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RESUMO 

Esta tese foi dividida em dois estudos. Primeiro objetivou-se a tipificação e avaliação 

molecular de cepas de Brachyspira hyodysenteriae isoladas de suínos no Brasil. Foi aplicada a 

técnica de tipagem de sequências multilocus (MLST) de sete genes housekeeping em 46 

isolados obtidos dos surtos de disenteria suína que ocorreram entre 2011 a 2015 nos estados de 

Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Santa Catarina e isolados 

históricos da década de 90 de granjas do Rio Grande do Sul. Foi detectado um perfil nacional 

independente das sequencias globais depositadas no banco de dados de Brachyspira spp. Na 

análise entre as amostras brasileiras, foi constatada relação epidemiológica molecular intra-

granja, entre granjas e entre os estados. O segundo projeto teve como objetivo, em experimento 

in vivo em suínos, avaliar a patogenicidade, características clínicas e moleculares de uma cepa 

de B. hyodysenteriae isolada de uma granja sem sinais clínicos de disenteria suína comparada 

com outra cepa isolada de animal com sinal clínico da doença. Nesta avaliação foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos, considerando o início dos sinais clínicos, 

número de animais afetados e severidade das lesões macroscópicas e microscópicas. 

Palavras-Chave: Epidemiologia, diarreia, B. hyodysenteriae atípica, patogênese.   
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ABSTRACT 

This thesis comprised the results of two studies. First, molecular typing and 

epidemiological evaluation of strains of Brachyspira hyodysenteriae isolated from swine in 

Brazil were performed. Multilocus Sequence Typing (MLST) analysis of seven housekeeping 

genes was performed in 46 Brazilian B. hyodysenteriae isolates obtained from pigs in farms 

during outbreaks of swine dysentery. Bacterial isolation was obtained between 2011 to 2015 in 

cases originated from the states of Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul 

and Santa Catarina, and historical 1990s isolates from farms in the state Rio Grande do Sul. An 

independent MLST Brazilian MLST profile was observed compared with sequences deposited 

in the global Brachyspira spp database. Among the Brazilian strains, molecular relationship was 

observed in intra-farm profiles, among farms and among states. The second project used an in 

vivo challenge trial in pigs to evaluate the pathogenicity, clinical and molecular characteristics 

of a B. hyodysenteriae strain isolated from a pig with no clinical signs of swine dysentery, and a 

strain obtained from an animal with typical clinical signs of the disease. Significant differences 

were observed between groups, regarding onset of clinical signs, proportion ofclinically affected 

animals and severity of gross and microscopic lesions. 

Key-words: Epidemiology, diarrhea, atypical B. hyodysenteriae, pathogenesis. 
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INTRODUÇÃO 

Doenças do trato gastrointestinal que afetam os suínos entre as fases neonatais e 

terminação continuam sendo um dos maiores fatores que limitam a eficiência e rentabilidade da 

produção de suínos em todo o mundo (Thomson & Friendship, 2012). 

A disenteria suína, causada pela B. hyodysenteriae, está entre os principais agentes 

causadores de diarreia em suínos de recria e terminação. Possui distribuição mundial, ocorrendo 

nas regiões com maior densidade de sistemas de produção (Hampson, 2012). A doença é 

caracterizada por diarreia muco-hemorrágica, ocasionalmente com fibrina, associada à anorexia 

e ocorrência de mortalidades em poucos dias após o início dos sinais clínicos em animais não 

tratados (Guedes, 2005). 

Informações epidemiológicas são importantes para entender aspectos relacionados à 

distribuição e transmissão das doenças. Neste sentido, estudos moleculares têm sido 

empregados por apresentar maior poder discriminatório entre diferentes amostras e facilidade de 

acesso para análise de dados. Apesar das informações para o gênero Brachyspira serem 

limitadas a nível global, das diversas regiões produtoras de suínos, resultados importantes têm 

sido gerados para esclarecer a dinâmica da infecção. 

Há descrições isoladas de cepas de B. hyodysenteriae de baixa patogenicidade que tem 

capacidade de colonização, porém não induzem doença clínica. Recentemente, têm sido 

relatados isolados de B. hyodysenteriae obtidos de granjas sem quadro clínico de disenteria 

suína (La et al., 2016). Porém, estudos são necessários para avaliar a patogenicidade dessas 

cepas, principalmente em experimentos in vivo. 

Este é o primeiro trabalho brasileiro avaliando aspectos epidemiológicos de B. 

hyodysenteriae isoladas de suínos. Durante os surtos que ocorreram no Brasil, foi obtida uma 

amostra de B. hyodysenteriae de um rebanho sem sinais clínicos da doença, sendo então 

realizada inoculação experimental em suínos com esta cepa, comparado com um isolado obtido 

de um animal com sinal de disenteria suína. 

 

 

OBJETIVOS 

Os objetivos   desse   trabalho   foram avaliar a diversidade genética e relações 

epidemiológicas entre Brachyspira hyodysenteriae isoladas de suínos no Brasil e determinar em 

experimento in vivo a patogenicidade de uma cepa de B. hyodysenteriae isolada de um rebanho 

sem sinais clínicos de disenteria suína. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Brachyspira spp. 

O gênero Brachyspira é composto por espiroquetas intestinais anaeróbicas que 

colonizam o intestino grosso. Em suínos, as principais espécies patogênicas são B. 

hyodysenteriae, B. pilosicoli e B. hampsonii (Stanton et al., 1997; Taylor & Trott, 1997; 

Hampson et al., 2010; Chander et al., 2012). Além das espécies anteriormente citadas, podem 

ser encontradas no trato gastrointestinal dos animais e seres humanos as espécies B. intermedia, 

B. innocens, B. murdochii, B. suanatina, B. alvinipulli e B. aalborgi. Com exceção das duas 

últimas, as demais podem ser encontradas no intestino de suínos (Stanton, 2006; Rasback et al., 

2007). Na tabela 1, são apresentadas características de hemólise, reações bioquímicas e 

utilização de açúcares das principais Brachyspira spp. encontradas em suínos. 

 

Tabela 1. Diferenciação das espécies de Brachyspira que infectam suínos pelos padrões de hemólise em 

ágar tripticase de soja (TSA) suplementado com sangue, reações bioquímicas e utilização de açúcares 

(Adaptado de Hampson, 2012b e Chander et al., 2012). 

Espécie Hemólise Indol Hipurato API-ZYM
d
 D-ribose 

B. hyodysenteriae Forte +
a
 - 1 - 

B. intermedia Fraca + - 1 - 

B. innocens Fraca - - 2 - 

B. murdochii Fraca - - 3 - 

B. pilosicoli Fraca +
a
 +

c
 4 + 

B. suanatina Forte +
b
 - 5 - 

B. hampsonii Forte - - 3  

a
 São descritos isolados Indol-negativas de B. hyodysenteriae e estirpes indol positivas de B. pilosicoli. 

b
 Indol-positiva fraca. 

c 
São descritos isolados de B. pilosicoli Hipurato-negativas.

 

d
 Reações no teste comercial API-ZYM: 

1, alfa-glucosidase positiva, alfa-galactosidase negativa. 

2, alfa-glucosidase positiva ou negativa, alfa-galactosidase positiva. 

3, alfa-glucosidase negativa, alfa-galactosidase negativa. 

4, reações variáveis, incluindo reações positivas para ambas as enzimas, beta-glucosidase negativa. 

5, alfa-galactosidase negativa, beta-glucosidase positiva. 

+, Reação positiva; -, reação negativa. 
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B. hyodysenteriae é uma bactéria Gram-negativa, móvel, morfologia espiralada, 6-8,5 

µm de comprimento, 320-380 nm de diâmetro, anaeróbia estrita, com grau de tolerância ao 

oxigênio de até 1%, beta hemolítica em ágar sangue, produção de indol positiva e hidrólise do 

hipurato negativa (Fellstrom et al., 1997; Hampson et al., 2010).  

B. hyodysenteriae é o agente etiológico da disenteria suína (DS), caracterizada por 

diarreia muco-hemorrágica grave em suínos nas fases de crescimento e terminação (Hampson et 

al., 2010). B. pilosicoli coloniza o intestino de diversas espécies, como suínos, aves, caninos e 

humanos. Em suínos é o agente etiológico da colite espiroquetal, caracterizada por atraso no 

crescimento, colite moderada e diarreia, principalmente em suínos da fase de crescimento 

(Hampson et al., 2010). B. hampsonii foi descrita mais recentemente, com características 

clinico-patológicas semelhantes à DS (Chander et al., 2012). B. suanatina foi identificada na 

Dinamarca e Suécia entre os anos de 2003 e 2005, com quadro clínico-patológico idêntico ao da 

B. hyodysenteriae (Råsbäck et al., 2007). B. intermedia, B. innocens e B. murdochii não foram 

associadas a quadros clínico-patológicos de diarreia em suínos (Hampson, 2012b).  

 

Infecções experimentais para avaliação da doença 

O desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante na medida em que 

estes auxiliam na compreensão dos fenômenos naturais (Ferreira et al., 2005). Na ciência 

médica permitem o melhor conhecimento da fisiologia, etiopatogenia das doenças, ação de 

medicamentos e resposta imune (Berberov et al., 2004; Bhandari et al., 2008; Capozzalo et al., 

2012; Delisle et al., 2012). Nesse sentido, o modelo experimental deve ser, funcionalmente, o 

mais semelhante possível do evento natural (Hochman et al., 2004). 

