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RESUMO

Disenteria Suina e Colite Espiroquetal sdo duas enfermidades importantes em suinos causados pela Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli, respectivamente. Sendo assim, o diagndstico eficaz dessas espécies séo
extremamente importantes para a adogao de estratégias adequadas para o controle. PropGe-se avaliar a eficiéncia
das técnicas de isolamento, PCR, hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e imuno-histoquimica (IHQ), para
diagndstico das B. hyodysenteriae e da B. pilosicoli. Foram coletadas 39 amostras de campo de suinos positivos
para essas espécies de Brachyspira sp. em pelo menos um dos testes submetidos. Os resultados do nimero de
amostras positivas em cada teste foram avaliadas de forma comparativa pelo método estatistico de McNemar, com
p<0,05. De 39 amostras analisadas, foram obtidos trés isolamentos bem sucedidos (7,69%), detectadas 28 (71,7%)
amostras positivas na PCR e no FISH e 32 (82,0%) na IHQ. O isolamento obteve a menor taxa de positividade,
sendo significativamente inferior as outras técnicas, enquanto os resultados de FISH, IHQ e PCR ndo diferiram
entre si. Baseado em sua praticidade, rapidez e associacdo com lesBes histoldgicas, o FISH demonstrou ser mais
uma alternativa no diagnéstico de Brachyspira sp.

Palavras-Chave: espiroquetas patogénicas, diagnéstico molecular in situ, Disenteria Suina, Colite
Espiroquetal.

ABSTRACT

Growing and finishing pigs are affected by pathogenic spirochetes of the genus Brachyspira sp., which cause
a significant economic impact due to direct and indirect losses. Thus, efficient diagnosis of these species
enables better technical intervention to prevent or treat diseases. This study aimed to evaluate the efficiency
of isolation, PCR, FISH and IHC for the diagnosis of B. hyodysenteriae and B. pilosicoli. Thirty-nine samples
were collected from pigs positive for this species in at least one test. The number of positives in each assay
was evaluated in a comparative form, using the McNemar statistical method, with p<0.05. Out of the 39
analyzed samples, three (7,69%) were positive by isolation, 28 (71.7%) by PCR and FISH and 32 (82.0%) by
IHC. The bacterial isolation had the lowest rate of detection, statistically inferior to the other tests. Based on
the practicity, speed and association with histologic lesions, FISH has become a diagnostic alternative for
Brachyspira sp..

keywords: pathogenic spirochaetes, in situ molecular diagnostics, Swine Dysentery, Spirochaetal diarrhea

1. INTRODUCAO fundamental para a comercializacdo desses
animais, que o setor receba servico de qualidade

O crescimento da suinocultura brasileira, com precisdo e agilidade no que se refere aos

nos dltimos anos, tem se apoiado no diagndsticos de agentes infecciosos. Para garantir
desenvolvimento de fatores imprescindiveis como, que as acBes terapéuticas e preventivas sejam
a melhoria da genética, nutricdo, manejo, bem- direcionadas e eficazes, é importante que haja a

estar e principalmente sanidade animal. E



identificacdo acurada do agente causador da

doenga.

As fases de recria e terminagdo no sistema de
producdo de cevados sdo consideradas criticas,
pois devido a proximidade do abate, o animal
possui maior valor agregado. Por isso, quando os
animais sdo afetados por alguma doenca nessas
fases, & maior o prejuizo ao produtor, relacionados
as despesas com tratamentos, elevagao do custo de
producdo devido ao aumento da conversdo
alimentar, desuniformidade entre lotes e também
pelo aumento da taxa de mortalidade no rebanho
(Zlotowski et al., 2008). Animais na fase de
crescimento e terminacdo podem ser afetados por
afeccOes entéricas caracterizadas, principalmente,
pelas diarreias (Guedes, 2010). Dentre os agentes
etiologicos causadores de diarreias nas fases finais
de criacdo de suinos, estdo as bactérias do género
Brachyspira sp., a qual possui sabidamente duas
espécies patogénicas que causam a “Colite
Espiroquetal” e a “Disenteria Suina” (Hampson e

Trott, 2006; Harris et al, 2006).

Para o diagnostico dessas doengas, €
considerado como padrédo ouro o isolamento em
meio solido (Kennedy et al., 1988; Fellstrom et
al., 2001b). No entanto, essa bactéria por ser de
crescimento fastidioso e dependente do tempo de
chegada e condicdo térmica da amostra para
andlise, j& que as bactérias precisam estar vidveis
para o cultivo, havendo a possibilidade, portanto,
de resultados equivocados. Além disso, é possivel

que haja problemas entéricos com infeccdo por

mais de um patégeno (La et al., 2009; Guedes,
2010), demonstrando a importancia de se obter
um diagndstico correto. Assim, para assegurar a
sanidade animal, ha uma necessidade cada vez
maior de desenvolver e implantar novas técnicas
de diagnésticos mais precisos, rapidos e de custos

acessiveis.

Além do cultivo bacteriano, foram
desenvolvidos testes moleculares, como o PCR,
que sdo capazes de identificar de forma altamente
especifica as Brachyspira sp.. Esses testes foram
desenvolvidos principalmente para agilizar o
processo diagndstico e diminuir a necessidade de
equipamentos especiais para o cultivo. Quando
foram aplicados em fezes, a PCR demonstrou
sensibilidade e especificidade superiores ao
isolamento, e foi largamente implantada nos
laboratoérios de diagnosticos (Atyeo et al., 1998;
La et al., 2003).

Aumentar a sensibilidade de detec¢do de
patdgenos, principalmente aqueles considerados
fastidiosos para o cultivo, requer 0
desenvolvimento de técnicas que atendam aos
requisitos praticidade, agilidade, sensibilidade e
especificidade. A Hibridizagdo Fluorescente in
situ (FISH) é uma técnica molecular realizada em
cortes histolégicos, que combina a precisdo da
genética molecular com a informagéo visual do
microscopio Otico (Moter e Gobel, 2000; Ploeg,
2000; Amann e Fuchs, 2008). Portanto, a FISH é

uma técnica promissora para implantar na rotina
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de laboratdrios de diagnéstico de enfermidades

suinas.

Sendo assim, propde-se neste estudo
implantar a técnica de Hibridizacdo Fluorescente
in situ (FISH) para deteccdo das diferentes
espécies de Brachyspira sp. em fragmentos
histopatologicos de intestino grosso de suinos e
compara-la ao isolamento, PCR duplex e imuno-
histoquimica para o diagndstico de Brachyspira

sp..

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Afeccdes entéricas

Os suinos em fase de crescimento e
terminacdo podem ser afetados por diversas
doencas, entre elas, as respiratdrias e entéricas.
Ambas afec¢bes prejudicam o desempenho do
animal. Em condi¢cbes normais, uma boa
conversdo alimentar com elevado ganho de peso
diario, uniformidade dentre os lotes e obtencdo do
peso de abate na idade programada s@o esperados
(Guedes, 2010). A fase final de criacdo de suinos
concentra 2/3 dos custos totais com alimentacdo
destacando-se, portanto, a importancia de
controlar doencas que diminuam a eficiéncia
produtiva, para que a suinocultura permaneca

viavel ao produtor (Duhammel, 2005).

As doencas entéricas sdo freqlientemente
encontradas no sistema de producdo atual e séo

caracterizadas principalmente pela diarreia. Esse

quadro gera perdas econdmicas significativas para
0 setor, pois, além das manifestagdes clinicas, ha
despesas diretas com medicamentos e servigos
técnicos  especializados. Além  disto, estas
enfermidades podem apresentar-se de forma sub-
clinica e diminuir a eficiéncia na conversao
alimentar, sem ser notada pelo produtor
(Zlotowski et al., 2008).

A diarreia é uma condi¢do patoldgica
caracterizada pelo excesso de agua nas fezes em
proporcdo a matéria seca, e presencga de eventuais
tragos de gordura, muco, fibrina ou coagulos
sanguineos, dependendo das diferentes alteracdes
da mucosa. Pode estar relacionada a enterites ou a
disfungBes entéricas, e em ambos 0s casos ocorre
perdas de fluidos com consequente desidratacéo,
deplecdo de eletrdlitos e desequilibrio acido-
basico podendo ser fatal se ndo tratada
adequadamente (Liebler-Tenorio et al., 2006). Os
mecanismos da diarreia em suinos na fase de
recria e terminagdo sdo, principalmente, a ma
absorcdo intestinal e efusdo, com saida de liquidos
em casos de inflamacdo da Iamina prdpria,
havendo aumento da permeabilidade vascular,
edema e perdas de proteinas plasméticas. S&o
observadas efusdes de fluidos a partir de tecidos e
sangue, identificados como fibrina e hemorragia
na luz intestinal. Muitas vezes, esses mecanismos
ocorrem em conjunto, quando ha necrose severa
do epitélio da mucosa e dano vascular (Zlotowski
et al., 2008).
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Os principais agentes infecciosos causadores
de diarreias nas fases de crescimento e
terminagdo, encontrados na indUstria suinicola
atual, sdo  Brachyspira  sp., Lawsonia
intracellularis, Salmonella spp., Escherichia coli
e 0 Circovirus Suino tipo 2 (PCV2) (Muller et al.,
1998; Liebler-Tenorio et al., 2006, Zlotowski et
al., 2008, Guedes, 2010). Menin et al. (2008) em
um estudo no estado de Santa Catarina,
confirmaram a prevaléncia desses patégenos,
sendo encontrados isoladamente, mas a
coinfecgdo de dois ou trés desses agentes foi mais

frequente.

O género Brachyspira possui sete espécies
reconhecidas sendo elas a B. hyodysenteriae, B.
pilosicoli, B. intermedia, B. innocens, B.
murdochii, B. alvinipulli e B. aalborgi. Com
excecdo das duas Ultimas, as demais sdo
encontradas no intestino grosso de suinos, e em
sua maioria sem causarem doenga (Stanton,
2006). Recentemente, Rasback et al. (2007) na
Suécia, isolaram uma cepa patogénica de suinos
que diferia das analises moleculares de todas as
outras espécies ja relatadas e sugeriram uma nova
espécie para o género, a B. suanatina. O quadro
clinico anatomopatolégico e caracteristicas de
crescimento in vitro desta nova espécie de
Brachyspira sp. sdo idénticas as da B.

hyodysenteriae (Jansson et al., 2009).

As bactérias do género Brachyspira
consideradas patogénicas, a B. hyodysenteriae e a

B. pilosicoli, sdo agentes que afetam rebanhos nas

fases finais de criacdo, apresentando morbidade de
37% e 90%, respectivamente, e mortalidade, nos
casos de Disenteria Suina de até 30% (Hampson e
Trott, 2006; Harris et al., 2006; Stanton, 2006).
Ambas as Brachyspira sp. patogénicas quando
inoculadas oralmente, mostraram-se capazes de
colonizar o intestino grosso e causarem diarreia e
colite em leitdes convencionais, livres de outros
enteropatdgenos. 1sso demonstra que sdo hébeis
em estabelecer uma infeccdo e provocar os
sintomas na auséncia de outros patdgenos
entéricos, sendo consideradas agentes exclusivos
das doencas Colite Espiroquetal e da Disenteria
Suina (Glock et al., 1974; Thomson et al., 1997).

