitro. A morbidade e mortalidade da DG séo
variaveis, de acordo com a taxa de imunidade do rebanho e viruléncia do SV responsavel pelo
surto. Por muito tempo, o H. parasuis foi caracterizado como agente secundario de patogenos
responsaveis por doencgas respiratorias como o virus da sindrome reprodutiva e respiratéria
dos suinos (virus da PRRS), virus da Influenza, Circovirus, Bordetella bronchiseptica e
Mycoplasma hyopneumoniae (28). Entretanto, nos ultimos anos, surtos causados puramente
por H. parasuis tem sido identificado, tornando-o agente primario de doengas do trato

respiratorio.



18

2.2.1. Etiologia

O H. parasuis ¢ encontrado de forma comensal no trato respiratorio superior de suinos. O
primeiro contato dos leitdes com o microrganismo ocorre logo ao nascer através do contato
direto com o trato respiratorio da porca (8). A partir deste momento ocorre a colonizagdo
primaria do trato respiratorio dos leitdes, com pico de colonizagdo aos 60 dias de idade (8).
Nesta passagem de bactérias da matriz aos leitdes, cepas virulentas de H. parasuis podem
estar presentes nas fossas nasais como parte da microbiota normal e serem transmitidas aos
leitdes. Na maternidade, a Doenga de Glésser ¢ de dificil ocorréncia, devido a imunidade
colostral transferida aos leitdes pelas maes (43). Portanto, at¢ o desmame, os leitdes poderao
nunca manifestar a doenga ou manifesta-la em um momento de imunossupressao, em que
havera oportunidade de proliferagdo ao H. parasuis.

Apos o desmame inicia-se um novo periodo na vida dos leitdes, a creche. Este ¢ um ponto
importante na transmissdo do H. parasuis e implantacdo da Doenca de Gldsser em um
rebanho. Na creche, animais de diferentes baias ou granjas sdo reunidos em um mesmo local,
todos sob o estresse do desmame e ambientacao ao novo alojamento. Aliado ao estresse e suas
consequéncias fisioldgicas, outro fator pontual ¢ a queda da imunidade materna. Portanto,
neste momento e local temos suinos com imunidade relativamente baixa, junto a animais com
diferentes SVs e cepas de H. parasuis, cada um com sua microbiota particular. Logo, ha uma
troca inevitavel de microrganismos entre eles tanto por contato direto, como por aerossois,

sendo estes os pontos chave da transmissao e progressao Doenca de Glésser (28,40).

2.2.2. Patogenia

Acredita-se que o H. parasuis colonize o trato respiratorio superior € que cepas
virulentas alcangam o pulmao onde se estabelecem (29). Depois da coloniza¢do pulmonar, a
bactéria chega a circulacdo sanguinea, onde ha disseminagcdo hematdgena sistémica e, como
consequéncia, poliserosites. Esta rota de infec¢@o inicia-se com a lesdo do epitélio respiratorio
e inducdo de apoptose por meio da liberagdo de citocinas; os SVs patogénicos promovem a
formagdo de biofilme e resisténcia a a¢do do sistema imunologico (44).

O H. parasuis possui mecanismos para evasao do sistema imune principalmente a
capacidade de resisténcia aos macréfagos alveolares (35). Do pulmao, provavelmente chegam
a corrente sanguinea por lesdo e apoptose do endotélio vascular (11,45,46). O H. parasuis é

resistente a agdo do sistema do complemento, o que dificulta sua eliminagdao do organismo
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(34,38). Assim, uma vez na circulagao, dissemina-se pelo organismo chegando as serosas e

causando as lesOes caracteristicas da Doenga de Glasser.

2.2.3. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos comumente encontrados sdo febre acima de 40°C, pelos eri¢ados,
dispneia, taquipneia, com observacdo de respiracdo abdominal (26,47). H4 aumento de
volume articular posteriormente associado a claudicagao e sinais neurologicos variaveis como
tremores, movimentos de pedalagem e nistagmo (26,48,49). O aparecimento dos sinais
clinicos ¢ variavel e ocorre de 24-48h até alguns dias apods a infeccdo; esta variagdo estd
intimamente ligada a viruléncia do sorovar envolvido. Alguns casos podem cursar com morte
subita gerada por choque séptico (48,50). Os sinais clinicos podem ser observados
isoladamente ou em conjunto. Animais que sobrevivem a infec¢cdo podem apresentar sequelas
como artrose, retardo no crescimento e, ao abate, observam-se aderéncias de 6rgaos internos
(40,51). Essas aderéncias limitam a expansdo da musculatura respiratoria dos animais; nos
casos de pericardite, hd limitacdes aos batimentos cardiacos, tornando-os letargicos e

inapetentes.

2.2.4. Lesbes Macroscopicas

A necropsia sdo usualmente observadas lesdes fibrindides ou fibrinossupurativas nas
articulagdes, cavidade abdominal, cavidade tordcica, pericardio e meninges, com diferentes
graus de acometimento (40). Normalmente, o pulmdo ¢ o oOrgdo mais acometido,
apresentando, além de pleurite, consolida¢do cranio-ventral e alteragdes circulatorias como
edema e congestdo. Alteracdes circulatorias em casos hiperagudos sdo as unicas lesdes
aparentes e, nestes casos, os animais morrem por choque endotoxémico (48,52).