Em suínos, infecções experimentais têm sido realizadas principalmente para determinar 

quais as melhores condições para avaliar a presença de fatores de virulência na patogênese das 

doenças (Berberov et al., 2004), genes de virulência na patogenicidade de cepas (Moxley et al., 

1998; Zhou et al., 2013), reproduzir a doença em experimentos in vivo (Nabuurs, 1998; 

Jacobson et al., 2004; Rossi et al., 2012; Arruda et al., 2013), avaliação da eficácia de vacinas 

(Li et al., 2009; Delisle et al., 2012; Nogueira et al., 2013), avaliar parâmetros de transmissão do 

agente (Geenen, 2004) e uso de diversos princípios ativos e aditivos para controle e prevenção 

de enfermidades (Bhandari et al., 2008; Bruins et al., 2011; Capozzalo et al., 2012). 

A DS clínica foi reproduzida experimentalmente pela primeira vez na década de 1920, 

porém o agente etiológico da doença não foi definido. Acreditava-se que a enfermidade 

estivesse relacionada à infecção por Campylobacter coli (Whiting et al., 1921). Somente em 

1971 a etiologia foi elucidada, quando animais foram inoculados com B. hyodysenteriae, e o 

postulado de Koch foi preenchido (Taylor et al., 1971). Sendo o microrganismo primeiramente 

denominado Treponema hyodysenteriae (Harris et al., 1972), após Serpula (Stanton et al., 1991) 

e Serpulina (Stanton et al., 1992). A classificação atual como Brachyspira foi baseada em 

métodos moleculares realizados por Ochiachi et al. (1997). 

Como a patogênese da DS ainda não é totalmente elucidada e devido à natureza 

multifatorial, tem sido difícil determinar modelos de infecção experimental para reproduzir a 
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doença (Jacobson et al., 2004). Os principais fatores relatados na indução da DS em infecções 

experimentais incluem, a concentração da espiroqueta no inóculo, ação de outros 

microrganismos intestinais e composição da dieta.  

Embora a dose mínima infectante em infecções naturais seja desconhecida, e os 

modelos experimentais e protocolos de inoculação variem, um inóculo contendo pelo menos 10
5
 

unidades formadoras de colônias (UFC) é frequentemente utilizado para infecção e 

desencadeamento dos sinais clínicos e lesões da DS (Kinyon et al., 1977; Burrough et al., 

2012a; Rubin et al., 2013; Costa et al., 2014b). A fase de crescimento da cultura também pode 

influenciar na infecção, sendo o inóculo na fase log o mais infeccioso (Hampson et al., 2012b). 

A colonização da espiroqueta depende de outras espécies de bactérias anaeróbias no 

intestino grosso, as quais contribuem para formação de lesões e desencadeamento da doença. O 

envolvimento de outros microrganismos na patogênese foi constatado quando a inoculação 

somente da B. hyodysenteriae em animais gnotobióticos não reproduziu sinais clínicos (Meyer 

et al., 1974a; Harris et al., 1978), diferente da utilização de raspado de mucosa intestinal de 

animais clinicamente afetados pela DS como inóculo, que comprovaram a necessidade de outras 

espécies bacterianas na patogênese e severidade da doença (Meyer et al., 1974b; Mølbak et al., 

2007). Estudos mais recentes têm avaliado o microbioma intestinal, e são observados que a 

microbiota fecal de suínos que desenvolvem DS após inoculação com B. hampsonii, quando 

comparados animais não inoculados e inoculados que não desenvolvem doença, é 

significativamente alterada com a redução da densidade bacteriana e um aumento relativo de 

Firmicutes em relação aos Bacteroidetes (Costa et al., 2014a). 

Relacionado à composição da dieta, Jacobson et al. (2004), avaliando diferentes fatores 

na indução de DS, constataram que níveis elevados de proteína de soja na ração e o alojamento 

de animais em grupos influenciaram a ocorrência de doença clínica em relação aos animais 

alojados individualmente. Este fato ocorre, pois, alguns substratos das dietas podem aumentar a 

fermentação microbiana e produção de ácidos graxos voláteis no intestino grosso, o que 

predispõe a disenteria (Siba et al., 1996). 

Modelos experimentais com Brachyspira spp. in vivo têm sido realizados em ratos 

(Hutto et al., 1998; Burrough et al., 2012a) e em maior frequência em suínos (Achacha et al., 

1996; Rubin et al., 2013; Costa et al., 2014b; Šperling et al., 2014; Wilberts et al., 2014a). Os 

estudos têm relatado avaliações clínicas e patológicas de cepas virulentas (Wilcock & Olander, 

1979; Hutto et al., 1998), cepas atípicas (Achacha et al., 1996; Burrough et al., 2012), análises 

clínicas e patológicas de novas espécies (Rubin et al., 2013; Costa et al., 2014b; Wilberts et al., 

2014a), avaliação de princípios ativos para tratamento da doença (Šperling et al., 2014), além de 

fatores relacionados no desencadeamento da enfermidade (Wilberts et al., 2014b). 

 

Disenteria Suína 

A DS está entre as principais causas de diarreia em suínos de recria e terminação 

(Taylor & Alexander, 1971; Taylor et al., 1980). Além da B. hyodysenteriae, nos últimos anos, 

duas espécies do gênero Brachyspira foram descritas e caracterizadas também como agentes 

primários de DS.  
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A primeira caracterização foi realizada com B. suanatina, isolada de suínos e patos 

selvagens, com características fenotípicas e clínicas semelhantes as observadas pela B. 

hyodysenteriae, porém geneticamente distinta. Sendo essa espécie com menor distribuição 

geográfica, com relatos até o momento, na Suécia e Dinamarca (Råsbäck et al., 2007; Mushtaq 

et al., 2015). 

Em 2012 a espiroqueta denominada B. hampsonii, com características de forte hemólise 

em ágar sangue e alta patogenicidade, foi inicialmente descrita na América do Norte e tem sido 

detectada em surtos de doença clínica semelhante à DS em rebanhos dos Estados Unidos da 

América, Canadá, Bélgica, Alemanha e República Checa (Chander et al., 2012; Harding et al., 

2012; Mahu et al., 2014; Rohde et al., 2014). Inoculações experimentais em suínos com esta 

nova espécie foram realizadas e sinais clínicos e lesões foram idênticos aos causados pela B. 

hyodysenteriae (Rubin et al., 2013; Costa et al., 2014b). Inicialmente, essa espécie foi dividida 

em clades I e II (Chander et al., 2012). Entretanto, em análises genéticas mais recentes, 

utilizando a tipagem do genoma desta espécie foi realizada a classificação em genomovares I, II 

e III (Mirajkar et al., 2016). 

 

Aspectos epidemiológicos 

Suínos de todas as idades são susceptíveis a infecção por B. hyodysenteriae, sendo mais 

comum em animais de recria e terminação (Hampson et al., 2006). Nos surtos de DS, a 

morbidade em leitões desmamados pode atingir 90% e a mortalidade pode ser de 30% 

(Hampson, 2012b).  

B. hyodysenteriae coloniza naturalmente suínos (incluindo javalis) e, ocasionalmente, 

algumas espécies de aves. Em granjas infectadas, tem sido detectada de camundongos, ratos, 

cães e aves (Hampson, 2012b). B. hampsonii e B. suanatina foram isoladas de suínos e também 

de aves selvagens. Esta última, de extrema importância na disseminação por vetores biológicos 

a longas distâncias, como observado em cepas de B. hampsonii obtidas em diferentes 

continentes e com homologia comprovada por testes moleculares nas amotras isoladas de suínos 

e aves migratórias (Råsbäck et al., 2007; Martínez-Lobo et al., 2013; Mahu et al., 2014; 

Mushtaq et al., 2015; Mirajkar et al., 2015; Aller-Morán et al., 2016). 

A doença possui distribuição mundial, ocorrendo nas principais regiões criadoras de 

suínos (Muniappa et al., 1997; Boye et al., 1998; Thomson et al., 1998; Calderaro et al., 2001). 

Mudanças de manejo nos sistemas de produção, com granjas de alto status sanitário, produção 

em sítios separados, desmame precoce e medidas de biosseguridade fizeram com que nos 

últimos 20 anos a doença tenha ficado ausente nos rebanhos suínos Norte-americanos. Porém, 

desde 2008, vários casos foram relatados nos Estados Unidos, Canadá (Chander et al., 2012) e 

nos continentes europeu (Dors et al., 2015; Löbert et al., 2016) e asiático (Kajiwara et al., 2016).  

No Brasil desde 2010 foram relatados pelo menos dezoito surtos de DS, fato 

preocupante e de grande importância, dado o histórico anterior ligado apenas a casos 

esporádicos de baixo impacto econômico. Foram diagnosticados, entre o início de 2010 e julho 
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de 2012, surtos isolados nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, São Paulo, Paraná e Santa 

Catarina, sem nenhuma ligação epidemiológica direta entre eles (Daniel et al., 2013a).  