2.2. Prevaléncia

A B. hyodysenteriae e a B. pilosicoli foram
encontradas em diversos paises produtores de
suinos, demonstrando sua ampla distribui¢do e
importancia no cenario da sanidade mundial
(Muniappa et al., 1997, Boye et al., 1998
Thomson et al., 1998; Calderaro et al., 2001).
Esses agentes sdo descritos, principalmente no
final da creche inicio de crescimento, porém o uso
rotineiro de medicamentos no controle de doencas
respiratérias nesta fase previnem também a
expressdo da Disenteria Suina e Colite
Espiroquetal. No Brasil, além do wuso de
medicacdo no mesmo periodo descrito acima, a
retirada destas drogas dos cevados para evitar
residuos na carcaga favorecem o aparecimento
destas enfermidades nas fases finais de producédo
(Hampson et al., 1997).

12



No Brasil, Barcellos et al. (2000)
avaliaram a presenca de Brachyspira patogénicas
em granjas com historico de diarreia no Rio
Grande do Sul, e encontraram uma prevaléncia de
35,3% para B. hyodysenteriae e de 41,2% para B.
pilosicoli. Em outro estudo realizado no mesmo
estado, avaliando a relagdo do uso de
antimicrobianos na racdo com prevaléncia das
Brachyspira patogénicas, os autores observaram
que a B. hyodysenteriae e B. pilosicoli foram
detectadas respectivamente em 0% e 6,25% das
granjas medicadas e 31,8% e 45,5% das granjas
ndo medicadas (Barcellos et al., 2003). Esses
valores demonstram a interferéncia do uso de
antibiéticos na racdo para a deteccdo dessas

espiroquetas.

Em amplo estudo avaliando as principais
regides produtoras de suinos no Brasil, utilizando
a técnica de PCR multiplex para varios agentes de
diarréias em suinos de crescimento e terminagé&o,
Baccaro et al. (2003) detectaram que a B.
pilosicoli estava presente em 1% do rebanho e a
B. hyodysenteriae em 1,4% como agentes Unicos
da doenga. Porém, a B. pilosicoli foi encontrada
em 3% quando em coinfeccdo com a L.

intracellularis.

No estado de Santa Catarina avaliando o0s
rebanhos de terminagdo, foram encontradas
prevaléncias de 6% para a B. hyodysenteriae e de
8,8% para a B. pilosicoli como agentes Unicos da
diarreia. Porém, essa prevaléncia aumenta para

6,7%, quando ha associacdo entre B. pilosicoli, L.

intracellularis e E. coli e 11,1% para os agentes B.

pilosicoli e E. coli (Menin et al., 2008).

Em 2010, Viott realizou um estudo de
prevaléncia no estado de Minas Gerais, utilizando-
se da técnica da Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detectar a Brachyspira sp. em
rebanhos com histdrico de diarreia. Detectou-se
que somente dois rebanhos dos 46 analisados
foram positivos para a B. pilosicoli, ndo sendo
encontrado nenhum rebanho avaliado positivo

para B. hyodysenteriae.

No entanto, esses valores até 0 momento
estudados, podem estar subestimando a real
prevaléncia desses patégenos nos rebanhos
avaliados. Vaérios fatores sdo considerados
potenciais interferéncias nos resultados obtidos,
como a administracdo de antibidticos durante a
amostragem, a idade dos animais avaliados, a
presenca de animais diarréicos, a composicao da
dieta fornecida, a resposta imune do hospedeiro
(Thomsom et al., 1997; Fellstrom et al., 2001b;
Barcellos et al., 2003; Lobova et al., 2011), a
interferéncia de outros patdgenos fecais inibidores
do crescimento das espiroquetas (Fellstrom et al.,
2001b) e, principalmente, a escolha do método de

diagndstico (Hampson e Trott, 2006).
2.3. Disenteria Suina

A Disenteria Suina é uma doenca que causa
colite hemorragica com grande excre¢do de muco
e fibrina nas fezes dos suinos afetados. Foi

primeiramente descrita em 1921 por Whiting et
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al., citado por Harris et al. (2006). No entanto, 0
agente etiolégico foi isolado e descrito apenas em

1971 por Taylor e Alexander.

A doenca é causada pela espécie B.
hyodysenteriae, uma bactéria gram-negativa, com
formato espiralado, anaerdbia estrita, porém com
grau de tolerancia ao oxigénio de até 1%. E
constituida por um cilindro protoplasmatico com
envelope trilaminar de aproximadamente, oito pum
de extensdo e 0.4um de didmetro. Possui de 16 a
24 flagelos periplasmaticos inseridos em cada
extremidade que envolvem a célula no seu centro.
Devido a esses flagelos, é uma bactéria movel
com movimento “serpentino” em meio Semi-
solido. Seu cultivo em meio solido é fastidioso,
exigindo meios contendo diferentes antibi6ticos e
atmosfera  especial de anaerobiose, com
caracteristica fortemente hemolitica em 4agar
sangue (Glock et al., 1974; Hampson et al., 1997).

Essa bactéria coloniza o epitélio da mucosa
do intestino grosso, exclusivamente, e invade
células epiteliais e caliciformes causando erosdo
do epitélio (Kennedy et al., 1988). Além disso,
interfere na absorcdo de agua e eletrdlitos, com
estimulos de hipersecrecdo de muco, sendo este
caracteristico da doenca (Liebler-Tenorio et al.,
2006).

A manifestaco classica da Disenteria
Suina é uma severa diarreia muco-hemorragica
aquosa e de coloracdo vermelha escura podendo

conter tragos de fibrina. No inicio da doenca, as

fezes sdo acinzentadas a amarronzadas e
progressivamente, exibem tragos de sangue néo-
digerido, muco, fibrina e restos celulares. Os
suinos apresentam-se prostrados, frequentemente,
magros € com o flanco deprimido. Ap6s a
infeccdo, o animal pode ficar desidratado, fraco e
morrer em aproximadamente cinco dias ap6s a
apresentacdo clinica. A doenca tem caracteristica
intermitente com intervalos dos sintomas de trés a
quatro semanas. Geralmente, essas manifestacdes
ocorrem quando o rebanho tem o primeiro contato
com a doenga no qual causam altas taxas de
mortalidade (Kennedy et al., 1988; Hampson et
al., 1997).

No entanto, com 0 uso continuo de
antibidticos como promotores de crescimento nas
racbes e a presenca endémica da doenga no
rebanho, a maioria dos animais recuperam-se
gradualmente e sobrevivem a infeccdo pela B.
hyodysenteriae.  Assim sendo, 0s suinos
permanecem na condicdo sub-clinica, a qual a
manifestacdo da doenca é moderada, porém
ocorre a diminuicdo da eficiéncia produtiva

(Hampson et al., 1997; Harris et al., 2006).

As lesdes macroscopicas  estdo
exclusivamente localizadas no intestino grosso,
principalmente no célon, mas ndo é distribuida
uniformemente ao longo da extensdo do érgdo. A
mucosa é coberta por muco, fibrina e tracos de
sangue, com focos de necrose superficial
tornando-se mais extensa e severa, formando uma

pseudomembrana mucofibrinosa. O conteGdo
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apresenta-se variando de amolecido a liquido,
avermelhado e com grande quantidade de
exsudato e muco (Figura la) (Jacobson et al.,
2004; Harris et al., 2006).

As lesbes microscopicas da Disenteria
Suina progridem de catarral a mucofibrinosa na
fase mais aguda, para fibrinonecrética na fase
cronica da doenca. Em lesBes precoces, pode
haver edema da I&mina prépria proxima ao limen
e acentuada hiperplasia de células caliciformes.
Também ha visualizacdo de espiroquetas no
interior de criptas e de células caliciformes
formando grandes aglomeragfes (Kennedy et al.,
1988), no entanto a presenga das espiroquetas na
Iamina propria sé ocorre nas fases mais avancadas
da doenca. A necrose do epitélio ndo é um fator
predisponente da invasdo da B. hyodysenteriae, j&
que as células epiteliais das criptas mantém-se
intactas mesmo com grande quantidade de
espiroquetas no seu limen (Glock et al., 1974). A
hemorragia ocorre devido a areas de erosdo ou
necrose do epitélio, onde os capilares ficam
expostos, permitindo o extravasamento de sangue

para o limen (Hampson et al., 1997).

2.4. Colite Espiroquetal

Em 1980, Taylor et al., descreveram a
bactéria B. pilosicoli. Essa espiroqueta anaerdbia
estd associada com a Colite Espiroquetal suina, e
recebeu inicialmente o nome de Serpulina
pilosicoli, que em latim tem o significado de
“pequena serpente do cdlon piloso” devido a
caracteristica microscopica da lesdo. A bactéria
adere uma das extremidades ao epitélio da
mucosa, paralelamente uma a outra, formando um
aspecto “piloso” ou “falso bordo em escova” no
limen. Comparada a B. hyodysenteriae, a B.
pilosicoli é mais curta e fina, medindo
aproximadamente seis um de extensao e 0,3um de
didmetro. Possui oito ou dez flagelos
periplasmaticos, crescendo em meio anaerdbio em
temperaturas de 37 a 42°C, e causa fraca hemolise
em meio sOlido enriquecido com sangue.
Thomson et al. (1998), relatam que o grau de
hemolise ¢ mais forte quando sdo isoladas na
primeira passagem e vao diminuindo durante as

passagens subsequentes em placas de cultivo.
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Figura 1- a) Mucosa de c6lon de suino acometido por Disenteria Suina. Nota-se a grande quantidade de muco,

tragos de sangue e focos de necrose superficial (seta). b) Fezes de suino infectado com B. pilosicoli. Aspecto

mucoso, acinzentado, semelhante a “cimento fresco”.

Os primeiros sinais da infecgdo sdo uma
discreta perda da condicdo corporal e a
apresentagdo de diarreia mucdide ou pastosa,
acinzentada, aspecto semelhante a ‘“cimento
fresco” (Figura 1b), semelhante a outras formas de
colites e a fase inicial da Disenteria Suina. Pode-
se encontrar também certa quantidade de material
mucoso aderido a parede do intestino grosso, mas
¢ incomum observar tracos de sangue nao-
digerido (Trott et al., 1996b; Thomson et al.,
1997). Os animais apresentam-se apaticos, perineo
sujo de fezes e contorcem o rabo ou chutam suas
laterais, sugerindo dores abdominais. E uma
doenca considerada auto-limitante, com duracdo
de dois a 14 dias, tornado-se crénica, podendo
haver reincidéncias apds o desaparecimento dos
sinais clinicos, ndo sendo caracterizada por taxas
de mortalidades expressivas no rebanho (Thomson
et al., 1997; Hampson e Trott, 2006).