As lesdes do coragdo vém em segundo lugar, onde pode haver desde liquido pericardico
acentuado e levemente amarelado a turvo, até pericardite fibrinossupurativa acentuada
(37,53), com aderéncias do pericardio ao epicardio, dificultando a sistole e didstole. Nas
articulagdes mais acometidas, pode ocorrer aumento da turbidez do liquido articular em casos
mais brandos; nos casos mais graves, pode-se observar erosao da cartilagem articular com

osteite associada a material fibrinossupurativo abundante (26).
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Na cavidade abdominal, além da peritonite, o liquido peritoneal pode apresentar-se com
diferentes graus de turbidez e os 6rgaos abdominais encontrarem-se completamente aderidos
entre si e a parede muscular (47). No sistema nervoso central, nota-se congestdo vascular
intensa associada ou ndo a edema. O liquido cefalorraquidiano pode ter coloragdo alterada
amarelada a turva. Quando a meningite ¢ acentuada, nota-se uma coloragao mais opaca da pia
mater (26,40,47,48).

Em casos onde ha sobrevivéncia dos animais e nos locais onde havia poliserosites, sdo
observadas lesdes cronicas. Estas lesdes constituem-se de tecido fibroso formando aderéncias
que limitam o crescimento e desenvolvimento do animal. Quando graves, ha juncdo do
pulmao a pleura parietal e do pericardio ao epicardio, além de artrose. Achados estes que, em
nivel de abate, causam reprovacdo dos 6rgdos aderidos e da carcaca. Cabe salientar que estas
lesdes podem ou ndo serem concomitantes e que, embora sugira infeccdo por H. parasuis,
outros microrganismos que promovam lesdes semelhantes como Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis e Pasteurella spp devem ser considerados (51). Nesse
contexto, a coleta de material para exame microscopico e bacterioldgico torna-se

fundamental.

2.2.5. Lesbes Microscopicas

Microscopicamente, as lesdes apresentam-se como infiltrados neutrofilicos associados
a macrofagos, junto com material fibrinodide basofilico e restos neutrofilicos; algumas vezes,
coldnias bacterianas podem ser evidentes (11,40,47,48). Outras células inflamatérias como
linfécitos também podem estar presentes neste infiltrado, dependendo da evolugdo da lesao.
Estes achados caracterizam basicamente as lesdes fibrindides macroscopicas e ficam
evidentes nas serosas de 6rgaos, na pleura pulmonar, superficie articular, pericardio, meninges
e tecidos do trato respiratério (54). No pulmdo, pode haver pneumonia broncointersticial
fibrindide a fibrinossupurativa (14,48). Nefrite e pielite também podem ser encontradas junto
a outras alteracdes vasculares como trombos, coagulacdo intravascular disseminada,
congestao, hemorragia e edema em diferentes 6rgdos (15,49). Linfolise pode ser observada no

baco, na zona periarteriolar acompanhada por deposi¢do de fibrina, caracterizando sepse (14).
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2.2.6. Diagndstico

Para que a Doenga de Glisser seja diagnosticada, o H. parasuis deve ser isolado de
sitios sistémicos, pois se trata de um colonizador natural do trato respiratdrio superior;
portanto, o trato respiratorio superior ndo ¢ o local ideal para a coleta principalmente quando
se tem doenga sistémica. Ainda, liquidos de locais afetados também podem ser uma boa
op¢ao de amostra para isolamento bacteriano (55). O isolamento bacteriano também pode ser
realizado através de coletas estéreis de 6rgdos que contenham lesdes fibrinopurulentas. O
material coletado ¢ semeado em placas de dgar chocolate suplementadas com NAD e glicose,
sob microaerofilia (CO2 5%) por um periodo minimo de 24h. A partir do crescimento é
possivel visualizar as pequenas colonias tipicas do H. parasuis e seguir com o proximo passo
de diagnostico que ¢ a tipificagdo da bactéria por testes moleculares ou testes bioquimicos,
estes ultimos ja em desuso.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ a técnica de identificagdo e sorotipificacao
mais utilizada atualmente e apresenta alta especificidade e sensibilidade (56,57). Utilizando-
se um conjunto de primers multiplex, ¢ possivel em poucas horas identificar o SV isolado ou
detectado das amostras e que esta presente em um determinado surto (53,58). As bactérias nao
necessitam estar vidveis para a performance da PCR multiplex; ¢ necessario apenas que tenha
uma concentragdo minima de DNA para amplificacdo e caracterizacdo do patégeno. O ELISA
¢ normalmente utilizado para identificar o grau de protecdo vacinal de um rebanho, ou ainda,
para a detecg¢ao de anticorpos colostrais em leitdes (8). Além disso, a soroaglutinagdo foi por
muito tempo a técnica de eleicdo para diferenciacdio de sorovares (4,59). A
imunohistoquimica ¢ uma técnica que utilizada anticorpos para a identificagdo do agente
diretamente na amostra de tecido coletada para histopatologia (60,61). A técnica compde-se
basicamente da utilizacdo de anticorpos primarios e secundarios associados a um cromogeno,

para a detecgdo de um epitopo especifico do H. parasuis (62).

2.2.7. Tratamento e prevencao

O tratamento bdsico consiste no uso de antibidticos, preconizando-se testes
antimicrobioldgicos em casos onde ha isolamento bacteriano, para escolher o melhor
tratamento a ser instituido no animal ou rebanho afetado e evitar resisténcia a essas drogas

(18,41,43). Entretanto, a melhor forma de combate a esta, e qualquer outra doenca infecto
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contagiosa, ¢ através da prevengdo e profilaxia, neste caso, com o utilizagdo de vacinas e
manejo ideais de biosseguranca.