Em agosto de 2012, ocorreram introdução da doença em grandes empresas integradoras 

do oeste Catarinense com disseminação da doença por toda cadeia de produção dessas 

empresas, em diferentes estados (Daniel et al., 2013b). Importante mencionar as diferenças 

epidemiológicas dos surtos em Santa Catarina e os demais. Os relatos no Paraná, Mato Grosso, 

São Paulo e Minas Gerais foram detectados isoladamente em 2010 e 2011. Entretanto, os surtos 

de agosto de 2012 parecem estar relacionados à infecção de uma granja multiplicadora 

terceirizada de Santa Catarina, que forneceu fêmeas de reposição clinicamente sadias, mas 

infectadas, para várias Unidades de Produção de Leitões (UPLs) de diferentes empresas de 

integração (Guedes e Daniel, 2013). Grandes regiões produtoras de suínos do país, 

particularmente da região sul, apresentaram casos confirmados de DS. Nos anos subsequentes, a 

maioria dessas empresas integradoras realizaram programas de erradicação por despovoamento 

parcial e medicação, quase eliminando a positividade nos rebanhos de reprodução. Entretanto, 

alguns focos no oeste catarinense e paranaense, em São Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do 

Sul permanecem, principalmente em granjas de ciclo completo ou unidades de recria e 

terminação (informação pessoal, Roberto Guedes). 

 

Patogênese 

Apesar da patogênese complexa e pouco conhecida da DS, principalmente pelo fato da 

infecção ser multifatorial (Guedes & Barcellos, 2012a), fatores de virulência que têm sido 

descritos para B. hyodysenteriae incluem, quimiotaxia, motilidade, aderência, produção de 

hemolisina e atividade endotóxica de lipooligossacarídeo (LOS) (Hampson et al., 2010). 

 A infecção ocorre pela ingestão de material contaminado com a espiroqueta, 

principalmente fezes de suínos doentes, e a presença de muco nas fezes disentéricas protegem o 

agente da acidez estomacal (Guedes & Barcellos, 2012a). A bactéria apresenta quimiotaxia por 

mucina (Milner & Sellwood, 1994) e na análise da sequência do genoma bacteriano foram 

identificados diversos genes associados com quimiotaxia e motilidade (Bellgard et al., 2009). 

Sendo assim, uma vez estabelecida, a bactéria coloniza o ceco e cólon, na base das criptas de 

Liberkuhn, invadindo células caliciformes onde há multiplicação e estímulo de produção de 

muco, os quais recobrem o epitélio e estão presentes nas fezes. A motilidade em "saca-rolhas" é 

proporcionada através da atividade dos flagelos periplasmáticos (Hampson et al., 2010) e a 

importância da motilidade foi demonstrada pelo fato de que mutantes dos genes flaA e flaB 

sintetizados experimentalmente, reduziram a mobilidade e a colonização do microrganismo 

(Kennedy et al., 1997). 

 A atividade da NADH oxidase é importante na colonização da superfície da mucosa, 

uma vez que a enzima consome oxigênio, reduzindo o potencial de toxicidade do mesmo 

(Hampson et al., 2010). Foi demonstrado que mutantes NADH oxidase negativos apresentaram 

reduzida capacidade de colonizar os suínos (Stanton et al., 1999).  
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Além disso, a produção de hemolisinas é considerada um dos principais fatores de 

virulência (Hsu et al., 2001) e com frequência a característica laboratorial fenotípica é 

empregada para determinar o potencial patogênico de isolados (Burrough et al., 2012b). 

Bellgard et al. (2009) no sequenciamento do genoma da bactéria, identificaram sete potenciais 

genes de hemolisinas, incluindo quatro já descritos anteriormente. A confirmação da ação de 

alguns genes na ocorrência da doença é relatada em experimentos in vivo com camundongos e 

suínos (ter Huurne et al., 1992; Hyatt et al., 1994). Porém, apesar dos estudos acima descritos, a 

atividade patogênica de cada hemolisina ainda não foi elucidada (Burrough, 2016). 

 O agente pode ser visualizado ocasionalmente no interior de células epiteliais e na 

lâmina própria nas áreas afetadas. Acredita-se que as lesões, além da ação das hemolisinas, 

sejam produzidas por LOS presentes na superfície bacteriana, que possuem propriedades 

semelhantes aos lipopolissacarídeos (LPS) de superfície de outras bactérias Gram-negativas 

(Guedes & Barcellos, 2012a; Hampson, 2012). Em animais infectados há o aumento no número 

de células TCD4+ na mucosa, que também podem contribuir para o desenvolvimento da lesão 

por um processo imuno-patogênico (Hontecillas et al., 2005). Essas substâncias tóxicas 

aparentemente rompem as junções celulares (Guedes & Barcellos, 2012a), formando lesões no 

epitélio intestinal predispondo a colonização por outras bactérias ou protozoários, como 

Balantidium coli, com a formação de extensas placas fibrinosas multifocais ou multifocais a 

coalescentes nos casos crônicos (Hampson et al., 2010; Hampson, 2012). 

 Com a evolução da doença, há aumento do muco produzido, associado ao processo 

inflamatório com infiltração leucocitária e graves alterações circulatórias locais como, intensa 

dilatação dos capilares, edema da mucosa e, por último, hemorragia e necrose superficial na 

mucosa com formação de fibrina (Guedes & Barcellos, 2012a). Como consequência das lesões, 

há falha na absorção de água e eletrólitos, contribuindo para a ocorrência de diarreia (Hampson 

et al., 2010). Os focos de inflamação podem persistir por 40 a 50 dias após a recuperação clínica 

e a mucosa pode permanecer infectada (Guedes & Barcellos, 2012a). Espiroquetas são 

encontradas nas fezes entre um a quatro dias antes do início da diarreia (Kinyon et al., 1977), 

concomitante a alteração na microbiota do cólon, de predomínio de bactérias Gram-negativas 

em relação à Gram-positivas (Hampson, 2012). 

 A diarreia na DS é caracterizada como má absortiva devido às lesões na mucosa 

intestinal que reduzem a absorção de eletrólitos e água; e também do tipo efusiva devido à 

inflamação da lâmina própria e linfangectasia (dilatação de vasos linfáticos), aumentando a 

permeabilidade vascular, edema e perda de proteínas plasmáticas entéricas. Diarreia associada 

aos dois tipos comumente ocorrem em conjunto, quando há necrose severa do epitélio da 

mucosa e dano vascular, caracterizadas por efusões de fluidos a partir de tecidos e sangue, 

identificados como fibrina e hemorragia na luz intestinal (Zlotowski et al., 2008). 

Existem descrições isoladas de cepas de B. hyodysenteriae de baixa patogenicidade que 

tem capacidade de colonização, porém não induzem doença clínica (Lysons et al., 1982; Lee et 

al., 1993; Thomson et al., 2001). Trabalhos têm sido realizados com a finalidade de esclarecer a 

patogênese dessas cepas, incluindo avaliações dos fatores de virulência e apresentação clínica 

(Achacha et al., 1996; Burrough et al., 2012; Mahu et al., 2016). No trabalho de Daniel (2014), 
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há o primeiro relato brasileiro dessas cepas, que apresentaram características de forte beta 

hemólise em ágar sangue, PCR positivas para B. hyodysenteriae e tendo sido isoladas de 

animais sem lesões macroscópicas aparentes, provenientes de rebanho livre de qualquer 

apresentação clínica sugestiva de DS. À avaliação microscópica foi identificada apenas necrose 

superficial focal discreta associada a hiperplasia de células caliciformes discreta.  

 

Aspectos clínicos e patológicos 

A DS é caracterizada por diarreia muco-hemorrágica, ocasionalmente com fibrina, 

associada à anorexia e morte em poucos dias após o início dos sinais clínicos em animais não 

tratados (Guedes, 2005). Em experimentos in vivo, os inícios dos sinais clínicos são observados 

7 a 10 dias após a inoculação, com morbidade de 90% ou mais após três semanas de avaliação 

(Wilcock et al., 1979; Rubin et al., 2013). O período de incubação da DS varia de 2 dias a 3 

meses, mas a doença ocorre geralmente dentro de 10 a 14 dias em animais naturalmente 

infectados (Hampson, 2012b). Com o progresso da doença, os animais podem apresentar 

desidratação, acidose metabólica e hipercalemia, com mortalidade nos casos severos (Hampson, 

2012b). 

As lesões macroscópicas e microscópicas da DS estão limitadas ao intestino grosso, 

com linha de demarcação quase sempre evidente na junção íleo-cecal. À macroscopia, são 

observadas enterite muco-hemorrágica ou fibrino-hemorrágica e focos de necrose superficial, 

formando uma pseudomembrana. Na fase aguda da doença são observadas hiperemia acentuada 

da mucosa, edema de mesocólon, linfonodos mesentéricos reativos e aumentados. Em lesões 

crônicas geralmente é observado exsudato fibrinoso superficial associado à necrose acentuada 

(Hampson et al., 2006). O conteúdo intestinal apresenta-se variando de amolecido a líquido, 

avermelhado e com grande quantidade de exsudato e muco (Jacobson et al., 2004; Hampson et 

al., 2006). 

Lesões microscópicas incluem espessamento de mucosa e submucosa devido à 

congestão vascular e extravasamento de fluídos, hiperplasia de células caliciformes, perda de 

coesão entre os enterócitos do cólon, hemorragia, infiltrado inflamatório neutrofílico acentuado 

na lâmina própria, associado à necrose e desprendimento do epitélio. Espiroquetas podem ser 

observadas ligadas à superfície do lúmen e no interior das células epiteliais rompidas 

(Hampson, 2012b). 