Devido a alta capacidade funcional do
intestino grosso, nem todos os animais infectados
apresentardo diarreia, permanecendo na condi¢do
sub-clinica da doenca, ou seja, com a piora na taxa
de conversdo alimentar, mas com a manutencdo
do apetite; emagrecimento e consequente atraso
em alcancar pesos ideais de abate. A absorcdo de
liquidos reduzida pode dar origem a menores
tempos de passagem no intestino grosso e,
consequentemente, uma reducdo na producdo e
absorcdo de acidos graxos volateis. Na fase de
crescimento, a produgdo desses acidos fornece
cerca de 25-30% das necessidades do animal para
a manutencdo de energia. Assim, uma alteracédo
nesse processo pode resultar na conversdo
alimentar reduzida (Thomson et al., 1997;
Hampson e Trott, 2006). Hampson et al. (1997),
relatam que os sinais clinicos da Colite

Espiroquetal podem ser reduzidos em severidade
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com o uso de promotores de crescimento, porém,

sem eliminar inteiramente a infecgéo.

Macroscopicamente, a Colite
Espiroquetal pode ter graus de lesdes variadas
conforme a severidade da doenca. Usualmente, é
caracterizada pela parede intestinal flacida, com
conteido mucoso a fluido acinzentado no ceco e
célon, e acimulo de muco em casos mais
acentuados. A mucosa apresenta-se edematosa
com regides hiperémicas ou hemorragicas em
menor grau, e ocasionalmente ulceragdes.
Também sdo encontradas, erosdes focais
superficiais coalescentes com depositos de fibrina
aderidas a mucosa, juntamente com material
necrotico, fezes e particulas de racdo, dando um
aspecto de ‘“calcamento com paralelepipedos”.
Geralmente, ndo h4 alteragdes na serosa, mas em
lesbes cronicas, observa-se uma edemaciacdo
acentuada, com aspecto gelatinoso e translicido
por toda a superficie da serosa (Thomson et al.,
1998; Hampson e Trott, 2006).

As principais lesdes microscopicas da
Colite Espiroquetal sdo as criptas alongadas,
dilatadas e preenchidas com muco em excesso e
ocasionalmente por espiroquetas, algumas com
restos celulares e células inflamatorias, formando
lesdio conhecida como micro-abscesso. Ha
também uma hiperplasia acentuada das células
caliciformes tanto das criptas quanto da superficie
da mucosa resultando em aumento na producéo de
muco. A degeneracdo epitelial causada pelas

espiroquetas induz aumento da taxa de mitose das

células das criptas e consequente alongamento
destas, além da producéo de epitélio imaturo que
apresenta caracteristicas cuboidais ou escamosas.
Ha necrose epitelial associada a discreta eroséo e
descamacédo na superficie do limen (Trott et al.,
1996a; Thomson et al., 1998; Hampson e Trott,
2006).

Apesar das lesbes macroscopicas se
apresentarem de forma caracteristica, o que induz
0 diagnostico de um determinado agente,
diagnésticos diferenciais de outros patégenos
devem ser considerados pela sintomatologia
similar em suinos nessas fases. Dentre estes
diferenciais citam-se, por exemplo, Lawsonia
intracellularis, Salmonella spp., PCV2, Trichuris
suis e a “colite ndo-especifica” aparentemente
associada a granulagdo da racdo (Hampson e
Trott, 2006), a semelhanca das lesdes demonstra a
importancia de se utilizar andlises laboratoriais

para a identificagdo precisa do agente.
2.5. Fatores de viruléncia

A motilidade, quimiotaxia ao muco, a
producdo de toxinas e metabolizagdo do oxigénio
sdo considerados fatores importantes de
patogenicidade das Brachyspira sp. (Kennedy et
al., 1988; Stanton e Sellwood, 1999; Harris et al.,
2006; Naresh e Hampson, 2010).

A B. hyodysenteriae é uma bactéria capaz
de movimentar-se em ambientes VvisScosos e,
associada com a “alta velocidade” desse

movimento, facilita a penetragio no muco
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intestinal e também a lesionar as células epiteliais.
A capacidade de mover-se em ambientes viscosos,
como 0 muco, aparentemente, € uma
particularidade especializada de movimento de
algumas espiroquetas e outras bactérias curvas
(Kennedy et al.,, 1988; Kennedy et al., 1996).
Alguns autores provaram que a espécie patogénica
B. hyodysenteriae apresenta maior quimiotaxia a
mucina do que as espécies consideradas
apatogénicas sugerindo, portanto, uma relagcdo
entre quimiotaxia, motilidade e viruléncia (Milner
e Sellwood, 1994). Da mesma forma, a B.
pilosicoli também apresenta quimiotaxia ao muco.
Segundo alguns autores (Stanton, 2006; Naresh e
Hampson, 2010), quando a espiroqueta encontra-
se nesse ambiente, h4 um aumento na eficiéncia
da movimentacdo da bactéria, em resposta ao
aumento da viscosidade do meio, sugerindo que

seja uma maneira de facilitar a adesdo ao epitélio.

A motilidade das B. hyodysenteriae €
atribuida aos flagelos periplasmaticos aderidos as
terminacBes da célula e que ficam livres em seu
entorno. Sdo organelas complexas compostas por
duas classes de proteinas, A e B. Em bactérias
mutantes flaA™ e flaB", houve reducéo de 96% do
movimento, além de apresentarem movimentos
“vibratorios” e erraticos, com consequente
diminuicdo da capacidade de colonizacdo da
mucosa. Esses dados demonstram que essas
proteinas sdo importantes no funcionamento e
velocidade do flagelo, tipo de movimento e

viruléncia das bactérias (Kennedy et al., 1997).

A motilidade é regulada pela quimiotaxia
ao muco, e demonstra ser um mecanismo primario
de associagdo a mucosa, pois ndo ha um sistema
especifico de adesdo ao epitélio, e aparenta ser o
Unico artificio que previne a eliminacdo da
bactéria pelo fluxo natural do muco. A auséncia
desse mecanismo indica que a aderéncia ndo é um
pré-requisito para colonizar o intestino grosso e
desenvolver a doenca (Kennedy et al.,, 1988;
Kennedy et al., 1996; Thomson et al., 1997).

A B. hyodysenteriae possui um sistema
quimiossensor que regula sua motilidade de
acordo com as condigdes ambientais. Avaliando o
movimento in vitro em diferentes valores de pH,
temperatura e oxigenacdo, observou-se a
manuten¢do da motilidade entre valores de pH 4-
10, sendo o valor 7 o6timo, a 38°C e em
anaerobiose. No entanto, em aerobiose, manteve
vigor considerado normal ou semelhante ao in
vivo por até duas horas, e mostrou-se tolerante por
até oito horas, sendo considerada, portanto, uma
bactéria aerotolerante (Kennedy et al., 1996;
Stanton et al., 1999).

A enzima NADH oxidase confere
protecdo a B. hyodysenteriae contra a toxicidade
do oxigénio, pois é capaz de reduzir a molécula de
O, em 4agua. As hipéteses das funcdes dessa
enzima seriam a de um mecanismo de defesa anti-
oxidante, ou de que consiga tirar vantagens sob o
0, usando-o em uma via alternativa de
regeneracdo de NADH. Dessa maneira, essa

enzima € essencial para o estabelecimento,
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persisténcia, e, portanto, da patogenicidade dessa
espiroqueta em seu microhabitat natural, que é o
tecido da mucosa intestinal (Stanton e Jensen,
1993; Stanton e Sellwood, 1999; Stanton et al.,
1999).

A toxina como a hemolisina ¢é
considerada um fator de viruléncia importante da
B. hyodysenteriae. A diferenca de intensidade da
hemdlise encontrada em &gar sangue entre a B.
hyodysenteriae e outras Brachyspira sp. do género
ndo esta totalmente elucidada, mas alguns autores
sugerem que seja ou pela composigao bésica dessa
proteina ou pela quantidade de producdo e
secrecéo ou pela combinacdo de ambas (Thomson
et al., 1997). A lise dos eritrécitos na presenga
dessa proteina esta associada com a turgidez e
ruptura da célula como resultado da diferencga da
pressdo osmética, devido a formagdo de poros na
membrana dos globulos vermelhos. A presenca da
hemolisina na B. pilosicoli ndo foi ainda
determinada, portanto ndo se sabe o potencial
desta com fator de viruléncia (Thomson et al.,
1997). Os lipooligossacarideos (LOS) também séo
toxinas secretadas pelas Brachyspira sp. Estdo
presentes na parede celular das espiroquetas e
aparentam ter caracteristicas semelhantes aos
Lipopolissacarieos (LPS) de outras bactérias
gram-negativas. Sdo toxicas as células com
atividade endotoxica e quimiotaticas para 0s
fagdcitos e assim, contribuem para a inflamacéo e
desenvolvimento da lesdo (Hyatt et al., 1994;
Joens, 1997).

Recentemente, foi relatada a presenca de
um plasmideo no genoma da B. hyodysenteriae
com tamanho de aproximadamente 36kb, que
facilita a colonizagdo da  bactéria e
desenvolvimento da doenga no intestino grosso.
Esse plasmideo esta envolvido na incorporacéao de
aclcares para a formacdo do LOS, e
aparentemente, a diferenca na composicdo dessa
estrutura pode afetar a habilidade das espiroquetas
em sobreviver no ambiente ou a de interagir com
0 epitélio sendo esse outro fator de viruléncia
relatado (La et al., 2011).

A B. hyodysenteriae possui um agente de
transferéncia génica (gene transfer agent - GTA),
semelhante a um préfago, nomeado de VSH-1
(virus da Serpulina hyodysenteriae), que estd
envolvido na transferéncia natural de genes e
recombinacdo dentre espécie. A real importancia
dessa troca de material genético ndo esta
totalmente esclarecida, pois transfere,
aleatoriamente, fragmentos de 7.5kb de DNA
entre as bactérias (Motro et al., 2009). No entanto,
devido ao padrdo de resisténcia  aos
antimicrobianos entre as espécies  serem
semelhantes, Duhamel (2011) sugere dois
mecanismos para tal caracteristica. O primeiro
seria a selecdo natural de uma cepa mutante
resistente devido a constantes exposi¢des ao
antibiético. E, o segundo seria a obtengdo
horizontal do GTA, o qual possua um gene
codificador de resisténcia a determinados tipos de
antimicrobianos, que se dissemina entre as

bactérias. Isso nos demonstra a importancia da
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implementacdo racional de antibi6ticos como
promotores de crescimento, pois ha um grande
potencial de desenvolvimento de resisténcia aos
antibiéticos  utilizados. Além  disso, essa
transferéncia também pode contribuir para a
aquisicdo de genes envolvidos em outros fatores
de viruléncia, como as toxinas e enzimas, pelas

cepas comensais (Duhamel, 2011).

Alguns autores sugeriram que a
lipoproteina nomeada de mgIB possa ser um fator
de viruléncia para a B. pilosicoli. Essa
lipoproteina pode mediar o mecanismo de
estabelecimento da bactéria na superficie epitelial,
pois, tem alta afinidade com esta, auxiliando na
adesdo e consequentemente, na patogenicidade da
bactéria Zhang et al. (2000).