As vacinas para a Doenga de Glésser encontradas no mercado atual constituem-se,
basicamente, de bacterinas genéricas contra um ou dois sorovares virulentos, normalmente
SV5 e/ou SV4, algumas delas associadas a um SV avirulento como SV6 (8,21). A vacinagao
induz anticorpos capazes de proteger contra desafios homodlogos e evitar a Doenca de Glésser
(34). Entretanto, estas vacinas sdo deficientes na protecdo heteréloga, isto €, a prote¢do contra
outros SVs que ndo aqueles que constituem a formulagdo vacinal. Quando a Doenga de
Glasser ocorre em granjas previamente vacinadas, preconiza-se coleta de material
preferencialmente de sitios sistémicos de suinos que morreram em decorréncia da infec¢do ou
que se encontram em estado avangado da doenga, com necessidade de eutanasia. A partir do
material coletado realiza-se o isolamento bacteriano e tipificagdo do isolado; assim, uma
vacina podera ser produzida especificamente para aquela granja, com o SV que esta causando
a Doenga de Glésser. Este tipo de vacina ¢ chamado de vacina autdégena, confeccionada apos
o crescimento em grande escala das bactérias e inativacdo (p.e.: formalina); esse tipo de
vacina (bacterina) devera ser associada a um adjuvante e aplicada exclusivamente na granja a
partir da qual o SV em questdo foi isolado. Apesar de sua eficdcia, as vacinas autdgenas,
infelizmente, nd3o sdo a solugdo para resolu¢do da Doenca de Gldsser. Tanto as vacinas
autégenas, quanto as vacinas comercias disponiveis hoje no mercado, promovem apenas
protecao homologa.

Neste cenario, € necessario que tenhamos uma vacina eficaz, que cubra essa lacuna
imunoldgica e previna a infec¢do de suinos pelo maior niimero possivel de sorovares. Com
esse intuito, grupos de pesquisadores tém estudado diferentes proteinas de superficie do H.
parasuis como potenciais e promissoras capacidades imunogénicas. E o caso do uso das
TbpBs recombinantes (33), que tem apresentado sucesso, demonstrando grande eficacia
perante ao desafio com cepas virulentas homdlogas (14,63,64) e heterdlogas (22). Sequéncias
especificas de TbpBs sdo clonadas, alteradas geneticamente e produzidas em Escherichia coli:
o produto sdo TbpBs alteradas em nivel aminoacidico e utilizadas como antigeno vacinal a
fim de aumentar sua sensibilidade as células reconhecedoras de antigeno (22). As proteinas
vtA também sdo capazes de induzir prote¢ao heterdloga, mas em um nivel menor (32,65).
Assim, quando vacinados com estas vacinas de proteinas recombinantes, os suinos
apresentardo imunoglobulinas capazes de opsonizar qualquer SV de H. parasuis, ou os
sorovares que as expressem, como por exemplo, os SVs que se encontram inseridos no Grupo

3 das TbpBs (22,23,33).
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ABSTRACT

Haemophilus parasuis is a Gram-negative bacterium that causes Glasser’s Disease, mostly
seen in young swine, characterized by polyarthritis, polyserositis and meningitis. The
bacterium has at least 15 known serovars classified according to the ability to cause disease.
Serovars 1, 4, 5 and 12 are considered of high virulent and usually used in most studies.
Serovars 3, 6, 7, 9 and llare considered avirulent; however, recent reports showed that
serovar 7 is somehow emerging in herds all over the world suggesting that its virulence status
might have changed. This prompted us to infect colostrum-deprived piglets with SV 7 strain
174 and characterize clinical and pathological signs. We found that SV 7 caused clinical signs
consistent with Glasser disease in all infected piglets that succumbed to infection up to day 5
post-infection. Macroscopic and microscopic lesions were consistent with those found during
infection of piglets with virulent serovars. In addition, we describe novel microscopic lesions
associated with Glésser disease such as endophthalmitis. Thus, our findings indicate that SV 7
causes classical signs of Glésser disease in colostrum-deprived piglets and it should be

included into the group of virulent serovars.

Keywords: H. parasuis; Serovar 7; Glasser’s Disease; Pathology.
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Introduction

Glasser’s Disease (GD) is an emergent worldwide disease caused by Haemophilus
parasuis, a Gram-negative bacterium that belongs to the Pasteurelaceae family. Clinically,
GD is characterized by polyserositis, polyarthritis and meningitis (Biberstein and White,
1969) and affects mainly young pigs in the nursery phase. Fifteen serovars are well
characterized based on the capsule composition and they are classified as nonvirulent,
moderate and highly virulent according to their ability to cause disease in infected pigs
(Kielstein and Rapp-Gabrielson, 1992).

According to the initial reports published by Kielstein and Rapp-Gabrielson (1992), H.
parasuis serovar 7, strain 174, was unable to cause GD in piglets after intraperitoneally
challenge. Years later, Brockmeier et al. (2014) performed a new infection study and showed
similar results after challenging highly susceptible piglets by the intranasal route. Both
authors have classified SV7 strain 174 as a nonvirulent strain. More recently, Guizzo et al.,
(2018) showed that the same strain inoculated by intratracheal route in highly susceptible
piglets was capable to trigger GD in all challenged animals, suggesting the need to reclassify
strain 174.

GD outbreaks associated with H. parasuis SV7 were also recently described in
Chinese swine herds and this serovar was frequently isolated from systemic sites of sick
animals (Wang et al., 2017). In Australia, nasal samples obtained from pigs showing clinical
signs suggestive of GD were positive for H. parasuis SV7 (Turni and Blackall, 2010). Thus,
these data along with the experimental infection experiment described by Guizzo et al., (2018)
provide strong evidence that H. parasuis SV7 might be capable to trigger GD outbreaks.