 

Diagnóstico 

Dados clínicos, alterações macroscópicas e achados histológicos são importantes para o 

estabelecimento do diagnóstico das doenças causadas por Brachyspira spp. (Barcellos et al., 

2000). O isolamento, quando comparado com outras técnicas de detecção, é considerado padrão 

ouro no diagnóstico de B. hyodysenteriae (Råsbäck et al., 2006). Porém, as bactérias do gênero 

Brachyspira possuem crescimento fastidioso à 37
o
 – 42ºC, necessitam de meios seletivos e 

incubação em anaerobiose (Lemcke et al., 1979). Em geral, as colônias podem ser visualizadas a 
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partir de 72 horas, mas em determinados casos, pode ser necessária a incubação por até 10 dias 

em meios seletivos (Duhamel & Joens, 1994).  

A evidenciação de Brachyspira spp. em corte histológico pode ser realizada por 

coloração pela prata, imuno-histoquímica e/ou hibridização in situ fluorescente (FISH - 

Fluorescent in situ hibridization). A coloração pela prata é uma técnica que permite a 

visualização da morfologia da bactéria indicando tratar-se de uma espiroqueta. A imuno-

histoquímica permite a detecção do gênero Brachyspira, sem diferenciação entre espécies 

patogênicas ou não patogênicas (Paulovich et al., 2004; Hampson et al., 2006). A técnica FISH 

é uma alternativa efetiva para detecção específica e definitiva de agentes infecciosos em cortes 

histológicos. Nesta metodologia, sondas específicas marcadas com fluorocromo são utilizadas 

para identificação de diferentes espécies de Brachyspira (Jensen et al, 1998 e 2000). 

Técnicas baseadas na análise do ácido nucléico facilitaram e dinamizaram o diagnóstico 

das infecções por Brachyspira spp., principalmente no diagnóstico ante mortem. Reação em 

cadeia da polimerase (PCR) específica para segmentos dos genes do RNA ribossomal 16S ou 

23S (16S rRNA e 23S rRNA) e NAD oxidase (Nox) vem sendo amplamente utilizada no 

diagnóstico da DS (Elder et al., 1994; La et al., 2006; Phillips et al., 2009). Stanton & Sellwood 

(1999), sequenciando o gene Nox de cepas de B. hyodysenteriae de diferentes hospedeiros e de 

diferentes localizações geográficas, constataram que todas as sequências eram idênticas, sendo o 

gene altamente conservado dentro da espécie. De acordo com estudo de Barth et al. (2012), 

devido à grande variabilidade genética entre as cepas, o único alvo molecular confiável para 

diagnóstico em PCR seria o gene Nox para a B. hyodysenteriae. Já a espectrometria de massa 

por tempo de vôo com ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) é 

descrita como uma ferramenta útil para a identificação de várias espécies bacterianas, incluindo 

Brachyspira spp. (Calderaro et al., 2013). 

A identificação e classificação de rotina do agente é normalmente baseada em cultivo e 

testes bioquímicos, muitas vezes confirmados por testes moleculares, como a PCR, definindo a 

espécie dentro do gênero Brachyspira (Lee et al., 1993; Fellstrom et al., 1997). Essas técnicas 

formam uma combinação confiável para diagnosticar animais com infecções clínicas e 

subclinicas (Råsbäck et al., 2007; La et al., 2016a, b).  

Testes sorológicos foram realizados para identificação de rebanhos com DS, porém não 

há kits comerciais que possam ser empregados. Baseado nos lipooligossacarideos (LOS), B. 

hyodysenteriae é dividida em nove sorotipos distribuidos amplamente em diversas regiões 

geográficas. A variação genética e as diferenças significativas nas proteínas antigénicas são 

limitações significativas para o desenvolvimento de um teste sorológico globalmente aplicável 

(Herbst et al., 2017). Estudos recentes usando proteínas recombinantes têm sido realizados para 

desenvolver um teste sorológico que seria uma ferramenta importante para detectar rebanhos 

positivos de B. hyodysenteriae sem sinais clínicos de DS (Song et al., 2015; Hampson et al., 

2016). 
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Tipificação 

A identificação e a caracterização de microrganismos patogênicos são essenciais para 

controle e entendimento da dinâmica das doenças infecciosas (MacCannell, 2013). A avaliação 

das relações entre os isolados por ancestralidade é importante para determinar a origem, 

possíveis rotas de transmissão, confirmar ou descartar surtos, avaliar infecção cruzada entre 

patógenos associados, reconhecer cepas particularmente virulentas e avaliar a eficácia de 

medidas de controle (Tenover et al., 1997; MacCannell, 2013). 

As técnicas moleculares de diagnóstico são consideradas testes rápidos, menos 

trabalhosos, mais sensíveis e específicos em comparação com métodos convencionais, além de 

permitir a avaliação da diversidade genética dos microrganismos (Ranjbar et al., 2014). Os 

métodos de genotipagem bacteriana podem ser classificados em três categorias principais: 

baseado nos padrões de bandas de DNA; pelo sequenciamento de DNA; e baseados em 

hibridização do DNA (Li et al., 2009a). 

Para o gênero Brachyspira, técnicas utilizadas para tipificação incluem métodos 

comparativos de padrões de bandas e sequenciamento do DNA. A caracterização com métodos 

baseados em padrão de bandas de DNA é realizada com a análise de bandas/fragmentos de 

DNA obtidos através da digestão com enzimas de restrição e/ou amplificação do DNA (Li et al., 

2009a). Para B. hyodysenteriae já foram empregadas a análise com endonuclease de restrição 

(REA – Restriction endonuclease analysis), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso 

(RAPD – Random Amplified Polymorphic DNA), eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE 

– Pulsed-field Gel Electrophoresis), polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restrição 

(RFLP – Restriction Fragment Polymorphism) e eletroforese enzimática multilocus (MLEE – 

Multilocus enzyme electrophoresis) (Combs et al., 1992; Lee et al., 1993; Harel et al., 1994; 

Dugourd et al., 1996; Trott et al., 1996; Fisher et al., 1997; Hidalgo et al., 2010). 

Métodos baseados no sequenciamento do DNA permitem o estudo de exclusão, inserção 

e eventos de duplicação que ocorrem amplamente em genomas bacterianos e são considerados 

como mecanismos evolutivos importantes, sendo possível identificar polimorfismos de base 

única, deleções ou inserções na sequência e genes sob seleção positiva (Li et al., 2009). São 

descritas na caracterização de Brachyspira spp. a análise em multilocus das repetições em 

tandem de número variável (MLVA – Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat 

Analysis), tipagem de sequências de múltiplos locus gênicos (MLST – Multilocus Sequence 

Typing) e sequenciamento do genoma completo (Råsbäck et al., 2007; Belgard et al., 2009; La 

et al., 2009; Hidalgo et al., 2010; Phillips et al., 2010; Osorio et al., 2012; Neo et al., 2013; 

Mirajkar & Gebhart, 2014). 

As vantagens do sequenciamento em relação aos métodos baseados em padrões de 

bandas de DNA são a elevada reprodutibilidade e repetibilidade (Pérez-Losada et al., 2013; 

Foxman et al., 2005). Técnicas baseadas em padrões de bandas, possuem desvantagens como o 

tempo e a metodologia trabalhosa, problemas com a resolução e interpretação dos resultados, 

ausência de análise de imagens em gel normatizados, requerem softwares especializados, 

procedimentos e normas para uma análise consistente, com treinamento e controle de qualidade 
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rigorosos (MacCannell, 2013). Considerando o custo da técnica, interpretação dos resultados e 

confiabilidade dos dados, atualmente, a técnica de MLST tem sido a metodologia de escolha 

para análise de ancestralidade para Brachyspira spp.  

MLST consiste em uma técnica para a análise da estrutura da população microbiana e 

discriminação entre cepas. A técnica baseia-se na variação alélica em sequências de 

nucleotídeos de múltiplos locus de genes housekeeping e tem se mostrado eficiente em estudos 

epidemiológicos globais de numerosos agentes infecciosos (Urwin & Maiden, 2003; Osorio et 

al., 2012). A análise por MLST tem sido utilizada para identificar isolados com uma relação 

epidemiológica molecular e isolados com uma história evolutiva intimamente relacionada, 

apresentando uma identificação mais precisa para alguns dos isolados do que outras técnicas 

(Feil et al., 2004; Råsbäck et al., 2007).  

Desde a padronização para o gênero Brachyspira, realizada por Råsbäck et al. (2007), 

sete genes housekeeping (álcool-desidrogenase, Adh; fosfatase alcalina, Alp; esterase, Est; 

glutamato desidrogenase, Gdh; cinase de glicose, Glp; fosfoglucomutase, Pgm e acetil-CoA-

acetiltransferase, Thi) foram definidos para análise por esta metodologia (Tabela 2). Esta técnica 

tem sido usada em estudos epidemiológicos moleculares locais e globais de Brachyspira spp. 

(Råsbäck et al., 2007), incluindo B. hyodysenteriae (La et al., 2009; Osorio et al., 2012; 

Mirajkar & Gebhart, 2014), B. pilosicoli (Neo et al., 2013), B. intermedia (Phillips et al., 2010), 

B. murdochii, B. innocens (Osorio et al., 2013) e B. hampsonii (Mirajkar et al., 2015). Além 

disso, para o gênero Brachyspira, diferente das outras técnicas disponíveis para análise 

molecular, existe um banco de dados on-line (www.pubmlst.org/Brachyspira) permitindo a 

comparação de diversas cepas já caracterizadas. Apresentando o índice discriminatório (ID) de 

Simpson de 0.974, melhores que PFGE (ID=0.924), REA (ID=0.924), MLEE (ID=0.894) e 

sorotipificação (ID=0.719) (La et al., 2009). 