2.6. Transmissao

A transmissdo ocorre pela via fecal-oral,
sendo que o muco das fezes de animais
contaminados envolve as espiroquetas,
protegendo-as do acido estomacal, permitindo que
elas alcancem o intestino grosso ainda integras
(Kennedy et al., 1988; Taylor, 1990; Hampson e
Stanton, 1997). No intestino grosso, associam-se a
mucosa por quimiotaxia a0 muco, que é produzido
pelas células caliciformes da superficie da mucosa
e também de glandulas das criptas. Apo6s a
colonizacdo do epitélio, as espiroquetas tem um
periodo de incubagdo que varia de dois a sete dias,
podendo chegar a 14 dias (Kennedy et al., 1988;

Kennedy et al., 1996; Thomson et al., 1997).

As bactérias sdo facilmente introduzidas
em rebanhos ndo-imunes por animais carreadores
de outros rebanhos, ou por aqueles que se
recuperaram da doencga, mas, ainda excretam as
espiroquetas. Estima-se um periodo de excregdo
de até 70 dias ap6s o término dos sinais clinicos.
A transmissdo  entre  rebanhos  ocorre
mecanicamente através de caminhdes e racGes
contaminados ou pela movimentacdo de pessoas
gue possuem roupas e calgados contaminados com
fezes (Hampson e Trott, 2006; Harris et al., 2006).

A persisténcia das Brachyspira sp. no
ambiente também pode ser fonte de contaminagéo.
Harris et al. (2006) relatam que a B.
hyodysenteriae foi isolada do piso das baias de
animais infectados. Em estudo realizado em
laboratorio simulando trés diferentes tipos de
microambiente, Boye et al. (2001) recuperaram a
B. hyodysenteriae viavel em cultivo por até 112
dias e a B. pilosicoli por 210 dias, indicando um
potencial risco de reinfeccdo do rebanho, caso ndo
se realize medidas sanitarias adequadas no
ambiente onde os animais estdo alojados. A
dissemina¢do da infeccdo dentro do rebanho
ocorre pela drenagem deficiente, principalmente
em galpGes onde hd comunicacdo das laminas

d’agua, entre as baias (Hampson et al., 1997).

Além disso, h4 relatos de isolamento das
espiroquetas em diversas espécies animais, como
cées (Lee e Hampson, 1996; Oxberry e Hampson,
2003; Fellstrom et al., 2011a) passaros selvagens

(Jansson et al., 2001; Jansson et al., 2004), moscas
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(Taylor, 1995; Harris et al., 2006) e roedores (Mus
musculus e Rattus norvegicus) (Backhans et al.,
2010; Backhans et al., 2011), indicando possiveis
vetores bioldgicos e mecanicos nas granjas. Essas
informagdes sdo importantes em programas de
erradicacdo das doencas, para evitar o contato
dessas espécies com suinos de granjas e assim,
diminuir o potencial de transmissdo das
Brachyspira sp. patogénicas (Hampson e Trott,
2006).

2.7. Susceptibilidade

Alguns autores relatam a possivel
interferéncia de dietas altamente fermentaveis,
favorecendo a infec¢do e aderéncia do
microrganismo e, consequentemente, acentuar a
lesdio no intestino grosso. Isso devido a
diminuicdo do pH, que pode lesar o epitélio
tornando-se um fator predisponente para a
colonizacdo das espiroquetas (Trott et al, 1996a;
Duhamel, 2005). Outros autores (Kirkwood et al.,
2000; Harris et al., 2006), defendem que quanto
maior for a fermentacdo no intestino grosso, maior
serd a producdo de acido graxos volateis,
diminuindo o pH, e criando um ambiente
desfavoravel para a  sobrevivéncia das

espiroquetas.

A adicdo de inulina, um carboidrato
resistente a degradacdo enzimatica do intestino
delgado que torna-se fermentavel no intestino
grosso e diminui o pH luminal, mostrou ter efeito

preventivo na colonizacdo da B. hyodysenteriae

(Hansen et al., 2011a). Em outro estudo para
avaliar essa relagdo, Kirkwood et al. (2006),
compararam o uso de diferentes dietas, altamente
fermentaveis, altamente digestiveis e dieta
comercial para suinos e realizaram inoculagéo
experimental para avaliar os efeitos sobre o
desenvolvimento da Disenteria Suina. Os autores
ndo encontraram nenhuma relacdo entre a dieta
fornecida com a capacidade de proteger ou

favorecer a doenga.
2.8. Prevencdo e Tratamento

Segundo Hampson e Trott (2006),
quando a colite espiroquetal é endémica no
rebanho, €& necessério a terapia com
antimicrobianos  para evitar aumento na
morbidade, devido a introducdo de animais ndo—
imunizados, mudangas na dieta ou situacGes

associadas ao estresse.

A adocdo de estratégias de manejo como
separagdo por idade e administracdo de
antibioticos profilaticos, pode reduzir a incidéncia
da Disenteria Suina nas granjas (Stanton, 2006).
Em granjas com surtos, 0s animais devem ser
medicados via agua, ja que diminuem o consumo
de racdo no inicio da doenca. J& os animais muito
afetados, deve-se utilizar a medicagdo parenteral,
porém torna-se impraticavel em grandes rebanhos
(Harris et al., 2006). A d(nica opgcdo para
propriedades positivas para Disenteria Suina a

médio e longo prazo é a erradicacdo da

21



enfermidade devido as perdas causadas pela
doenca (Guedes e Barcellos, 2007) .

2.9. Métodos de diagnostico
2.9.1. Isolamento

O primeiro estudo para identificar o
agente etioldgico da Disenteria Suina foi realizado
por Taylor e Alexander (1971). As espiroquetas
foram inicialmente isoladas do contetdo do c6lon
de suinos diarréicos através de filtros de 0.65 mm
com filtragbes subsequentes em didmetros de
poros menores. O filtrado foi entdo inoculado sob
agar e incubado em anaerobiose para se obter
coldnias isoladas.

O isolamento é reconhecido como padrédo
ouro para identificagdo do agente (Kennedy et al.,
1988; Fellstrom et al., 1997; Fellstrom et al.,
2001b; Harris et al., 2006; Stanton, 2006), porém
deve-se considerar também o histérico do
rebanho, sinais clinicos, lesGes macro e
microscopicas, além de excluir a possibilidade de
haver outros agentes envolvidos (Harris et al.,
2006; La et al., 2009).

Fellstrom et al. (2001b) demonstraram
gue o cultivo bacteriano para Brachyspira sp. é
um teste altamente sensivel, capaz de detectar até
uma bactéria quando a amostra foi mantida bem
acondicionada e rapidamente inoculada em &gar.
Comparando dados individuais com a utilizacéo
de pool de fezes de cinco animais, a sensibilidade

de deteccdo foi de 96%, enquanto que a utilizacdo

de um pool de 10 animais essa sensibilidade cai
para 30%, devido ao crescimento exagerado de

flora contaminante.

Porém, alguns autores citam que o
isolamento pode demorar até duas semanas para
se obter um diagnoéstico definitivo, o que pode
prejudicar o controle e erradicacdo da doenca no
rebanho. Além disso, devido a caracteristica
intermitente das doencas, o cultivo bacteriano
pode ndo ser eficiente quando os animais estdo
excretando pequenas quantidades de bactérias
(Corona-Barrera et al., 2004; Hampson e Trott,
2006; La et al., 2009). A importancia do
isolamento, no entanto, é reconhecida quando ha a
necessidade de se estudar a susceptibilidade das
Brachyspira sp. aos antimicrobianos ou
tipificagdo de cepas (Atyeo et al., 1998; Rasback
et al., 2006).

Hommez et al. (1998) sugeriram a
identificacdo da B. hyodysenteriae por exame
direto em microscdpio, pois seria possivel
distingui-las das demais pela sua morfologia e
tamanho. Esse tipo de identificacdo tem a
vantagem de ndo necessitar de cultivos, podendo
ser executada em laboratérios com pouca infra-
estrutura. No entanto, utilizar-se apenas desse
exame, ndo seria um diagnostico confiavel, pois
0s resultados podem ser subjetivos e permitir
resultados equivocados (Novotnd e Skardova,

2002).
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Fellstrom et al., em 1997, classificaram
as Brachyspira sp. em quatro grupos, de acordo
com suas caracteristicas bioquimicas (Tabela 1),
para identificacdo das espécies ap0s o isolamento
das espiroquetas em suinos. Essa classificagdo foi
realizada a partir da analise de produtos da
metabolizacdo de diversos substratos, e, de acordo

com 0s autores, sdo necessarios apenas dois testes

para diagndsticos de rotina quando utiliza-se o
isolamento. As caracteristicas bioquimicas se
relacionam com a classificagdo filogénica das
espiroquetas baseado em analises parciais das
sequéncias do gene 16srRNA, sendo portanto,
uma referéncia confiavel para determinar as
espécies de Brachyspira sp. (Fellstrom et al.,
1995).

Tabela 1 — Patogenicidade, nome das espécies e classificacdo por reacdo bioquimica de cepas de Brachyspira

sp.

Reacéo bioguimica

Grupos Patogenicidade Espécies
Hemolise  Indol Hipurato

I Forte + - Sim B. hyodysenteriae

I Fraca + - discutivel B. intermedia

Il Fraca - - Né&o B. murdochii, B. innocens

v Fraca - + Sim B. pilosicoli

Fonte: Adaptada de Fellstrom et al. (1997).

Em avaliacdo dos produtos
metabolizados, a B. pilosicoli demonstrou que nao
produz indol, mas consegue hidrolisar o hipurato.
Tem atividades a e¢ B glucosidase negativas e
atividade o galactosidase positiva. Ja a B.
hyodysenteriae, apresenta producéo de indol sem
a hidrélise do hipurato. As atividades das a e B
glucosidase sdo negativas e a o galactosidade ¢

negativa (Trott et al., 1996).

A submissdo das col6nias cultivadas aos
testes bioquimicos deve ser realizada apenas
naquelas sabidamente isoladas. E, devido a
dificuldade de se obté-las, pode haver alguma
discordancia entre os resultados obtidos na anélise
bioguimica e algum método molecular utilizado
(Fellstrom e Gunnarsson, 1995). A presenca de
multiplas espécies de Brachyspira sp. no mesmo
rebanho e até no mesmo animal é comumente
detectada, causando problemas no diagndstico

(Fellstrom et al., 1997). Para um diagnostico na
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rotina laboratorial mais rapido e especifico, alguns
autores sugerem a combinagdo de cultura
bacteriana com o PCR, ao invés dos testes
bioquimicos, para identificar a espécie da
Brachyspira sp. (Fellstrom e Gunnarsson, 1995;
Fellstrom et al, 2001b; Rasback et al., 2006).

2.9.2. Microscopia

Em cortes histolégicos corados em
Hematoxilina e Eosina conforme Luna (1968), na
Colite Espiroquetal, ha possibilidade de visualizar
a presenca de espiroguetas intimamente aderidas
na mucosa ou no limen das criptas, formando a
lesdo de “falsa borda em escova” (Trott et al.,
1996b) considerada por alguns autores como
patognomdnica (Talyor e Trott, 1997; Trott et al.,
1997). Embora haja uma énfase em encontrar essa
lesdo, esta ndo é sempre observada, pois se
acredita que essa caracteristica esta confinada a
um curto periodo no curso da infeccdo e,
consequentemente, ndo é representativo de todos
0s casos (Thomson et al., 1997; Thomson et al.,
1998; Duhamel, 2001). Thomson et al. (1998)
relatam que a auséncia de especificidade para as
lesbes histolégicas na maioria dos casos de Colite
Espiroquetal, dificulta estabelecer o diagnostico
etiologico, a menos que o agente seja visualizado.
Stanton (2006) cita que a Disenteria Suina pode
ser identificada pela histologia, desde que haja
lesdes evidentes de colite induzida pela

espiroqueta.