Experimental reproduction of GD is not easy and normally it is performed in a highly
susceptible animal model (specific pathogen-free, caesarean-derived, colostrum deprived pigs
and natural farrow, colostrum-deprived pigs) using mainly H. parasuis Nagasaki strain
(serovar 5) (Amano et al., 1996, 1994; Bello-Orti et al., 2014; Brockmeier et al., 2014;
Frandoloso et al., 2012b, 2011; Palzer et al., 2015; Segales et al., 1997), or by serovar 4
(Amano et al., 1996, 1994; Bello-Orti et al., 2014; Turni and Blackall, 2007), SV 12 (Turni
and Blackall, 2007) and SV 1 (Amano et al., 1994).

The clinical signs commonly observed in pigs infected with virulent serovars are
shaggy hair, fever, joint swelling and lameness associated to respiratory difficulties
(coughing, sneezing, dyspnea or taquipneia) latter progressing to neurological signs and death

(Frandoloso et al., 2011). Necropsy findings are fibrinoid arthritis, peritonitis, pleuritis,
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pericarditis and meningitis (Amano et al., 1994; Vahle, 1996). Microscopically, these lesions
are characterized by fibrinosuppurative material deposition matching macroscopically
affected organs findings. Sometimes, meningitis is seen only by microscopic analysis. Besides
fibrinosuppurative ~ polyserositis,  interstitial ~ pneumonia  or  fibrinosuppurative
bronchopneumonia can be seen in lungs. Disseminated intravascular coagulation, vascular
thrombosis, hemorrhages, congestion and edema in different organs (mostly lungs and brain)
can be present (Bello-Orti et al., 2014; Segales et al., 1997). In acute cases, septic chock
alterations are the most common visualisation (Amano et al., 1997, 1994).

In this study, we present clinical and pathological lesions caused by H. parasuis serovar 7
strain 174 in naturally farrowed colostrum-deprived pigs and microscopic lesions not yet

described in H. parasuis infection.

Materials and Methods

H. parasuis strain and growth condition

H. parasuis was grown according to Guizzo, et al. (2018): an aliquot of SV7 reference
strain 174, which was previously passaged in pigs, was placed into supplemented PPLO broth
(NAD and D-glucose) and grown under shaking (250rpm/37°C) to achieve an optical density
of 0.4 at 600nm. The bacteria were collected by centrifugation, washed twice in PBS (137
mM NaCl [Sigma-Aldrich, USA], 2.7 mM KCI [Sigma-Aldrich,USA], 10 mM NayHPO4
[Sigma-Aldrich, USA], 1.8 mM KH>POj4 [Sigma-Aldrich] pH 7.2) and counted using Flow
Cytometry (FACSVerse Cytometer - Becon Dickinson, USA) to quantify the challenge
inoculum. The concentration was adjusted to 1x107 bacteria in a final volume of 2 ml of

RPMI 1640 (Invitrogen, USA) medium.

Pig experimental infection and clinical evaluation

Twenty snatch-farrowed colostrum-deprived piglets (DB Genética Suina, Brazil)
selected from 5 different sows from a high health status herd were obtained and raised as
described (Guizzo et al., 2018). At day 42, piglets were anesthetized using the following drug
combination: 0.3 mg/kg of acepromazine (Syntec do Brasil, Brazil), 0.3 mg/kg of midazolam

(Laboratorio Teuto Brasileiro, Brazil) and 15 mg/kg of Ketamine (Ceva Santé Animale,
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Brazil) inoculated by the intramuscular route. H. parasuis challenge was performed via
intratracheal route with 1x107 H. parasuis serovar 7 strain 174. During challenge, rectal
temperature and the perimeter of the radio-humeral, carpal, hock and tarsal — right and left
joints were measured (cm) in all animals using a measuring tape. In the following days, rectal
temperature and clinical symptoms such as joint swelling, lameness, dyspnea, taquipneia,
coughing, sneezing and neurological signs were verified and annotated at 12 hours intervals
until animal’s death. When symptoms were too aggressive or the animals demonstrated signs
of intense suffering, they were anesthetized with the same protocol used in the challenging
day and then euthanized by intracardiac injection of 0.3 ml/kg of embutramide (MSD, Intervet

GmbH, Germany).

Necropsy and sampling

At the time animals died, or when euthanized in extremis, necropsy was immediately
performed and documented. The post-mortem joints’ perimeters were measured with the
same tape as in challenge. The carcass was laid in dorsal decubitus and the members were
rebated. After that, sterile incisions in the abdominal and thoracic cavities were made for
bacteriological sampling, the same care was taken for pericardium, central nervous system
and articulations (normally radio humeral articulation). After sampling, the ribs and sternum
were removed to expose the lungs and heart, and the abdominal cavity. The organs were
removed one by one, first the abdominal organs followed by the thoracic organs. The head
skin was removed exposing frontal, parietal and occipital bones; a hacksaw was sterilized by
fire and used to crack the bones in a triangle incision trough frontal and lateral borders. After
removing the skullcap, an incision was made through the meninges with a sterile scalp blade
to collect swabs for bacteriological assay. Macroscopical and microscopical lesions were

scored as no alterations, mild, moderate and accentuated changes.