 

Tabela 2. Genes alvo, oligonucleotídeos e tamanhos aproximados dos produtos da reação de PCR em 

pares de bases (pb) a serem utilizados para a técnica de MLST para estirpes de Brachyspira 

hyodysenteriae (La et al., 2009). 

 Gene Oligonucleotídeos (5’→ 3’) Produto (bp) 

Adh 
ADH-F206: GAAGTTTAGTAAAAGACTTTAAACC 

ADH-R757: CTGCTTCAGCAAAAGTTTCAAC 
492 

Alp 
ALP-F354: TCCAGATGAGGCTATACTTC 

ALP-R1262: TATGCTCTTTTTGCTAATATTG 
783–788 

Est 
EST-F229: GATGCTTCAGGCGGAGTTATG 

EST-R847: CCACACTCATAGCATAAATACTG 
569–587 

Gdh 
GDH-F514: GGAGTTGGTGCTAGAGAGAT 

GDH-R1157: ATCTCTAAAGCAGAAGTAGCA 
585–588 

Glp 
GLP-F123: AGGCTGGGTAGAACATAATGC 

GLP-R1158: TCTTTACTTTGATAAGCAATAGC 
793–797 

Pgm 
PGM-F172: GTTGGTACTAACAGAATGAATA 

PGM-R1220: CCGTCTTTATCGCGTACATT 
909–913 

Thi 
THI-F163: TGTGTTATACAATCAGCACTTC 

THI-R1079: GTAGTAAGTATTCTAGCTCCAG 
810–822 

    Adh: álcool-desidrogenase; Alp: fosfatase alcalina; Est: esterase; Gdh: glutamato desidrogenase; Glp:   

cinase de glicose; Pgm: fosfoglucomutase e Thi: acetil-CoA-acetiltransferase. 
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CAPITULO 1 

Diversidade genética e evolução de Brachyspira hyodysenteriae isoladas de suínos 

no Brasil 
 

 

Resumo 

Neste estudo foi avaliada a diversidade genética, distribuição, micro-evolução e 

estrutura populacional das cepas brasileiras de B. hyodysenteriae isoladas de suínos. Foi 

aplicada a técnica de tipagem de sequências multilocus (MLST) de sete genes housekeeping em 

46 isolados obtidos dos surtos de disenteria suína que ocorreram entre 2011 a 2015 nos estados 

de Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Santa Catarina e isolados 

históricos da década de 90, de granjas do Rio Grande do Sul. Foi observado um perfil nacional 

independente das sequencias globais depositadas no banco de dados de Brachyspira spp. As 

amostras foram classificadas em nove tipos de sequência (STs) e divididas em quatro 

complexos clonais, demonstrando relação epidemiológica molecular intra-granja, entre granjas e 

entre os estados nos diferentes períodos de isolamento. 

 

Palavras-chave: Disenteria Suína, epidemiologia, MLST, Brasil 

 

Abstract 

Genetic diversity, distribution, micro-evolution and population structure of Brazilian B. 

hyodysenteriae strains isolated from swine were evaluated in this study. The Multilocus 

Sequence Typing (MLST) analysis of seven housekeeping genes was applied in 46 isolates 

obtained from outbreaks of swine dysentery that occurred between 2011 and 2015 in the states 

of Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul and Santa Catarina, and historical 

isolates from 1990´s from Rio Grande do Sul farms were inclued in the study. An independent 

national profile of the global sequences deposited in the Brachyspira spp. database was 

observed. All isolates were classified into nine sequence type (STs) and divided into four clonal 

complexes, demonstrating an epidemiology molecular relationship intra-farm, between farms 

and between states in different periods of isolation. 

 

Key words: Swine dysentery, epidemiology, MLST, Brazil 
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1. INTRODUÇÃO 

Brachyspira hyodysenteriae, espiroqueta anaeróbica é o agente etiológico da disenteria 

suína (DS). A doença é caracterizada por diarreia muco-hemorrágica grave e está associada à 

perdas econômicas significativas para a suinocultura, com elevada morbidade e mortalidade em 

animais não tratados (Taylor e Alexander, 1971). 

A DS tem distribuição mundial, ocorrendo principalmente nas regiões com maior 

densidade de produção de suínos (Boye et al, 1998; Calderaro et al., 2001). No Brasil, a doença 

foi descrita nos anos 80 e 90, porém, os relatos eram esporádicos, de avaliações epidemiológicas 

triviais ou associados à padronização de técnicas de diagnóstico (Warth, 1985; Barcellos et al., 

2000). A partir de 2010 foram registrados surtos em diversos estados brasileiros, localizados nas 

regiões que concentram a maior produção de suínos, causando perdas econômicas significativas 

relacionadas à redução nas taxas de crescimento, baixa conversão alimentar, alta morbidade e 

mortalidade, além de custos envolvidos no tratamento, prevenção e controle da doença (Guedes 

& Daniel, 2013; Daniel et al., 2013). 

Para o gênero Brachyspira, a tipagem de sequências multilocus (MLST) tem sido a 

melhor técnica para análises de similaridade e ancestralidade entre cepas (Råsbäck et al., 2007; 

La et al, 2009; Phillips et al., 2010; Neo et al., 2013; Mirajkar & Gebhart, 2014). A técnica 

utiliza variação alélica nas sequências de nucleotídeos de genes específicos para diferenciar 

isolados de patógenos, sendo utilizada em estudos epidemiológicos de numerosos agentes 

infecciosos (Urwin & Maiden, 2003). Desde a padronização da metodologia por Råsbäck et al. 

(2007), foram realizadas análises com oito genes, dos quais sete genes housekeeping foram 

definidos para comparação por este método (La et al., 2009). A avaliação possui índice 

discriminatório de Simpson de 0.974 e, além disso, para o gênero Brachyspira, diferente das 

outras técnicas comparativas, há disponível uma base de dados on-line 

(www.pubmlst.org/Brachyspira), permitindo a comparação com isolados de diversos países. 

O Brasil ocupa a quarta posição mundial em produção e exportação de carne suína. 

Apesar da importância econômica acarretada com a DS, não existem informações sobre a 

epidemiologia da doença e do patógeno no país, principalmente dados relacionados à 

diversidade de cepas circulantes.  

Este estudo teve como objetivo caracterizar e analisar a diversidade, distribuição, 

micro-evolução e estrutura populacional das cepas brasileiras de B. hyodysenteriae isoladas de 

suínos comparando com as isoladas dos surtos de 2011 a 2015 com as estirpes isoladas na 

década de 1990 no Brasil e outroas de diversos países. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Amostras 

Foram analisadas 46 amostras brasileiras de B. hyodysenteriae de diferentes origens 

geográficas, sendo trinta e nove isolados de surtos entre 2011 e 2015 pertencentes a coleção de 

bactérias do Laboratório de Patologia Molecular da Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). Esses isolados foram selecionados para criar um conjunto de 

dados das cepas atualmente circulantes no Brasil, representando amostras de cinco estados 

brasileiros, Mato Grosso (n = 1), Minas Gerais (n = 21, amostras de 6 granjas), Rio Grande do 

Sul (n = 1), Santa Catarina (n = 13, de 7 granjas) e São Paulo (n = 3, de 2 granjas) (Tabela 1). 

Mais de um isolado de cada plantel foi selecionado para permitir uma análise intra-granja. Para 

uma avaliação temporal, foram utilizadas sete amostras da década de 90 obtidas de cinco 

granjas de diferentes regiões do Rio Grande do Sul. 

 

2.2. Isolamento bacteriano e identificação 

As amostras foram cultivadas em ágar tripticase de soja (TSA) enriquecido com 5% de 

sangue ovino, 12,5 mg/l de rifampicina, 200 mg/l de espectinomicina, 50 mg/l de vancomicina e 

12,5 mg/l de colistina (Leser et al., 1997), em jarras de anaerobiose com mistura gasosa (80%N
2
, 

10%CO
2
 e 10%H

2
) a 37°C e avaliados quanto ao crescimento a partir de 48 horas. As colônias 

isoladas foram utilizadas para extração de DNA. Após crescimento em placas, as mesmas foram 

lavadas com 1 ml de PBS estéril para recuperação bacteriana. O DNA foi extraído através de 

lise utilizando tiocianato de guanidina, como descrito por Chomczynski (1993). As cepas do Rio 

Grande do Sul, estavam liofilizadas e foram recuperadas com 1 ml de PBS estéril e a extração 

do DNA foi realizada com kit comercial (Qiagen Stool Mini kit, Qiagen), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

Realizou-se PCR duplex com amplificação do gene nox da B. hyodysenteriae e gene 

16S da B. pilosicoli, de acordo com La et al. (2003). A amplificação do gene nox para 

identificação de outras espécies pertencentes ao gênero Brachyspira e subsequente 

sequenciamento genômico foi realizado de acordo com Chander et al. (2012). Os produtos de 

PCR foram purificados utilizando kit comercial (Invitrogen PureLink PCR Purification; 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e os produtos foram sequenciados em ambas as direções por 

uma empresa especializada (BGI Tech Solutions Co., Ltd.) utilizando sequenciador capilar. As 
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sequências obtidas foram alinhadas com o programa SeqScape V2.7 e Mega 5.1. Os produtos 

das sequências foram analisados no banco de dados on-line do GenBank. 