A visualizacdo das Brachyspira sp.
patogénicas também pode ser feita por coloragdo
de  imuno-histoquimica,  utilizando-se  de
anticorpos monoclonais especificos (Duhamel,
2001) ou policlonais (Paulovich et al., 2004), no

entanto, estes estdo indisponiveis comercialmente.

2.9.3. Métodos Soroldgicos

La et al. (2009) pesquisaram a
viabilidade de utilizar a proteina recombinante de
membrana externa Bhlp29.7, como antigeno para
testes de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay). O teste foi sensivel para detectar rebanhos
infectados com B. hyodysenteriae, mas a
prevaléncia dentro do rebanho foi baixa. Devido a
iss0, 0s autores sugeriram a possibilidade de haver
reacdo cruzada com outras espiroguetas
intestinais. A Brachyspira innocens € uma especie
comensal do intestino grosso, que possui 0 gene
codificador da Bhlp29.7, embora ndo se saiba ao
certo, se esse gene é expresso e se induz
imunidade. Ainda assim, deve ser considerada
como um possivel elemento dessa reagdo-cruzada.
Ja Lobova et al. (2011) realizaram teste de
immunoblotting para a deteccdo de anticorpos
utilizando a BhIp29.7. Nos dados do estudo,
houve deteccdo de rebanhos positivos sem
histérico de Disenteria Suina, demonstrando uma
possivel reacdo cruzada entre as bactérias. Além
disso, implantar essa técnica em escala industrial
pode ser invidvel devido ao custo de producgdo do

teste, além de ser uma técnica laboriosa.
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Corona-Barrera et al. (2004) tentaram
utilizar a separagdo imunomagnética para detectar
as B. hyodysenteriae e a B. pilosicoli. O método
consiste de microesferas magnéticas cobertas por
anticorpos monoclonais, de cada bactéria,
incubadas com fezes de animais suspeitos e
seguinte recuperacdo dos microrganismos que se
ligaram a microesfera. Porém, ndo obtiveram
resultados satisfatérios quanto a sensibilidade e

especificidade.

De acordo com Hampson e Trott (2006)
ndo ha testes soroldgicos especificos disponiveis
para as espiroquetas patogénicas que determinem
os titulos de anticorpos de animais que tenham
sido expostos. Quando foram aplicados a campo,
0s testes ndo apresentaram uma deteccéo confiavel
de individuos (Fellstrom et al., 2001b). Além
disso, a utilizagdo de determinados antigenos,
como o0 0s LOS apresentaram tendéncia de serem
sorogrupos-especificos ou ser pouco sensiveis (La
et al., 2009).

2.9.4. Reagdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Com intuito de agilizar os diagndsticos
de Disenteria Suina e Colite Espiroquetal, foram
desenvolvidos testes de PCR (polymerase chain
reaction) para cada agente causador da doenca,
demonstrando  especificidade e sensibilidade
superior ao cultivo bacteriano (Atyeo et al., 1998).

Da mesma maneira, a PCR duplex, que é capaz de

detectar B. hyodysenteriae e B. pilosicoli
simultaneamente, desenvolvido por La et al.
(2003), apresentou bons resultados quanto a
sensibilidade e especificidade quando aplicados
em DNA extraidos de amostras fecais, além de ter
a vantagem de se obter o diagndstico em até cinco
horas apés a coleta. Além disso, esses autores
citam que os custos do isolamento e 0 PCR duplex
sd0 comparaveis, e a vantagem desse Gltimo é em
relacdo ao tempo de execugdo reduzida e

necessitar de menos componentes laboratoriais.

Stanton e Sellwood (1999), sequenciando
0 gene nox de cepas de B. hyodysenteriae de
diferentes hospedeiros e de diferentes localizagtes
geogréficas constataram que todas as sequéncias
eram idénticas, sendo 0 gene altamente
conservado dentro da espécie. Por isso, sugeriram
gue esse gene seria o melhor alvo para técnicas
moleculares caso 0s genes nox das outras espécies
tenham sequéncias suficientemente diferentes da
B. hyodysenteriae. De acordo com estudo de Barth
et al. (2011), devido a grande variedade genética
entre as cepas, 0 Unico alvo molecular confiavel
para diagndstico em PCR seria 0 gene nox para as

B. hyodysenteriae.

Outra técnica molecular semelhante a
PCR é a Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP). Segundo Townsend et al.
(2005) essa se baseia na analise genética do gene
nox para identificar sitios de restricdo de

endonucleases que irdo produzir padrfes de pesos
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moleculares espécie-especificos para as cinco

espécies de Brachyspira de suinos.

Algumas cepas podem ser classificadas
como B. hyodysenteriae pela PCR, porém ndo
apresentarem caracteristicas fenotipicas tipicas
nem estarem associadas com doenca clinica. Por
outro lado, algumas bactérias possuem todas as
caracteristicas  fenotipicas de isolamento e
sintomatologia, e ndo sdo confirmadas pelas
técnicas de PCR atuais. Essa discordancia ocorre
devido a utilizagdo de fatores de viruléncia como
alvo nesses testes moleculares podendo confundir
0 diagnostico (Schwartz, 2011). Além disto,
demonstram a grande diversidade entre cepas de
B. hyodysenteriae, sendo algumas de elevada e
outras de reduzida patogenicidade. Outras
possibilidades para esta discrepancia entre
isolamento, PCR e apresentacdo anatomo-clinica
sdo os casos de B. suanatina, que induzem
sintomatologia, lesGes, caracteristicas fenotipicas
e bioquimicas semelhantes a B. hyodysenteriae,
mas ddo resultados negativos a PCR para este
agente. Recentemente, nos Estados Unidos, tem
sido isoladas cepas com caracteristicas de
deteccdo semelhantes a B. suanatina, mas
diferentes desta, baseado nos testes de
sequenciamento realizados, vem sendo chamadas
de “novel strongly hemolytic Brachyspira species—
NSH (NSH-Brachyspira)” (Gebhart e Primus,
2011).

Embora a PCR tenha incrementado o

diagnostico para as Brachyspira sp. patogénicas,

ele ndo pode ser utilizado para a identificacdo do
patogeno in situ, pois estas técnicas ndo oferecem
informacBes sobre a distribuicdo espacial dos
microrganismos no tecido ou sua associagdo com
a lesdo. Em 1998, Boye et al. desenvolveram a
técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
gue é uma técnica a qual associa a precisdo
molecular com a visualizacdo do agente no tecido.
Com essa técnica, foi possivel detectar até uma
bactéria no tecido. Além disso, apresentou-se
altamente especifica, sem nenhum tipo de
hibridizagho com  outros  microrganismos
presentes na flora intestinal. Stanton (2006) cita
gue a tecnologia do FISH sera sem duvida
importante  para a identificacdo  dessas

espiroquetas presentes no ceco e célon.

2.9.5. Hibridizacéo
Fluorescente in situ (FISH)
No procedimento histoquimico da FISH,
0 principio basico é o anelamento da sonda com a
sequéncia alvo, para a visualizacgdo em
microscopio epifluorescente. Entende-se por
sonda, uma sequéncia de oligonucleotideos
complementares e especificos marcados com
substancias fluorescentes os quais se anelardo ao
alvo (Moter e Gobel, 2000; Ploeg, 2000).

De acordo com Botari et al. (2006), a
FISH tem quatro procedimentos bésicos: 1)
fixacdo e permeabilizacdo da amostra, 2)
hibridizacdo, 3) lavagem para remocao das sondas
em excesso e 4) deteccdo pela microscopia

fluorescente. Antes da hibridizacdo, as amostras
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contendo os microrganismos sdo fixadas para
proteger o RNA da degradacdo de RNAses
endogenas e permeabilizadas para permitir que as

sondas penetrem na célula.

A maioria das aplicacdes da FISH tem
como alvo o RNA ribossomal. A utilizacdo deste
alvo justifica-se primeiramente por todas as
células necessitarem de ribossomos para a
translacdo, portanto, estdo presentes em todas as
ceélulas vivas (Amann e Fuchs, 2008). A segunda
razdo é a seqliéncia do rRNA ser evolutivamente
conservada em relagdo a outras seqiiéncias de
genes dentro de uma mesma espécie, ndo sendo
possivel desenhar uma sonda para identificar
grandes dominios taxonémicos como filos, classes
ou ordens. A terceira e Ultima razdo seria pela
quantidade de ribossomos presentes em cada
célula, sendo esse alvo naturalmente amplificado
podendo atingir um nimero de 100.000 cdpias por
célula (Amann et al.,, 2001; Amann e Fuchs,
2008).

As sondas utilizadas em FISH sdo,
geralmente, oligonucleotideos entre 15 e 30 bases
com Unica molécula fluorescente ligada
covalentemente ao 5'-terminal. Segundo Moter e
Gobel (2000), os fluorocromos mais utilizados em
microbiologia sfo derivados de fluoresceina
((Fluorescein—Isothiocyanate (FITC)), derivados
de rodaminas (Tetramethyl-Rhodamine—
Isothiocyanate (TRITC), Texas Red) e mais
recentemente, fluorocromos de cianina como Cy3

e Cy5. Os corantes derivados de carbocianinas

aumentaram muito a sensibilidade e nitidez de

visualizacdo da técnica (Amann et al., 2001).

A FISH tem uma grande variedade de
aplicacbes dentro de diferentes campos de
investigacdo, incluindo analise de danos
cromossomais, mapeamento genético, toxicologia
molecular, genbmica comparativa, biologia
evolutiva, ecologia microbiana e diagnostico de
doencas (Swiger e Tucker, 1996; Volpi e Bridger,
2008). Além disso, pode ser aplicada em deteccao
de microrganismos em ambientes complexos
como microbiota intestinal, cavidade oral,
infeccdes do trato respiratério, hemoculturas,
simbioses e em estacdes de tratamento de 4gua
(Moter e Gobel, 2000).