Sampling growth and Molecular detection

Swab samples taken during necropsy were seeded in chocolate agar plates and
incubated at microaerophilic environment (37°C under 5% CO2) for 24-48h. H. parasuis
colonies were isolated from chocolate agar plates and placed in 100uL of ultrapure water
(Sigma-Aldrich, USA). The samples were then heated at 95°C for 10 minutes and centrifuged
at 13.000 rpm for 10 minutes. After that, the supernatant containing DNA was collected and
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analysed using a spectrophotometer (NanoDrop, Thermo Scientific, USA) and then used to

perform multiplex PCR according to the protocol reported by Howell, et al (2015).

Histology

Fragments of all organs were collected, fixed in 10% buffered formalin, processed in
an automatic tissue processer (PT09, Lupetec, Brazil), paraffin embedded, sectioned at Sum
and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histological analysis. Microscopic lesions

were scored as mild changes (+), moderate changes (++) and accentuated changes (+++).

Ethics statement

The experiment was approved by the institutional Committee for Ethical Use of
Animals (CEUA protocol no. 018/2016) and followed the Brazilian College of Animal

Experimentation guidelines.

Results

Clinical observation

All animals presented permanent fever above 40°C since the first day post challenge
(dpc) reaching a peak of 41,8°C (Figure 1); the fever persisted until animal’s death. Also at
the first dpc, all pigs presented apathy and hyporexia; five animals presented lameness (n° 14,
15, 17, 18 and 20), two showed dyspnea (n° 17 and 20), and another two neurological signs
(n° 2 and 14). Pigs n° 4, 8 and 14 died in less than 36h post challenge. By the second and third
dpc, all animals were apathetic with anorexia or hyporexia and presented cyanotic mucosal
and some had cold extremities. Lameness and joint swelling were the most prominent clinical
observation, followed by dyspnea and neurological signs as trembling, lateral decubitus,
paddling, and nystagmus. A few animals presented intensely congested sclera with opaque
cornea, as in keratitis, and two of them apparently were blind. Only animals n° 3, 11, 15 and
16 survived until the fourth day and they all had lameness and dyspnea; animal 16 had
neurological signs as ataxia, paddling and vocalization with decreasing temperature to 38,9°C.

At the fifth day after challenge all animals had died.
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Macroscopical lesions and cultured H. parasuis

Nineteen animals presented GD lesions, except one (n° 4) that died in less than 24h
after challenge, and had septicemic lesions as petechiae in sites as epicardium, lungs and
thymus. The other swine lesions were basically composed of fibrinoid pleurisy, pericarditis
and arthritis as the most common alterations, followed by fibrinoid peritonitis and meningitis.
The GD classical lesions are listed in table 1 but not all lesions were observed simultaneously
in the same animal; the pig (n° 8) who died by the second dpc presented discrete arthritis only
with positive growth for H. parasuis SV7. Most lungs presented cranioventral consolidation,
interlobular edema and were non-collapsed with rubberish consistency, mostly associated
with congestion and with pleural adherences due to pleurisy. Sometimes, pleurisy was so
severe that the lung was attached to the pericardium and surrounding tissues. Hearts had
different degrees of pericarditis, from fibrin strings and turbid amber pericardium liquid to
white-yellowish rough aspect, covering all or most of it, with pericardium adherence and
coronarian congestion. Discrete arthritis was characterized as turbid amber to yellowish
synovial fluid, containing or not fibrin strings (positive in bacteriological sampling). Severe
arthritis had enlarged surface and deposition of friable yellow material, the surrounding
tissues as tendons and muscles were involved, presenting edema and a similar content. Radio-
humeral was the most frequent site of arthritis, followed by hock joint. Fourteen animals
(except n® 1, 2, 4, 10, 14 and 19) presented at least 1cm (varied from 1 to 3cm) enlargement
in post mortem articular perimeter, indicating that SV7 induces visible clinical joint
alterations. Peritonitis was verified as presence of fibrin strings or intense fibrinoid
deposition, with or without free liquid at the cavity. In the pigs that died at the fourth dpc (n°
3, 17, 18 and 19) peritonitis was intense and covered most of the abdominal cavity with
internal organs adherences. The pancreas of pigs with peritonitis was pale, firmly consistent
with white spots. Brain and cerebellum showed congestion and swelling with brain gyri
flattened and widened, besides meningitis; in some animals’ cerebellum, vermis was herniated
into the occipital foramen, with focal intense haemorrhage. Interesting, most macroscopical
meningitis were more prominent in cerebellum and brainstem with accentuated fibrin
deposition. Four animals (n® 7, 10, 13, and 18) presented corneal opacity with scleral
congestion and optical nerve congestion. All animals showed growth for H. parasuis in all
sampling sites, except the peritoneal swab animal n® 8 which at necropsy had no signs of

fibrin deposition or liquid alterations. Main lesions are seen in Figure 2.
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Microscopical lesions