 

2.3. Tipagem de sequência multilocus (MLST) 

As relações genéticas entre os isolados de B. hyodysenteriae foram determinadas pelo 

esquema MLST, previamente descrito por La et al. (2009). Sete genes housekeeping, álcool 

desidrogenase (adh); Fosfatase alcalina (alp); Esterase (est); Glutamato desidrogenase (gdh); 

Glucose quinase (glpK); Fosfoglucomutase (pgm); e acetil-coA acetiltransferase (thi) foram 

amplificados e sequenciados. O mix de PCR consistiu em: 1X tampão de PCR (contendo 3,0 

mM-1 de MgCl2), 2,5 U de Taq polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM-1 de cada par de 

primers e 1,0 μl de DNA. As reações de amplificação foram submetidas a um passo inicial de 2 

min a 95°C, seguindo-se 33 ciclos a 95°C durante 30 seg, 50°C durante 15 seg e 72°C por 1 min. 

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% com 

1X tampão TAE e analisados sob luz ultravioleta. Foram utilizados em cada reação, um controle 

positivo (cepa referência de B. hyodysenteriaae, B204 ATCC – 31212) e um controle negativo 

(água ultrapura). Os produtos de PCR foram sequenciados em ambas as direções por uma 

empresa especializada (BGI Tech Solutions Co., Ltd.). 

As sequências obtidas foram alinhadas e trimadas com os programas SeqScape V2.7 e 

Mega 5.1. Foram concatenadas no programa BioEdit e alinhadas utilizando CLUSTALW 

(Thompson et al., 1994). Para eliminar as sequências de baixa qualidade, blocos conservados 

foram selecionados usando o software Gblocks. A homologia genética foi comparada através do 

modelo de dois parâmetros de Kimura (Kimura, 1980) e uma árvore evolutiva foi obtida usando 

o método Neighbour-Joining (Saitou e Nei, 1987) com software Mega6 (Tamura et al., 2013). 

Valores Bootstrap de 1000 repetições foram considerados como porcentagens. 

 

2.4. Análises filogenéticas 

Os isolados foram comparados em cinco níveis: dentro de um sistema de criação, dentro 

de um estado, entre os estados brasileiros, globalmente entre países e entre diferentes períodos 

de isolamento.  

Para análise, as sequências foram comparadas no banco de dados globais PubMLST 

(http:// http://pubmlst.org/Brachyspira/) para identificar uma correspondência exata para alelos 

conhecidos. As sequências de nucleotídeos únicos foram atribuídos novos números de alelos. O 

perfil alélico de cada isolado foi determinado pela combinação de alelos nos sete loci. Os tipos 
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de sequências (ST) foram definidos pela análise das sete sequências concatenadas com perfis 

alélicos correspondentes à STs previamente descritas do banco de dados. Isolados com perfis 

únicos foram atribuídos a um novo tipo de sequência (NST). Através do programa eBURSTv3 

(http://eburst.mlst.net), os isolados brasileiros e globais de B. hyodysenteriae foram agrupados 

em complexos clonais (CC). 

 

3. RESULTADOS 

Todas as amostras foram confirmadas como sendo de B. hyodysenteriae pela PCR 

duplex e amplificação do gene nox seguida de sequenciamento e análise no GenBank. Na 

comparação das sequencias para determinar alelos correspondentes com o banco de dados, 

foram atribuídos dois novos alelos para o gene thi. Baseado na análise dos sete genes 

housekeeping, os 46 isolados brasileiros representaram oito STs novos. O isolado G1 de 

Passos/MG foi classificado como ST94, anteriormente descrito em amostras da Austrália. As 

amostras obtidas entre 2011 e 2015 foram classificadas em nove STs e os isolados históricos da 

década de 1990, classificados em um único ST. A origem, período de isolamento, classificação 

de alelos e STs são apresentados na Tabela 1.  

Foram observados na mesma granja um único ST, exceto nas granjas “H” de Santa 

Catarina (STs BR1, BR2 e BR3), “I” de Minas Gerais (STs BR4 e BR5) e “Q” de São Paulo 

(STs BR6 e BR7). Na granja “H” os STs observados também estavam presentes em outras 

granjas do estado, além de Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Na granja “I” o ST BR4 foi 

presente somente nessa granja e o ST BR5 observado nessa e em outra granja também de Minas 

Gerais em amostras obtidas em 2011 e 2013. 

O ST BR1 foi o que apresentou maior distribuição geográfica, presente nos estados de 

Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, obtidas de oito granjas diferentes e todas 

isoladas nos surtos da doença em 2012 e 2013. Os isolados históricos da década de 90 (granjas 

R, S, T, U, V, W e X) e da granja R de Minas Gerais, isolada em 2015, foram todos 

classificados como ST189. A tabela 1 apresenta informações sobre a origem das amostras, 

classificação dos alelos e STs de todos isolados brasileiros avaliados. 
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Tabela 1. Origem, período, granja, classificação dos alelos e tipos de sequencias (ST) de amostras de 

Brachyspira hyodysenteriae isoladas de suínos submetidas à técnica de tipificação de sequência 

multilocus. 

Local 

(Cidade/Estado) 
Granja Amostras Ano 

Alelos 
ST 

Adh Alp Est Gdh Glpk Pgm Thi 

Videira/SC A A1, A2, A3 

2012 

2 26 5 10 26 1 Novo 1 
NST 

BR1 

Campos Novos/SC B B1, B2 

Coronel Freitas/SC C C1 

Teutônia/RS D D1 

Petrolândia/SC E E1 

Videira/SC F F1 

Para de Minas/MG J J1 

2013 

Rio do Sul/SC H 

H1 

H2, H4 2 26 5 10 4 1 Novo 1 
NST 

BR2 

H3 
2 26 5 20 26 2 Novo 1 

NST 

BR3 Concórdia/SC K K1 

Passos/MG 

G G1 2 2 1 10 26 1 11 ST 94 

I I1 2 31 3 10 26 1 Novo 2 
NST 

BR4 

São Carlos/SP L L1 

2 31 3 20 4 2 Novo 2 
NST 

BR5 Passos/MG 
I I2 - I12 

P P1 - P6 

2011 

Nova Mutum/MT N N1 
2 31 3 20 38 2 Novo 2 

NST 

BR6 

Rio Claro/SP Q 

Q1 

Q2 2 26 3 10 2 1 Novo 2 
NST 

BR7 

Córrego Dantas/MG R R1 2015 

2 8 3 7 8 2 3 
ST 

189 

Lajeado/RS S S1 

1998 

Tupandi/RS 
T T1, T2 

U U1 

Estrela/RS V V1 

Carazinho/RS W W1 

Tupandi/RS X X1 

MG – Minas Gerais, MT – Mato Grosso, SC – Santa Catarina, SP – São Paulo e RS – Rio Grande do Sul.  

 

O dendrograma mostrando as relações genéticas dos nove STs brasileiros são 

apresentados na Figura 1. A estrutura básica da árvore classificou os STs em três grupos 

principais. O grupo 1 foi formado por quatro STs e 15 isolados obtidos de 12 granjas, incluindo 

amostras dos surtos de 2012 e 2013 que ocorreram em vários estados no mesmo período de 
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tempo. Grupo 2 foi formado por 22 amostras de seis granjas isoladas nos anos de 2011 e 2013. 

Já o grupo 3 abrangeu nove amostras de oito granjas isoladas em 1998, 2011 e 2015. 

Na análise incluindo amostras globais, foram observados quatro grupos principais. O 

grupo 1 formado pelo ST 189, juntamente com amostras da Austrália e Alemanha. O grupo 2 

foi formado pelos ST 94, NST BR1, NST BR3, NST BR4, STs da Austrália, Bélgica e Estados 

Unidos. O grupo 3 foi formado pelos NST BR2, NST BR5, NST BR7 e amostras da Austrália e 

Alemanha. Grupo 4 foi composto pelo NST BR6 e amostras da Austrália. O dendograma da 

análise dos STs Brasileiros e globais do banco de dados, são apresentados no anexo 1. 

 
Figura 1. Dendrograma baseados em sequências de sete genes housekeeping adh, alp, est, gdh, 

glpK, pgm e thi concatenados de Brachyspira hyodysenteriae isoladas de suínos no Brasil, 

construído a partir de matrizes de distância individuais combinadas, divididas em nove tipos de 

sequências com respectivos períodos e regiões brasileiras de isolamento. RS – Rio Grande do 

Sul, SC – Santa Catarina, MG – Minas Gerais, SP – São Paulo e MT – Mato Grosso.  

 

Na análise eBurst, as amostras foram agrupadas em quatro complexos clonais e três 

singletons (Figura 2). O CC 1 agrupou isolados brasileiros de 2012 dos estados de Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul e de 2013 de Minas Gerais e Santa Catarina. CC 2 foi composto 

de isoladas de Minas Gerais em 2013 e ST da Austrália. CC3 foi formado por amostras 

pertencentes ao NVST BR 5 e 6, compreendendo aos isolados de 2011 e 2013 dos estados de 
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São Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso. CC4 agrupou as amostras históricas isoladas na década 

de 90 no Rio Grande do Sul e a de Minas Gerais de 2015 com founder (15) e STs da Austrália.  

 

Figura 2. Complexos clonais e singletons obtidos pelo eBURST usando sequências de 

nucleotídeos de sete locus gênicos de amostras de Brachyspira hyodysenteriae isoladas de 

suínos de rebanhos brasileiros. Os nomes atribuídos aos CCs estão adjacente a cada  grupo. 