Na medicina veterindria, a FISH foi
utilizada para detectar varios agentes infecciosos
tais como Tritrichomonas foetus (Gookin et al.,
2010), Lawsonia intracellularis (Boutrup et al.,
2010; Jensen et al., 2010a), Pasteurella multocida
(Pors et al, 2011a; Pors et al, 2011b),
picornavirus (Durand et al., 2008), Treponema
spp. (Nordhoff et al.,, 2008), Coxiella burnetii
(Hansen et al., 2011b), Mycobacterium sp.
(Lefmann et al.,, 2006) e bactérias do género
Brachyspira (Boye et al., 1998; Jensen et al.,
2010b). Esta técnica é particularmente atil para o
estudo da microbiota bacteriana ainda néo
cultivada ou de dificil cultivo in vitro (Moter e
Gobel, 2000).
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Para o isolamento, é essencial que a
amostra chegue em tempo habil e em temperatura
adequada ao laboratério de analise, ja que
dependemos da viabilidade dos microrganismos.
No entanto, nem sempre temos uma logistica que
atenda essa demanda e por vezes, as amostras
demoram mais de 48 horas para chegar,
inviabilizando essa técnica. Assim, o FISH
demonstra ser uma técnica adequada para esse
problema, j& que é realizada em material fixado
em formol associando a deteccdo especifica de
Brachyspira sp. e portanto, apresentando-se como
alternativa  diagnéstica  promissora.  Outra
vantagem da FISH é a facilidade e acessibilidade
em sintetizar sondas especificas marcadas com
fluorocromos e a possibilidade de detectar
somente bactérias vidveis nos tecidos no momento

da fixacdo associada a leséo.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

O estudo foi desenvolvido no setor de
Patologia Veterinaria, do Departamento de Clinica
e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria

da UFMG, no municipio de Belo Horizonte.
3.2. Amostras

Foram utilizados intestino grosso e fezes
de suinos na fase de recria e terminacgdo,
pertencentes a um mesmo animal, de rebanhos
com histérico de diarreia e com suspeita de

infeccdo por Brachyspira sp. patogénicas. Dos

casos obtidos, 33 foram em coletas em
frigorificos, no momento do abate, e seis casos
que foram enviadas para diagndstico no
Laboratério de Diagnostico Veterindrio da
UFMG, no periodo de marco a novembro de
2011. As amostras de intestinos grosso e fezes
foram acondicionadas sob refrigeracdo e, outro
fragmento do segmento do célon aspiral foi fixado
em formol tamponado 10%, por no minimo 24
horas. O intervalo médio entre a coleta e o inicio
das andlises foi de 12 horas, sendo no méaximo de
48 horas.

Todas as amostras foram submetidas a
avaliacdo pelo isolamento, PCR e FISH e,
qualquer delas que tenha tido resultado positivo
em pelo menos um dos testes para B. pilosicoli ou
B. hyodysenteriae foi incluida nesse estudo.
Também, houve a analise por imuno-histoquimica
de todos os casos, porém o resultado deste teste
ndo foi critério para inclusdo no estudo como
amostra ja que permite somente o diagndstico do
género Brachyspira. Obteve-se um total de 39
amostras positivas, sendo estas sub-divididas para
andlise estatistica em dois grupos, amostras de B.
hyodysenteriae e amostras de B. pilosicoli. Essa
subdivisdo se justifica pela diferenca de
sensibilidade de deteccdo entre cada espécie

encontrada nos testes utilizados.
3.3. Isolamento

As amostras de intestino grosso foram

semeadas através de esfregago em placas com

28



meio seletivo para Brachyspira sp. (&gar para
anaerobiose’, 5% sangue ovino, 6,25 mg/ul
rinfampicina®, 800 mg/ul de espectinomicina®, 25
mg/pul de vancomicina®, 25 mg/ul de colistinaS)
(adaptado de Novotna e Skardova, 2002) e
incubadas em jarras de anaerobiose com uma
atmosfera anaerdbia gerada com auxilio de bomba
de vacuo e preenchido com a mistura dos gases
N,(80%), CO,(10%) e H,(10%) por, ho minimo,
trés dias, a 37°C. O ambiente anaerdbio foi
confirmado por wuma fita indicadora de
anaerobiose®. As colonias milimétricas de cor
branca e hemoliticas, que sdo compativeis com
Brachyspira sp., foram cuidadosamente repicadas,
com auxilio de alca calibrada, em placas de 4gar'
de isolamento de anaerdbios contendo 5% de
sangue ovino e incubadas em anaerobiose, por trés
dias, a 37°C. Para se obter coldnias puras foram
realizadas varias passagens com a técnica de
esgotamento em placas cultivo, e avaliacdo das
mesmas sob microscopia de contraste de fase em
preparacgdes liquidas em laminas, para observar a
presenca de espiroquetas. Culturas puras de

Brachyspira sp. foram tipificadas pelo uso de

! Fastidious Anaerobe Agar, Acumedia, cat n°
7531, Neogen Co, Lansing, MI, USA.

2 Rifampicin, Sigma-Aldrich, cat n° R3501,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

% Spectinomicin, Sigma-Aldrich, , cat n° S9007,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

4 Vancomicin, Sigma-Aldrich, , cat n° V2002,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

® Colistin, Sigma-Aldrich, , cat n° C1511, Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

® Oxoid Anaerobic Indicator, Thermo Fisher, cat
n° BR0O055, Waltham, MA, USA.

provas bioquimicas como a hidrélise do hipurato e
a producdo de indol, como descrito por Fellstrom
e Gunnarsson (1995).

Apb6s a obtencdo das Brachyspira sp.
estas foram coletadas com alca calibrada uma
alcada de col6nia no agar e introduzidas em 2 ml
de solugéo salina 0,9% estéril. Essa suspensdo foi
transferida em 10mL de caldo TSB (Tryptic Soy
Broth) enriquecido, e incubada em anaerobiose
por 24 horas & 37°C para a propagacdo da
bactéria. Para o preparo do caldo foram utilizados
TSB 0,1% de cisteina’, 0,2% de glicose, 5% de
Soro fetal bovino, 0,0001% de resazurin® e 5% de
Dimetyl Sulfoxide (DMSO)°.
centrifugou-se a 4.000xg por 20 minutos, para a

Em seguida,

obtencdo de um pellet, e o ressuspendeu em
1,5mL de TSB contendo 10% de DMSO e 5% de
soro fetal bovino. Essa Ultima suspensdo foi entdo
transferida para um tubo criogénico e congelado a
-80°C.

3.4. Histopatologia

Os fragmentos de intestino grosso foram
processados pela técnica histoldgica rotineira de
desidratacdo e inclusdo em parafina. Apds esse
procedimento, trés fragmentos do tecido foram

seccionados em 3um de espessura, e corados pela

" L-Cystein-hydrochloridre-monohydrate, Sigma-
Aldrich, cat n°C6852, Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, USA.

® Resazurin, , Sigma-Aldrich, cat n° 199303,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

° Dimetyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich, cat n° D5879,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.
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técnica de Hematoxilina e Eosina (Luna, 1968),

para avaliacdo histopatoldgica.
3.5. Hibridizagdo Fluorescente in situ

O procedimento de FISH foi executado
de acordo com Jensen et al. (2000), utilizando
individualmente as sondas listadas na tabela 2. Os
cortes de tecido seccionados em laminas
silanizadas com 6um de espessura, foram
desparafinizados com xilol e desidratados em
etanol a 99°GL por dois minutos e em seguida em
etanol 96 °GL.

A hibridizacéo foi realizada em cémaras
de hibridizacdo™ com as laminas montadas
adequadamente em utensilio proprio'!, e
incubadas com 100 pl de tampéo de hibridizacéo
(100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de
dodecil sulfato de sdédio) e 100 ng de sonda, a
45°C por 16 horas. Apds esse periodo, as
preparacBes foram lavadas trés vezes com tampéo
de hibridizagdo  pré-aquecido  (45°C) e,
posteriormente, mais trés vezes com a solugéo de
lavagem pré-aquecida (45°C) (100 mM Tris, pH
7,2, 0,9 M NaCl). As amostras foram finalmente
lavadas em agua ultrapura durante dois minutos e
secas em estufa a 45°C. Todo o procedimento foi
realizado sem a incidéncia de luz direta. As

preparacdes foram examinadas em microscopio de

19 Coverplate slide rack, Thermo Fisher, cat n°
73310017,Waltham, MA, USA

1 Coverplates, Thermo Fisher, cat n°72110017,
Waltham, MA, USA.

fluorescéncia (Olympus, AX70, Japao) com cubo
de filtro para o fluorocromo Cy3, utilizando
objetiva de imersao com aumento de 40x e 6leo de

imerséo fluorescente®?.

Como controles positivos para a técnica
de FISH, foram utilizados blocos de parafina
contendo fragmentos de intestino  grosso
sabidamente positivos para as duas espécies de
Brachyspira sp. patogénicas do suino, cedidos
pelo Dr. Tim Jensen do Danish Veterinary
Institute, Technical University of Denmark. A
marcacao era considerada positiva quando houve a
visualizacdo destacada de sinal fluorescente do
agente no tecido, e negativa quando ndo houve

nenhum sinal relevante.

2 Immersion oil type F IR=1.35 Olympus

America Inc, Center Valley, PA, USA.

30



Tabela 2. Sondas marcadas com fluorocromo utilizadas para a hibridizagéo fluorescente in situ.

Espécie Sequéncia da sonda Fluorocromo
B. hyodysenteriae ctcacgatgaaccttcgac [Cy3]-
B. pilosicoli gctcatcgtgaagcgaaa [Cy3]-

Fonte: Boye et al., 1998.

Todos os testes de PCR foram executados
em um volume final de 25 ul por microtubo. O
mix de PCR constituiu de: 1X de tampédo para
PCR (contendo 1, 5 mmol™ de Mg Cl,), 1,25 U de
Tag DNA polymerase® 0,1 mmol® de cada
dNTP*, 0,2 umol™ de cada par de primer (H1 e
H2, P1 e P2) e 25 ul da amostra de DNA
(template). As condicbes da PCR envolveram um
passo inicial de 5 minutos a 95°C para a ativagao
da Taq DNA polimerase, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento
a 58°C por 90 segundos e extensdo a 68°C por
dois minutos. O Ultimo passo constituiu de
extensdo final a 68°C por 10 minutos. Os produtos
da PCR (amplicons) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% com tampao
TAE 1X, e marcados com brometo de etidio e

revelados sob luz ultravioleta.
3.7. Imuno-histoquimica

Para a marcacdo por imuno-histoquimica,

fragmentos de intestino grosso foram fixados em

13 Cenbiot, Tag. DNA polymerase, Ludwig
Biotec, Porto Alegre, RS, Brasil.
“INVITROGEN, dNTP set, Carlshad, CA, EUA.

formol tamponado 10% e processados para
inclusdo em parafina. Apds esse procedimento,
foram obtidas sec¢Bes histologicas em [&minas
silanizadas de 3um de espessura. Foi utilizada a
técnica da streptavidina marcada e anticorpo
policlonal especifico para 0 género Brachyspira
sp. na diluigdo de 1:6000. A concentracéo
utilizada foi determinada ap6s a otimizacdo desta
em teste de dilui¢des do anticorpo aplicados em
amostras positivas para o género. O anticorpo
policlonal foi gentilmente cedido pelo professor
Dr. David Barcellos da UFRGS, Porto Alegre,
Brasil. A marcacdo positiva foi detectada pelo
cromégeno AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole)™. O
protocolo da técnica utilizada estd descrita em
detalhes no ANEXO 1. A marcacdo pela imuno-
histoquimica foi caracterizada em positivo quando
observou-se marcacdo em bactérias espiraladas no
tecido, independente da intensidade de marcacéo,

ou negativo quando a marcacao estava ausente.

15 3-Amino-9-ethylcarbazole, cat n° A6926,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA
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Tabela 3- Sequéncia de primers e tamanho dos produtos utilizados para deteccdo de B. hyodysenteriae e B.

pilosicoli.