Major polyserositis were characterized by deposition of delicate fibrine nets associated
to abundant neutrophils, sometimes degenerated causing a suppurative aspect, and
macrophages, with abundant cytoplasm filled or not with granular basophilic material,
resembling coccobacilli bacteria. Many vascular alterations were seen in most organs as
thrombotic formation, disseminated intravascular coagulation, congestion and haemorrhages;
those alterations will not be pointed in each organ because they appeared in all animals, just in
different degrees. Blood and lymphatic vessels in different organs appeared to be full of
inflammatory cells in an inflammatory vascular cap or occlusion. Lungs also presented
suppurative multifocal interstitial or bronchointerstitial pneumonia with interlobular septa
distention, associated to fibrin deposition and inflammatory infiltrate with neutrophil
predominance, atelectasis and, endothelial damage as degeneration and necrosis. Mediastinal
and mesenteric lymph nodes had suppurative lymphadenitis, some had lymphoid depletion
associated. Spleen of most animals presented white pulp depletion, with or without
lympholisis and, discrete red pulp depletion. Kidneys, liver and pancreas had discrete cell
infiltrate composed mostly by mononuclear cells, as lymphocytes and, sparse neutrophils,
characterizing discrete pyelitis, nephritis, pancreatitis and hepatitis. At central nervous
system, meningitis was the main lesion and was seen in 13 animals in different intensities
from discrete to severe. Also, edema, neuronal injuries as ischemia, perivascular cuffing (n°1,
5, 6, 10, 12, and 18) with blood vessels inflammatory cap were observed. Swines n°1 and 6
had accentuated focal suppurative leukoencephalomalatia near lateral ventricle, with ventricle
space filled with fibrinosuppurative content, same as in meningitis. Four animals (n° 7, 10, 13
and 18) with meningitis had optical nerve fibrinosuppurative perineuritis and corneal
degeneration. Animals n°10 and 13 also had abundant neutrophils and fibrinoid material
admixed within conjunctiva, attached to corneal endothelium. Iris and ciliary body contained
moderate mixed infiltrate, mostly composed of neutrophils and macrophages; these cells
exfoliated into anterior and posterior chambers, associated with fibrin, and this content was
seen adhered to corneal endothelium. The same content was seen in filtration angle and
trabecular meshwork. Neutrophils were seen in choroid, posterior cavity and vitreous humor,
and associated in the surface retinal layer. Congestion of retinal vessels were a prominent
finding. The inflammation of all those ocular segments characterizes endophthalmitis. Most of

these lesions are seen in Figure 3.
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Discussion

The clinical findings match perfectly with GD; the clinical course was permanent
fever, lameness, respiratory distress and in some cases neurological signs as caused by other
serovars (Amano et al., 1996, 1994; Frandoloso et al., 2011; Fuente et al., 2009; Segales et al.,
1997; Vahle et al., 1995). Eye congestion and corneal opacity, as observed in our study, have
not been described yet in any experimental study involving H. parasuis and are firstly
reported here for GD.

Different degrees of lesions were seen at different dpc, varying from acute sepsis to
polyserositis (Amano et al., 1994). Pleurisy varied in different degrees as yellowish fibrin net
partially covering one pulmonary lobe or diffusely distributed in both lobes associated to
costal pleurae adherences. Pericarditis, with exception of three pigs, appeared as a rough,
irregular whitish to yellow material covering totally or partially the heart, promoting
pericardial tamponade. Dense yellowish fibrin to fibrinosuppurative content covered 1/3 to
3/3 of abdominal cavity, mainly when accentuated peritonitis was present. Some animal had
mild peritonitis characterized by yellow fibrin strings spread over the cavity. In lungs,
microscopically, besides fibrinosuppurative pleuritis, a few animals demonstrated endothelial
necrosis and perivascular hemorrhage, associated with suppurative bronchopneumonia or
suppurative bronchointerstitial pneumonia. Additionally, thrombotic formation in capillary
vessels was seen in different organs such as lungs, kidneys and liver (Amano et al., 1994),
which are typical findings in endotoxemic infections (Amano et al., 1997). Discrete
suppurative nephritis was seen in a few animals, followed or not by pyelitis (Palzer et al.,
2015). Foci of discrete mixed hepatitis and pancreatitis where seen, probably caused by
sepsis and peritonitis (Vahle et al., 1995). Spleen presented lymphoid depletion, with eventual
and discrete splenitis and lympholisis (Frandoloso et al., 2011) and lymphadentitis in different
lymph nodes, mostly those draining H. parasuis rich sites, as mediastinal lymph nodes
(Fuente et al., 2009).

Fibrinoid arthritis was majorly seen in radio-humeral articulation, always positive
cultured for H. parasuis SV7. Large articular surfaces are predisposed to septical arthritis, that
happens due to haematogenous bacterial dissemination that reaches the synovial vasculature,
such as epiphyseal capillaries, allowing pathogens to gain entrance in the articulation space
(Ali et al., 2015; Shirtliff and Mader, 2002; Visco et al., 1990). Once inside it, the pathogen
dispose of all nutrients required to its grown and colonization, given by the synovial fluid

which is composed in most part by glycines, serotransferrin and other nutrients necessary to
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bacterial survival (Bennike et al., 2014; Shirtliff and Mader, 2002). We noted at this point that
the animals presented lameness before respiratory signs, suggesting that an haematogenous
dissemination occurred before significant lung alterations or even before bacteria reaching the
lung. Added to that, we suggest that the same happens with pericardium: during bacteremia
the pathogen reaches the heart via coronarian vessels that irrigate heart trough small openings
near mitral valve.