 

 

4. DISCUSSÃO 

A DS é amplamente distribuída em todo o mundo, porém são poucos as informações 

sobre a epidemiologia molecular da doença.  Este é o primeiro estudo epidemiológico molecular 

de B. hyodysenteriae isoladas de suínos no Brasil. Foram avaliadas a similaridade entre os 

isolados de diferentes períodos e estados brasileiros e também foi realizada a comparação dessas 

amostras com isolados internacionais utilizando o banco de dados global do gênero Brachyspira.  

A transmissão da B. hyodysenteriae ocorre principalmente pelo contato direto, através 

da introdução de animais subclinicamente infectados em rebanhos não infectados (Desrosiers et 

al., 2011). Porém, a disseminação indireta e persistência do agente no ambiente deve ser 

considerada uma vez que a bactéria pode sobreviver por grandes períodos de tempo em fezes de 

suínos (Boye et al., 2001), bem como em outras espécies de suídeos selvagens, aves, cães, 

camundongos e ratos (Songer et al., 1978; Janson et al., 2004; Feberwee et al., 2008; Phillips et 
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al., 2009; Hampson, 2012). A técnica MLST tem sido empregada para análises de 

ancestralidade confirmando o ressurgimento do mesmo isolado em granjas que aplicaram 

medidas de erradicação, com despovoamento, desinfecção das instalações e repovoamento após 

longos períodos de vazio sanitário (La et al., 2016). Além disso, a técnica foi utilizada para 

confirmar o papel de vetores biológicos na disseminação de cepas patogênicas para suínos e que 

foram isoladas de aves migratórias em diferentes continentes (Martínez-Lobo et al., 2013; Mahu 

et al., 2014; Mirajkar et al., 2015).  

Dos sete genes analisados no presente estudo, o locus adh foi o mesmo para todas as 

amostras brasileiras, diferente dos outros genes, onde foram observadas no mínimo duas 

variações alélicas. De acordo com os trabalhos que têm sido realizados com a técnica, este locus 

é o que possui menor variação em comparação aos outros seis genes housekeeping, podendo em 

futuras análises, como sugerido por Mirajkar & Gebhart (2014), ser excluído da metodologia 

MLST para estudos de similaridade entre isolados. 

Considerando as informações de período e localização geográficas dos isolados 

utilizados no presente estudo, dados importantes foram obtidos para esclarecer a epidemiologia 

da doença no Brasil.  

No presente estudo foram identificados STs inéditos, sugerindo uma microevolução 

geográfica independente. Essa diferença epidemiológica pode ser explicada por diversas 

hipóteses. No Brasil, a importação de suínos para o Brasil segue medidas sanitárias de 

quarentenas oficiais, processo é fortemente recomendado uma vez que os sinais clínicos 

geralmente aparecem em animais com a infecção subclínica como resultado do transporte 

(McOrist et al., 2008). Além disso, as rotas de aves migratórias, já confirmadas como possíveis 

vetores de Brachyspira são distantes das principais regiões criadoras de suínos. 

Foi demonstrado que os suínos de um rebanho podem ser infectados com um único 

perfil de B. hyodysenteriae, como observado pela identificação de apenas um ST dentro de uma 

granja. As amostras de Minas Gerais de 2015 e os isolados históricos da década de 90 

apresentaram o mesmo ST (189) demonstrando o ressurgimento da espiroqueta após longos 

períodos de tempo. Este perfil de reemergência de cepas também foram descritos em outros 

trabalhos (Mirajkar et al., 2014; La et al., 2016) e podem ser o resultado da manutenção dessas 

estirpes em pequenos rebanhos sem expressão produtiva que podem tornarem-se fontes de 

infecção para rebanhos maiores vizinhos sem programa de biosseguridade adequados. 

Na análise dos dendogramas formados pelos STs brasileiros, foram observados 

agrupamentos de acordo com a homologia genética, apresentando similaridade entre os isolados 
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dos surtos brasileiros e também com amostras de outros países. Exceto pelos NST BR2, BR3, 

BR4, BR7 e ST 94, que foram frequentes em um único estado. Foi observada uma distribuição 

dos mesmos STs em diferentes períodos de tempo e regiões geográficas, demonstrando uma 

conexão epidemiológica dos isolados entre diferentes regiões brasileiras produtoras de suínos, 

com provável fonte comum da disseminação de cepas.  

A análise eBurst é utilizada para identificar isolados com conexão epidemiológica e 

história evolutiva relacionada (Urwin & Maiden, 2003). Os CC formados pela análise 

apresentaram uma relação de ancestralidade entre amostras de diferentes estados e isoladas em 

diferentes períodos. O CC 3 agrupou isolados de 2011 do Mato Grosso e São Paulo, e 

demonstrando o ressurgimento desses isolados em 2013 em outros estados (São Paulo e Minas 

Gerais). Os CC 2 e 4, compostos de isolados de Minas Gerais (2013 e 2015) e as amostras 

históricas da década de 90 do Rio Grande do Sul, apresentaram similaridade ancestral com 

amostras da Austrália, já descritas no banco de dados.  

Os surtos de DS no Brasil foram diagnosticados entre o início de 2010 e julho de 2012, 

nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do 

Sul e, através das informações obtidas das granjas e veterinários que remeteram as amostras, 

pensava-se que não houvesse ligação epidemiológica direta entre os surtos. Os relatos do Mato 

Grosso, São Paulo e Minas Gerais foram detectados isoladamente em 2010 e 2011. Já os casos 

de agosto de 2012 pareciam estar relacionados à uma granja multiplicadora terceirizada de 

Santa Catarina, que forneceu fêmeas de reposição clinicamente sadias, mas infectadas, para 

várias Unidades de Produção de Leitões (UPLs) de diferentes empresas de integração (Guedes 

& Daniel, 2013; Daniel et al., 2013).  

Na análise realizada com as amostras N1, Q1 e Q2 foram observados que os isolados de 

2011 dos estados de São Paulo e Mato Grosso foram classificados em NST 6 e 7. Porém, o 

NST5 compreendeu as amostras de Minas Gerais de 2011 e 2013 e de São Paulo de 2013, 

comprovando conexões epidemiológicas entre os surtos, com ancestralidade como observado no 

CC3. Já as amostras isoladas dos surtos de 2012, de diferentes localizações geográficas, foram 

classificadas em um único ST (NST1), confirmando a disseminação da doença através da granja 

multiplicadora de Santa Catarina que enviava animais reprodutores para diferentes regiões 

brasileiras. O surto observado na granja “J”, de Pará de Minas, MG, se deu pela compra de 

leitões descrechados de rebanho positivo para DS do oeste de Santa Catarina, justificando assim 

os resultados do MLST.  
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Aspectos de biosseguidade são importantes para a prevenção da transmissão da DS 

(Roberson et al., 1992). A quarentena dos animais que são introduzidos no plantel é fortemente 

recomendada, uma vez que animais subclinicamente infectados apresentam sinais clínicos como 

resultado do estresse do transporte (Alvarez-Ordóñez et al., 2013). Outras medidas de manejo 

podem constituir auxilio no diagnóstico de SD. Animais assintomáticos podem desenvolver 

diarreia seguindo procedimentos estressantes, como transferência para novas baias, mistura de 

animais de diferentes origens e restrição alimentar (Hampson, 2012). No Brasil, medidas de 

biosseguridade geralmente são aplicadas somente em rebanhos núcleos e multiplicadores, a 

ausência de diagnóstico e principalmente de quarentenas nas granjas comerciais pode ter 

influenciado na não detecção de animais subclínicos que então carrearam a doença para dentro 

das granjas comerciais. 

Os dados epidemiológicos a nível molecular da B. hyodysenteriae ainda são limitados. 

Esse fato pode refletir pelos STs únicos identificados em um país e, provavelmente, também é 

responsável pela detecção de STs únicos como observado neste estudo e como descrito na 

América do Norte (Mirajkar et al., 2014). Apesar das análises que têm sido realizadas 

fornecerem informações geográficas importantes, quão maior for o banco de dados de cepas 

circulantes em diferentes regiões produtoras de suíno no mundo, maior será a capacidade de 

compreensão das relações epidemiológicas entre elas. 

No Brasil foi possível obter diversos isolados durante os surtos descritos no presente 

estudo devido ao fato de que grande parte das amostras para diagnóstico da doença no país 

foram remetidas ao Laboratório de Patologia Molecular da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde há um grupo de pesquisa para o agente e 

são utilizadas diferentes técnicas de diagnóstico, incluindo o isolamento bacteriano. Com a 

adoção do diagnóstico da doença em laboratórios comerciais e padronização de testes 

moleculares como a PCR, considerada mais rápida e fácil, fez com que o recebimento de 

amostras em nosso laboratório e, consequentemente o número de isolados, diminuísse 

consideravelmente nos últimos anos.  