B. hyodysenteriae

B. pilosicoli

Primers H1 (5°-3)

Sequéncia actaaagatcctgatgtattty — ctaataaacgtctgctge

Peso 354 kb
molecular
Alvo Gene nox

H2 (3-5")

Pl (5°-3") P2 (3°-5")

agaggaaagttttttcgcttc  gcacctatgttaaacgtccttg

823 kb

Segmento 16S do rRNA

3.8. Analise estatistica

Os resultados do isolamento, PCR,
imuno-histoquimica e FISH foram sumarizados
em tabelas 2x2 e comparados entre cada grupo,
utilizando-se o0 método ndo-paramétrico de
McNemar, considerando p<0,05, utilizando o

software BioStat 5.0'°.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Isolamento

Dentre todas as 39 amostras analisadas
foi obtido isolados de Brachyspira sp. em trés
amostras  (7,69%), sendo duas de B.
hyodysenteriae e uma de B. pilosicoli. As espécies
foram confirmadas através da técnica de PCR, ja
gue ndo foi possivel distinguir através dos testes

bioguimicos sugeridos por Fellstrom et al. (1997).

16 BioEstat 5.0, Universidade do Para, Para,
Brasil.

Na andlise estatistica para o grupo da B.
hyodysenteriae, o isolamento foi o teste com
menor capacidade de diagnostico, sendo
estatisticamente diferente dos demais testes, como
demonstrado na tabela 4. Para o grupo da B.
pilosicoli, o isolamento também foi 0 método com
menor eficiéncia de diagnostico, sendo apenas

10% das amostras diagnosticadas como positivas.
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Tabela 4 — Deteccéo de amostras positivas por método avaliado em cada espécie de Brachyspira patogénica.

Método B. hyodysenteriae B. pilosicoli Total
Isolamento (2/29) 6,9%° (1/10) 10% (3/39) 7,69%
PCR (23/29) 79,3%" (5/10) 50% (28/39) 71,8%
FISH (21/29) 72,4%" (7/10) 70% (28/39) 71,8%
IHQ* - - (32/39) 82,0%

Valores seguidos de letras distintas diferem entre si estatisticamente, ao nivel p<0,05 pelo método de

McNemar.

* Deteccdo do género Brachyspira sp., ndo sendo possivel a distingdo entre espécies nas condi¢des deste

estudo.

A PCR e a IHQ foram os métodos com a
maior quantidade de amostras positivas nas duas
técnicas para o grupo da B. hyodysenteriae, com
total de 19 amostras (alta concordancia). Ja a IHQ
e FISH detectaram juntas 17 amostras (baixa
concordancia), e a FISH com a PCR identificaram

15 casos (alta concordancia).

A pequena quantidade de amostras
isoladas nesse estudo corresponde com os relatos
de Hampson e Trott (2006), que citam a
dificuldade de cultivar a bactéria, por necessitar de
meios especificos, longo periodo de incubacéo,
particularmente se a placa inicial do cultivo
apresentar crescimento abundante da flora
contaminante. A sensibilidade do isolamento e
andlises bioquimicas estdo relacionadas com a
guantidade de organismos presentes na amostra,

sendo que o limite de deteccdo no isolamento é de

10° UFC/g para a B. hyodysenteriae e de 10°
UFC/g para a B. pilosicoli (Stege et al., 2000;
Fellstrom et al., 2001). Animais com diarreias
causadas por Brachyspira sp.excretam de 10-10%
UFC/g fezes, permitindo que estes organismos
sejam detectados somente na fase aguda das
doencas quando estdo apresentando este sintoma
(Neef et al., 1994). Ja na fase assintomaética,
excretam  apenas periodicamente niveis
detectdveis nas fezes e, portanto, diminui a
sensibilidade do teste o que dificulta a
identificacdo das espiroquetas patogénicas (Stege
et al., 2000). Embora as amostras utilizadas nesse
estudo apresentassem histérico de diarreia no
rebanho, ndo havia informacBes sob a condigdo
individual das amostras coletadas e submetidas

para analise.
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Os medicamentos  utilizados para
prevenir ou tratar essas doengas, interferem
negativamente na quantidade de organismos
vidveis excretados, ndo sendo suficientemente
detectaveis no cultivo (Haris et al., 2006). Neste
estudo ndo foi considerado o uso de
medicamentos para as analises, pois se intentou
simular situacdes rotineiras de diagndstico e
também, porque as amostras foram analisadas de
forma pareada entre os testes. Portanto, resultados
negativos no cultivo bacteriano devem ser
interpretados de forma cautelosa, para evitar

diagnosticos equivocados.

A divergéncia encontrada entre as
anélises bioquimicas e os testes moleculares para
determinar a espécie pode ser explicada pela
dificuldade em se obter uma colénia isolada de
cada amostra e pela dificuldade em obter
guantidade suficiente em meio sélido para tal
finalidade. O isolamento de mais de uma espécie
de Brachyspira sp. dentro de um rebanho e até em
um mesmo animal é comum causando equivocos
no diagnéstico (Hampson et al., 1997). Rasback et
al. (2006) relatam que a B. pilosicoli e a B.
innocens ndo podem ser diferenciadas pela
aparéncia da col6nia, podendo causar equivocos
na selecdo da coldnia para os teste bioquimicos,
tornando-se  um grande inconveniente do

isolamento.

Alguns autores sugerem a utilizagdo em
conjunto do isolamento e o PCR para determinar

as espécies de Brachyspira sp. em amostras de

fezes, pois, associam a especificidade do teste
molecular a sensibilidade do cultivo devido a
propagacdo prévia da bactéria (Fellstrom e
Gunnarsson, 1995; Fellstrom et al. 1997;
Fellstrom et al., 2001b). Neste estudo, essa
combinacdo de testes foi realizada apenas para
determinar a espécie de Brachyspira sp. isolada
no cultivo bacteriano, ja que a analise bioquimica

nao foi bem sucedida.

4.2. Histopatologia

Na microscopia as principais lesdes
encontradas para o grupo da B. hyodysenteriae,
foram erosdo acentuada do epitélio de
revestimento da mucosa associada a necrose
moderada, focos de hemorragia moderada,
hiperplasia moderada de células caliciformes de
criptas e infiltrado inflamatorio neutrofilico
moderado no ldmen de criptas com acUmulo
acentuado de material basofilico amorfo,
caracterizando o diagndstico morfolégico de
enterite neutrofilica necrohemorragica acentuada
difusa associada a hiperplasia de ceélulas
caliciformes. Estas lesbes estdo de acordo com as
relatadas por Jacobson et al. (2004) e Harris et al.
(2006) (Figura 2a). Para o grupo da B. pilosicoli,
as principais lesbes foram erosdo acentuada do
epitélio associada a hiperplasia acentuada de
células caliciformes, acumulo intenso de muco
com dilatacdo de criptas e presenca de bactérias na
superficie do epitélio, formando a lesdo conhecida
como “falso bordo em escova”. Essas lesdes

também foram descritas por Trott et al. (1996) e
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Duhamel (2001) (Figura 2b). Porém, essas
alteracBes ndo foram evidentes em todos 0s casos,
sendo encontradas em apenas duas dentre as dez
avaliadas. Observou-se que a auséncia dessa leséo
pode ser atribuida a intensa erosdo epitelial que
ocorre em casos mais avancgados, ndo permitindo,

portanto a visualizagdo do falso bordo em escova,

0 que demonstra que o diagnostico
histopatélogico apenas, ndo é suficiente para
diagnosticar nenhuma das Brachyspira sp. e esta

passivel de se confundir com outras formas de

colite.

Figura 2 —a) Corte histoldgico de cdlon de suino acometido por Disenteria Suina. Notar a necrose superficial,
acumulo de exsudato catarral e intensa congestdo da mucosa, H&E, 100x. b) Corte histol6gico de célon de
suino acometido por Colite Espiroquetal. Presenca de bactérias aderidas a mucosa intestinal, formando a leséo

de “falso bordo em escova” (seta). H&E, 400x.
4.3. Reacdo em cadeia da polimerase

Na analise pela PCR, 23 dos 29 casos
definidos como B. hyodysenteriae foram positivos
para esta espécie, e 50% dos casos (5/10) foram
positivos para B. pilosicoli, totalizando 71,7% de
amostras positivas dentre as 39 incluidas no
estudo (Tabela 4). Esses valores demonstram uma
alta eficiéncia de diagndstico, principalmente para
a B. hyodysenteriae. A PCR foi estatisticamente

igual aos métodos de imuno-histoquimica e FISH
no caso de B. hyodysenteriae diferindo apenas do

isolamento.

La et al. (2006), com o desenvolvimento
da PCR multiplex (M-PCR) para os organismos L.
intracellularis, B. pilosicoli e B. hyodysenteriae,
conseguiram aumentar a sensibilidade de

diagndstico desses organismos, com o limite de
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deteccdo de 10° UFC/g de fezes, para qualquer um
desses agentes, demonstrando ser mais sensivel
que o isolamento, o qual possui limite de 10°
UFC/g fezes para a B. hyodysenteriae e de 10°
UFC/g fezes para a B. pilosicoli (Stege, et al.,
2000). Essa afirmacdo corrobora as observacdes
deste estudo que obteve uma maior sensibilidade
para a PCR, superior estatisticamente em relacdo
ao isolamento. Ainda em relacdo a este Ultimo, a
PCR demonstrou-se mais pratica e rapida. No
entanto, é importante ressaltar que para os estudos
de susceptibilidade a antimicrobianos e
identificacdo de novas espécies, 0 isolamento é
fundamental e insubstituivel (Atyeo et al., 1998;
Rasback et al., 2006).

La et al. (2003), compararam a PCR
duplex (D-PCR) aplicados em DNA extraidos de

fezes com DNA extraidos de uma pré-cultura, e
obtiveram uma maior quantidade de deteccdo no
primeiro, e comenta que essa vantagem €é devido
ao método de extracdo de DNA por kit, que possui
uma etapa de retirada de inibidores da PCR. Dessa
forma, a PCR obteve uma maior sensibilidade e
maior rapidez de deteccdo desses agentes,
semelhante a este estudo. Ainda relata que os
custos das duas técnicas sdo compativeis e que a
economia da PCR em relacéo ao isolamento deve-
se a0 menor tempo de manipulacdo e de menor
utilizacdo de componentes laboratoriais. Ademais,
conseguiram boa especificidade desta D-PCR, e
relatam que ndo houve reagdo cruzada entre outras
espécies do mesmo género avaliadas. Neste
estudo, também se observou que a PCR duplex foi
capaz de distinguir de forma eficiente ambas

espiroquetas patogénicas (Figura 3).