The central nervous system (CNS) of seven animals was covered in a grayish and
opaque content with or without fibrin strings (when dura mater was rebated), classified as
macroscopical meningitis, associated with severe congestion and edema. The macroscopical
and microscopical findings allowed us to think of intracranial pressure elevation, associated
with all H. parasuis inflicted lesions. The cerebellum protrusion was probably due to
elevated intracranial pressure caused by meningitis and edema (Horwitz et al., 1980; Rennick
et al., 1993), and the haemorrhage focuses were caused by contact between cerebellar tissue
herniation within occipital bone. Another significant and curious finding was that meningitis
was always more prominent in cerebellum and brainstem than in telencephalon and, the
piglets with severe degree of meningitis presented clinical neurological signs according to the
most affected CNS portions. The encephalitis associated to perivascular cuffing and
congestion confirms data of bacteriological H. parasuis isolation and identification in
intracerebral collection (Frandoloso et al., 2012b) and also confirms the hypothesis that it uses
specialized microvascular endothelial cells to reach brain parenchyma (Bouchet et al., 2008;
Vanier et al., 2006). As we noted, fibrinosuppurative content was present admixed with
choroidal plexus, mostly in its cerebellar portion. This leads to another possible way of H.
parasuis reaching CNS by transposing blood-brain barrier in choroidal plexus getting into
ventricles via cerebrospinal fluid. This way justifies the accentuated cerebellum affection
once it is placed closely to one of choroidal plexus (Killer, 2013). We further suggest that
cerebrospinal fluids, as synovial fluid, are a favorable environment to H. parasuis growth and
colonization, once it has different nutrients necessary to bacteria maintenance such as glycose
and minerals (Bennike et al., 2014; Terlizzi and Platt, 2006).

The eyes of slightly blind pigs had optical nerve fibrinosuppurative perineuritis,
endophthalmitis and corneal degeneration. Endophthalmitis caused by Haemophilus
influenzae in humans has been reported in an one-year old child who had confirmed case of
H. influenzae meningitis (Haruta et al., 2017). Also, the same pathogen caused
endophthalmitis through a filtrating glaucoma mechanism contamination (Durand, 2017). We

believe that the most probable way of eye infection in pigs was trough haematogenous
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dissemination by blood vessels overpassing the blood-ocular barrier (Haruta et al., 2017),
mainly because of anterior chamber endophthalmitis. The probable way of perineuritis was
via infected cerebrospinal fluid flowing across the fourth ventricle and reaching optical nerve
sub-arachnoid space (Killer, 2013) probably secondary to meningitis, once all animals who
had optical nerve lesions also presented a high degree of fibrinosuppurative meningitis.

In some animals, thymus was aplastic with loss of corticomedullar relation. Sepsis by
Gram negative bacteria releases endotoxins and membrane polysaccharides (LPS) and it can
induce thymic atrophy due to a fail of common lymphoid progenitors in expressing CCR9 and
P-selectin ligands (Amano et al., 1997; Inkler, 2016). At the same time, there is a
downregulation in the production of cells from the lymphoid lineage and an upregulation in
myeloid lineage cell production, leading to a Gram negative sepsis-inducing lack of lymphoid
cells (Inkler, 2016). Conjointly, macrophage cytokines as IL-10 and TNF-a secreted directly
into thymus parenchyma induce apoptosis of T lymphocytes in situ (Fuente et al., 2009; Paola
et al., 2016). All these concomitant events lead to a T lymphocyte scarcity in organism and
further immunological breakdown, due to a lack of lymphocyte precursors and a deficiency
on its ligand expressors. We are not sure if H. parasuis causes direct lesion in thymus
parenchyma by transposing blood-thymic barrier or the lesions observed are caused simply by
LPS sepsis. Anyway, our previous data shows us that H. parasuis has lympholytic activity at
CD3"y8TCR" resulting in lack of this lymphocytes in blood flow (Frandoloso et al., 2012a), it
will be senseless if we discard the possibility of this pathogen acting inside thymic
parenchyma destroying those lymphocytes, in this case, justified by the presence of a
considerable quantity of macrophages phagocytizing lymphocyte remains. In another previous
study we demonstrated that H. parasuis is able to adhere and invade porcine aorta endothelial
cells (Frandoloso et al., 2013) which lead us to suggest that blood-barrier breakthrough is
plausible.

H. parasuis was isolated from all swabs collected and the identity of SV7 was
confirmed by PCR (Guizzo et al., 2018) proving that SV7 strain 174 was the pathogen that

induced the lesions observed.
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Conclusions

We suggest that H. parasuis reaches bloodstream way before lung pathogenesis
mostly because arthritis is observed within hours post inoculation and prior to respiratory
signs. Another possibility is that body fluids that irrigate complex cells (neurons) and great
energy consuming cells (cardiomyocytes, joint cells) contain the nutrients necessary for H.
parasuis grown, such as NAD, glycines, vitamins, minerals, even iron or conjugated
transferrin. After that, H. parasuis reaches bloodstream until it finds a proper place to
colonize such as synovial fluid, cerebrospinal fluid, pericardial liquid or interstitium. Further
studies about H. parasuis pathogenesis should be carried to answer these questions, together
with the molecular characterization of these fluids.

Our findings enable us to ensure that H. parasuis SV7 strain 174 causes Glasser’s
Disease and it should be reclassified as a virulent strain. We also suggest that H. parasuis,
promotes brain microvascular endothelial cells permeability and cytokine liberation
facilitating meningitis and brain damage, enable it also to transpose other blood-endothelial
barriers as ocular, causing local damage. Finally, because H. parasuis LPS blocks lymphoid
precursor cell receptors causing an immune T mediated response breakdown associated with

all those events we reported here, an irreversible picture is designed and death is inevitable.
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Main pathological findings and intensity according to day of death post challenge.
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Figure captions

Figurel. Clinical evolution representation indicated by temperature versus days post challenge

(dpc). The red dot line represents the fever limit line (39.6°C).

Figure 2. Meningitis (A and B), polyarthritis (G) and polyserositis (E, F and H) caused by
Haemophilus parasuis SV7 strain 174. Detail to prominent meningitis in cerebellum (B).