9 10 11 12 13 14 Kb

Figura 3 — Gel de agarose 1%, PCR duplex. Kb, marcadores de pesos moleculares de 100pb; 1, controle

positivo de B. hyodysenteriae (354pb); 2, controle positivo para B. pilosicoli (823pb); colunas

3,4,6,8,9,10,11,12, infeccdo por B. hyodysenteriae, coluna 13, infeccdo por B. pilosicoli, coluna 5 e 7

amostras negativas, coluna 14 controle negativo.
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Rasback et al. (2006) fizeram um estudo
comparativo entre o isolamento e a D-PCR para a
B. hyodysenteriae e para a B. pilosicoli. Seus
resultados mostraram que ha diferenca entre os
testes para cada espécie, sendo que o isolamento
foi melhor para a deteccdo de B. hyodysenteriae e
0 D-PCR é melhor para a B. pilosicoli. Em nosso
estudo, a PCR foi superior para deteccdo de ambas
as espécies. A divergéncia encontrada no grupo da
B. hyodysenteriae pode ser atribuida a maior
experiéncia na execucdo do cultivo bacteriano
encontrada nos laboratérios que ja possuem a
técnica otimizada e a possivel interferéncia de
residuos de antimicrobianos nas amostras testadas

€m nosso estudo.

Embora a técnica de PCR tenha
apresentado bons indices de detec¢do, ainda houve
amostras que foram negativas. Segundo Boye et
al. (2001), esses resultados negativos podem ser
atribuidos ao dano ou quantidade insuficiente de
DNA na amostra fecal. Devido a alta sensibilidade
dessa técnica, Ladinig et al. (2009) citam que a
PCR é wuma boa ferramenta em estudos
epidemioldgicos, pois sdo capazes de identificar
animais com infecg¢des sub-clinicas. Em nosso
estudo, todos os animais submetidos a avaliacdo
apresentavam historico de diarreia, o que pode ter
contribuido com a grande quantidade de detecgdo

encontrada.

Gebhart e Primus (2011) citam que a
utilizagdo do PCR duplex para a B.

hyodysenteriae e B. pilosicoli ndo identificaram

mais de 70% das amostras positivas no cultivo de
amostras clinicas, que apresentavam quadro de
diarreia. Em analise filogenética da regido
16SrDNA estas novas espécies ndo foram
compativeis com as espécies ja estabelecidas
atualmente. Estes autores acreditam que ha outras
espécies de Brachyspira sp. patogénicas,
fortemente hemoliticas e associadas com doencas
entéricas e que ainda ndo foram tipificadas, nem
desenvolvido um teste molecular especifico para
estas. Devido ao seu potencial virulento e
caracteristica fortemente hemolitica em &gar
sangue, sugeriram o nome de “novel strongly
hemolytic Brachyspira species— NSH” (novas
espécies de Brachyspira fortemente hemolitica).
Um estudo preliminar e retrospectivo dos casos
indicaram uma alta relacdo entre o envolvimento
dessas especies com a condi¢do de diarreia
sanguinolenta. Devido a essa recente descoberta,
ndo h& nenhum relato deste quadro no Brasil e
nem um teste especifico para detecta-las. Mais
estudos de caracterizacdo  fenotipicas e

moleculares devem ser feitos.
4.4. Hibridizacao fluorescente in situ

O diagnostico de B. hyodysenteriae pela
FISH foi de 72,4% (21/29) dos casos avaliados.
Quando comparada aos demais testes, foi
estatisticamente diferente apenas do isolamento,
apresentando capacidade superior de detecgdo. A
presenca da B. pilosicoli foi identificada em 70%

(7/10) das amostras desse grupo (tabela 4).
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A visualizacdo dos microrganismos no
tecido avaliado foi facilmente detectada devido a
grande distingdo entre a autofluorescéncia do
tecido em relacdo ao sinal de fluorescéncia
emitido pela sonda anelada na bactéria (Figura 4).
A utilizacdo de sondas em bactérias intactas

permite o reconhecimento histolégico e a

informacdo morfoldgica do microrganismo de

forma especifica. Além disso, devido a utilizacdo
de alvos como o rRNA, as sondas somente irdo
permanecer aneladas em bactérias que estavam
vivas no momento da fixacéo, o que demonstra ser
uma grande vantagem da FISH sobre a PCR
(Boye et al., 1998).

Figura 4 — Deteccdo especifica de B. hyodysenteriae em suino com Disenteria Suina, hibridizada com sonda

especifica marcada com Cy3. As bactérias sdo observadas entre as células da mucosa do célon, 1000x (setas).

Embora as bactérias tenham alcancado
limites detectdveis na FISH, houve uma

dificuldade maior em diagnosticar a B. pilosicoli,

utilizando a sonda marcada com Cy3. Essa
dificuldade também foi encontrada por Boye et al.

(1998), que relatam que apesar do sinal das sondas
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serem  detectdveis, as imagens apareciam
“ofuscadas”. Nesse estudo, para evitar equivocos

na leitura da FISH quando utilizada a sonda para

B. pilosicoli, fez-se a troca dos filtros FITC e Cy3,

pois estes sdo especificos para cada sonda e ndo
emitem sinal caso esteja utilizando outro filtro
(Moter e Gobel, 2000) (Figura 5).

Figura 5 - Corte histol6gico de c6lon de suino com Colite Espiroquetal sob microscopia fluorescente, 400x a)

Filtro para fluorocromo FITC sem sinal detectavel. b) Filtro para fluorocromo Cy3 e a visualiza¢do de sinal

forte no limen de cripta e na superficie epitelial (setas).

Boye et al. (1998) ainda relatam que a
sensibilidade da FISH é extremamente alta,
podendo detectar até uma Unica célula, desde que
esta esteja presente no campo de exame
microscépico. Porém, esses autores ndo tiveram
problema em relagdo a quantidade de bactérias
detectadas por campo, embora relatem que a
densidade de B. hyodysenteriae tenha sido
superior a da B. pilosicoli, facilitando a detecgdo
da primeira. Nesse estudo, essa diferenca entre as
densidades também foi notada, porém nédo
impediu o diagndstico da B. pilosicoli. Nesses
casos, € importante que o avaliador tenha

conhecimento sobre as possiveis lesdes das

doengas e da localizagdo das bactérias no tecido

para facilitar a detec¢do do sinal fluorescente.

4.5. Imuno-histoquimica

Dos 29 casos avaliados para o grupo de
B. hyodysenteriae, 79,3% (23/29) apresentaram
marcacdo positiva na técnica de imuno-
histoquimica utilizando anticorpos que detectam o
género, e 90% dos casos (9/10) no grupo de B.
pilosicoli. No entanto, devido & ndo possibilidade
de identificacdo de espécies foram considerados
os valores totais de identificacdo do género em
relacdo ao total de amostras avaliadas. Das 39

amostras, 82% dos casos (32/39) tiveram
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marcacao positiva, sendo o teste com maior indice
de deteccdo dos agentes, embora ndo tenha tido
diferenca estatistica em relagdo a FISH e a PCR
(tabela 4).

Paulovich et al. (2004) fizeram um
estudo comparativo entre a técnica de coloracdo
pela prata e imuno-histoquimica com anticorpo

policlonal, e observaram que a imuno-
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histoquimica obteve maiores indices de deteccdo
da B. pilosicoli, sem a interferéncia de coloragdo
de fundo inespecifica. Neste estudo, a presenca
das espiroquetas foi facilmente visualizada,
demonstrando ser uma técnica sensivel para

ambas Brachyspira sp. patogénicas (Figura 6).
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Figura 6 — Fragmentos de célon de suinos marcados (setas) por imuno-histoquimica utilizando anticorpo
policlonal produzido em coelho (cedido pelo Prof. David Barcellos da UFRGS). Nota-se a marcacdo em
tecido de animal infectado com a) B. pilosicoli, 200x e b) Suino infectado com B. hyodysenteriae, 400x.

Apesar da alta sensibilidade observada na
imuno-histoquimica nesse estudo, 0s anticorpos
especificos para o género ou as espécies de
Brachyspira sp. ndo estdo  disponiveis
comercialmente, impedindo que essa técnica seja
largamente implantada em laboratérios de
diagndstico. Sob essas circunstancias, a FISH
pode ser uma alternativa, ja que a confeccdo de
sondas € altamente disponivel, de facil acesso e

custo razoavel (Ladinig et al., 2008).

Comparando ainda a FISH com a imuno-
histoquimica, a FISH tem a vantagem de ser mais
especifica e sensivel, sem sofrer influéncia da
grande variagdo de sensibilidade e especificidade
entre os kits comerciais disponiveis, além dos
erros de fixacdo e processamento do tecido que
podem levar a resultados equivocados na imuno-
histoquimica, com marcacfes inespecificas ou
falso-negativos. No entanto, a FISH tem a
desvantagem de necessitar de equipamentos

modernos e dispendiosos, como os filtros
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epifluorescentes no microscdpio. Além disto, as
preparacGes ndo sdo permanentes e exige outros
meios de armazenar os resultados, ja& que a
fluorescéncia é limitada ao um curto periodo de
tempo (Sui et al., 2009). Neste trabalho, todos 0s
equipamentos necessarios para o FISH estavam
disponiveis e ndo houve nenhum impedimento,

portanto para se executar a técnica.
5. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que o
isolamento € uma técnica laboriosa e passivel de

resultados falsos-negativos.

A técnica de  imuno-histoquimica
utilizando os anticorpos policlonais usados para
esse estudo, apresentou-se eficiente para detecgédo
de Brachyspira sp. porém ndo permite determinar
a espécie causadora da doenca. J& as técnicas de
PCR e FISH foram capazes de identificar as
espécies, sendo consideradas, portanto
ferramentas Gteis para o diagndstico de rotina das
B. hyodysenteriae e B. pilosicoli em suinos com

diarreias.
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Anexo 1

Protocolo de imuno-histoquimica para
Brachyspira sp.

Nk~

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.

20.
21,
22,

23.
24,

Xilol I - 20 minutos

Xilol I - 20 minutos

Alcool 100% - 2 minutos
Alcool 96% - 2 minutos
Alcool 80% - 2 minutos
Alcool 70% - 2 minutos
Agua destilada

Perdxido de hidrogénio 3% - 5 minutos
(diluir em agua destilada até a
concentragdo de 3%)

Lavar com TBS

. Recuperacdo antigénica: tripsina 0,1%

(diluida em PBS) por 10 minutos a 37°C,
escorrer e deixar a lamina em tampéo
citrato (pH6). Deixar por 2 minutos em
microondas na poténcia maxima,
evitando evaporar. Controlar pingando
TBS quando ferver. Deixar esfriar.
Blogueio de reacdo inespecifica: leite
desnatado 5% (diluir em PBS) por 15
minutos.

Lavar com TBS

Anticorpo primario policlonal: 1/6000

diluido em PBS por 45 minutos em 37°C.

Lavar com TBS

Anticorpo secundario, 2 minutos em
temperatura ambiente

Lavar com TBS

Streptoavidina, por 20 minutos em
temperatura ambiente

Lavar com TBS

Solugéo AEC, em cdmara Umida por 10
minutos em temperatura ambiente.
Agua destilada 5 minutos

Agua torneira 5 minutos

Hematoxilina de Mayer, por até um
minuto

Agua corrente 5/10 minutos

Montagem da ldamina com meio aquoso,
(Faramount)

Tampéo Citrato

um litro de &gua destilada

2,1 gramas de acido citrico
ajustar pH para 6.0 com NaOH 0,5%.

TBS

um litro de agua destilada

1,3 gramas de Tris base (Sigma T-1503)
8,7 gramas de NaCl

6,0 gramas de Tris HCI (Sigma T-3253)
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