Corneal opacity (C) associated with congestion of optical nerve (D) in endophthalmitis cases.

Figure 3. A) Fibrinosuppurative meningitis with perivascular cuffing. H&E, 50x. B) Intense
hemorrhage in cerebellar subarachnoid space, with fibrinosuppurative deposition above
medulla oblongata. H&E, 50x. C) Fibrinosuppurative endophthalmitis of the anterior
chamber, with content attached to the internal cornea. H&E, 50x. D) Optical nerve, from left
to right, hemorrhage; fibrinosuppurative perineuritis; optical nerve itself, there is a distention
of neural sub-arachnoid space, by inflammatory content. H&E, 200x. E) Fibrinosuppurative
pericarditis with inflammatory spread thought hart layers until myocardium. H&E, 50x. F)
Fibrinosuppurative pleuritis, with septal distension by the same infiltrate, associated with
bronchointerstitial pneumonia and intense vascular congestion. H&E, 50x. Q)

Fibrinosuppurative arthritis. H&E, 50x. H) Fibrinosuppurative peritonitis. H&E, 50x.

Figure 4. Thymus cortical zone from the H. parasuis strain 174 intratracheal infected
colostrum-deprived swine. There is a marked lymphoid depletion, with thin and delicate
basophilic material deposition amongst cells that resembles fibrin strings. There are multiple
macrophages and vessel congestion. At the left lower corner there is distention of the
interlobular space, filled with fibrin resemblance material amongst inflammatory cells. H&E,

400x.
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Figure 3.
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4. CONCLUSOES

A condugdo deste estudo foi fundamental para reavaliar a classificagdo e definir a

patogenicidade de uma cepa de H. parasuis considerada avirulenta. O estudo foi conduzido

em leitdes privados de colostro materno os quais constituem um excelente modelo para

definicdo da patogenicidade do H. parasuis. Os estudos foram conduzidos observando-se

critérios de biosseguranga e atendendo aos requisitos minimos destinados a determinar a

patogenicidade de um micro-organismo. A partir dos resultados obtidos podemos concluir

que:

a)

b)

d)

0 SV 7 cepa 174 ¢ capaz de provocar a Doenca de Gldsser em leitdes privados de
colostro. Assim, propomos sua reclassifica¢do, de avirulento para virulento;

o H. parasuis chega a corrente sanguinea antes de provocar lesdo consideravel no
pulmao. Os sinais clinicos de artrite s3o observados antes dos sinais respiratorios.
ha um evidente tropismo do H. parasuis por fluidos que irrigam células complexas
ou que necessitam de grande carga energética para seu funcionamento, como por
exemplo liquido cefalorraquidiano, pericardico e articular. E possivel que estes
liquidos dispdem de elementos necessarios para o crescimento e sobrevivéncia do
H. parasuis, como NAD, derivados da glicose e até mesmo ferro;

até 0o momento sabia-se que o H. parasuis poderia aderir-se ¢ invadir células
endoteliais, como as cé€lulas especializadas dos vasos cerebrais e ultrapassar a
barreira hematoenceféalica. Neste estudo observamos lesdes nunca antes relatadas
na Doenca de Glésser, como endoftalmite fibrinossupurativa e aplasia timica com
intenso infiltrado macrofagico. Estes dois 6rgdos possuem barreiras hematdgenas
especializadas, como o cérebro, o que nos leva a crer que o H. parasuis tenha

capacidade de atravessar toda e qualquer barreira 6rgao-sanguinea;
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio deste estudo fica evidente a variancia patogénica entre os sorovares de H.
parasuis, uma vez que, um sorovar tido como avirulento em tantos estudos diferentes,
demonstrou que ¢ capaz de provocar a Doenga de Gldsser e levar os animais a morte. Isso
demonstra a capacidade deste microrganismo em expressar seus fatores de viruléncia em
algum momento de sua existéncia, provavelmente como um mecanismo de sobrevivéncia.
Esta capacidade de expressar fatores de viruléncia, ou ainda, fatores de sobrevivéncia como a
expressdo de TbpBs, sob ambientes hostis, ¢ de fundamental importancia, principalmente
entre os membros da familia Pasteurelaceae.

Ainda sobre o SV 7, previamente a infec¢cao de animais privados de colostros com alta
susceptibilidade imunolégica, como neste estudo e no estudo de Guizzo et al., 2018, cepas
clinicas do SV 7 foram isoladas de sitios sistémicos de lesdes caracteristicas da DG como
artrite e poliserosites, provenientes de rebanhos suinos brasileiros, de diferentes estados.

A patogenia do H. parasuis continua pouco elucidada e ainda ndo ha uma hipdtese
consolidada quanto a sua dispersao pelo organismo. Uma proposta futura ¢ o estudo da
composi¢do bioquimica dos fluidos de predilecdo desse microrganismo, como os liquidos
articulares, pericardico e cefalorraquidiano. E necesséaria também uma avaliacio da disposi¢io
do fator V da coagulacdo, o qual ¢ fundamental para o crescimento desta bactéria e, a
disponibilidade de ferro, a qual ¢ necessaria para sua sobrevivéncia. A disponibilidade de
ferro podera ser avaliada através da quantificagdo de proteinas como transferrinas ou
lactoferrinas, presentes nestes liquidos. Além disso, uma avaliagdo imunoldgica (inata,
humoral e celular) destes fluidos seria interessante para demonstrar se estes ambientes sdo

imunologicamente favoraveis ao H. parasuis.
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