As análises epidemiológicas do presente estudo demonstraram informações da 

transmissão da DS no país.  
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Figura suplementar 1. Dendrograma 

baseados em sequências de sete genes 

housekeeping adh, alp, est, gdh, glpK, pgm e 

thi concatenados de Brachyspira 

hyodysenteriae isoladas de suínos no Brasil e 

amostras globais do banco de dados global 

(www.pubmlst.org/brachyspira), continua nas 

próximas duas páginas.   
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CAPÍTULO 2 

Inoculação experimental em suínos com Brachyspira hyodysenteriae isolada de 

rebanho clinicamente saudável  

 

Resumo 

Neste estudo é relatado a infecção experimental em suínos com B. hyodysenteriae 

atípica, isolada de um animal sem sinais clínicos e de um rebanho sem indícios de disenteria 

suína, com objetivo de avaliar a patogenicidade, características clínicas e moleculares desta cepa 

comparado com uma altamente patogênica. Foram utilizados 48 leitões de cinco semanas de 

idade separados randomicamente em três grupos: controle negativo, controle positivo e cepa 

atípica. A primeira detecção de eliminação de B. hyodysenteriae nas fezes dos animais do grupo 

desafiado com a cepa patogênica foi no 5
o
 dia pós infecção (dpi). Durante o período de 

avaliação, 11/16 animais demonstraram presença da bactéria nas fezes. No grupo inoculado com 

a cepa atípica, 1/15 animais apresentou sinal clínico no 15
o
 dpi, sendo positivo na qPCR a partir 

do 11
o
 dpi. Diarreia aquosa/ muco-hemorrágica foi observada pela primeira vez no sétimo dpi, 

afetando 10 animais do grupo controle positivo. No grupo atípico, um animal apresentou 

diarreia muco-hemorrágica com início no 15
o
 dpi. No grupo negativo não foram observados 

sinais clínicos de diarreia durante todo o período experimental, tão pouco lesões macro ou 

microscópicas, ou positividade à PCR. Para o isolamento bacteriano, lesões macroscópicas e 

microscópicas foram encontradas diferença significativa entre os três grupos de animais 

avaliados.  

Palavras-chave: Disenteria suína, B. hyodysenteriae atípica, diarreia, colite, histologia. 

 

Abstract 

This study reported experimental infection of atypical B. hyodysenteriae, isolated from 

an animal without clinical signs and from a disease-free herd, to evaluate the pathogenicity, 

clinical and molecular characteristics of this strain compared to a highly pathogenic strain. 

Forty-eight five-week-old pigs were randomly divided into three groups: negative control, 

pathogenic strain and atypical strain. The first detection of B. hyodysenteriae in the feces of the 

animals inoculated with the pathogenic strain occurred on the 5th day postinoculation (dpi). 

Considering the entire experimental period, 11/16 animals shed bacteria in the feces. In the 

atypical strain group, one animal had clinical signs of swine dysentery on the 15th dpi, it was 

qPCR positive at 11th dpi. Aqueous/mucohemorrhagic diarrhea was first observed on the 

seventh dpi, affecting 10 animals in positive group. In the atypical group, one animal presented 

mucohemorrhagic diarrhea beginning at the 15th dpi. In the negative group, no clinical signs of 

diarrhea were observed during the whole experimental period and no macro or microscopic 

lesions, or PCR positivity were observed. Bacterial isolation, macroscopic and microscopic 

lesions showed significant difference between groups. 

Key words: Swine Dysentery, B. hyodysenteriae atypical, diarrhea, colitis, histology. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças do trato gastrointestinal que afetam os suínos entre as fases neonatais e 

crescimento/terminação continuam sendo um dos maiores fatores que limitam a eficiência e 

rentabilidade da suinocultura em todo o mundo (Thomson & Friendship, 2012). Dentre os 

principais agentes causadores de diarreia em suínos encontram-se as bactérias do gênero 

Brachyspira, sendo as espécies B. hyodysenteriae e B. pilosicoli as de maior ocorrência (Taylor 

& Alexander, 1971; Taylor et al., 1980).  

B. hyodysenteriae é o agente etiológico da disenteria suína (DS), caracterizada por 

colite muco-hemorrágica (Wills, 2000; Hampson, 2012). A doença afeta principalmente animais 

nas fases de recria e terminação e os sinais clínicos variam de diarreia mucoide moderada de 

coloração normal a sanguinolenta, com taxa de mortalidade podendo variar de 30 a 90%. Lesões 

macroscópicas da DS incluem hemorragia de mucosa, muco luminal, necrose multifocal 

associada a exsudato fibrinoso e espessamento da mucosa de variável intensidade. Na 

microscopia são encontradas alterações no ceco e cólon, nos quais pode-se observar hiperplasia 

das células caliciformes, hemorragia, necrose e infiltrado inflamatório neutrofílico na lâmina 

própria (Hampson, 2012).  

Nos últimos anos houve em diversos países a reemergência da doença que se mantinha 

silenciosa (Burrough, 2013). Neste período foi descrita a emergência de duas novas espécies, B. 

hampsonii e B. suanatina com características patogênicas semelhantes à DS (Råsbäck et al., 

2007; Chander et al., 2012; Mushtaq et al., 2015). Isolados atípicos de B. hyodysenteriae foram 

previamente descritos e caracterizados como sendo de baixa patogenicidade, capazes de 

colonizar, mas não induzir doença clínica (Lysons et al., 1982; Thomson et al., 2001; Hampson 

et al., 2015). Recentemente, além dos estudos avaliando características patogênicas e 

moleculares de cepas atípicas, isolados de B. hyodysenteriae têm sido obtidos de rebanhos sem 

doença clínica e de alto status sanitário (La et al., 2016a,b).  

No Brasil, esta é a primeira descrição de cepa de B. hyodysenteriae atípica, isolada de 

um animal sem sinais clínicos e oriundo de um rebanho livre da doença. Neste estudo é relatado 

a infecção experimental em suínos com objetivo de avaliar a patogenicidade, características 

clínicas e moleculares desta cepa comparado com uma altamente patogênica. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais e delineamento experimental 

 O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA #177/2015).  

 Foram utilizados quarenta e oito leitões de cinco semanas de idade (7,95 ± 1,29 kg/ 

peso), obtidos de granja comercial, sem histórico prévio de doença associada com Brachyspira 

spp., Lawsonia intracellularis ou Salmonella sp. Os animais foram separados randomicamente 

em três grupos: controle negativo (NEG), cepa patogênica (VIR) e cepa atípica (ATYP). Cada 
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grupo foi alojado, sete dias antes da inoculação, em salas separadas compostas por quatro baias 

suspensas de piso plástico com alimentação e água ad libitum. 

  A temperatura ambiente e alimentação foram as mesmas para todos os tratamentos. As 

atividades diárias de manejo de cada grupo foram realizadas utilizando instrumentos exclusivos 

e equipes diferentes para evitar a contaminação cruzada. Durante todo o período de avaliação 

não foram utilizados medicamentos parenterais ou orais. 

 

2.2. Inóculo 

As amostras utilizadas neste estudo foram isoladas de suínos de granjas brasileiras no 

ano de 2013 e estavam congeladas a -80
o
C no Laboratório de Patologia Molecular da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais. A cepa do grupo VIR foi isolada de um 

suíno clinicamente afetado com diarreia muco-hemorrágica e colite. Já a cepa ATYP foi isolada 

de um animal de uma granja sem sinais clínicos de DS e que não utilizava antimicrobianos que 

poderiam mascarar a sintomatologia da doença. Fenotipicamente, ambas cepas apresentavam 

forte hemólise em ágar sangue. Em análise genotípica pela PCR (La et al., 2003) e 

sequenciamento do gene nox (Chander et al., 2012) foram identificadas como B. hyodysenteriae. 

Através da técnica de Tipagem de sequência multilocus (multi-locus sequence typing - MLST) 

(La et al., 2009), ambos os isolados do grupo POS e ATYP foram classificadas como Novo ST 

BR5 (Adh – 2, Alp – 31, Est – 3, Gdh – 20, Glpk – 4, Pgm – 2 e Thi – Novo). 

 Os isolados foram cultivados em meio seletivo de ágar tripticase de soja (TSA) 

suplementado com 5% de sangue ovino e 12,5 mg/l de rifampicina, 200 mg/l de 

espectinomicina, 50 mg/l de vancomicina e 12.5 mg/l de colistina (Leser et al., 1997), em 

condições de anaerobiose de N
2
 (80%), CO

2
 (10%) e H

2
 (10%), a 37°C por 72 horas.  

 Após o crescimento, as placas de ágar foram lavadas com PBS e o sobrenadante foi 

incubado em caldo de crescimento tripticase de soja (TSB), enriquecido com 0,5% glucose, 

0,2% NaHCO
3
, 0,05% L-cisteina-HCl, 1,0% de extrato de levedura, 10% de soro fetal bovino e 

5% de extrato fecal suíno (Kunkle et al., 1986) na proporção de 1:100 ml (lavado:caldo), por 24 

horas, a 37°C em estufa shaker, seguido da inoculação dos animais. 

 

2.3. Inoculação dos animais 

 Os leitões foram inoculados por três dias consecutivos, por via intra-gástrica, como 

descrito anteriormente (Jacobson et al., 2004; Rubin et al., 2013). Para diminuir o tempo de 

trânsito gástrico, os animais foram deixados em jejum alimentar por 16 horas antes e uma hora 

após a inoculação (Rubin et al., 2013). Os grupos VIR e ATYP receberam, através de sonda 

intragástrica, 50 ml do inóculo nas concentrações determinadas por qPCR de 5.1x10
7
, 2.1x10

8
, 

2.2x10
8
 bactérias/ ml (grupo VIR) e 1.2x10

8
, 2.3x10

8
, 1.3x10

8
 bactérias/ ml (grupo ATYP) nos 

0, 1 e 2 dias pós infecção (DPI), respectivamente. O grupo NEG foi inoculado com 50 ml de 

caldo TBS estéril.  
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2.4. Avaliação clínica e coleta de amostras 

 Após a inoculação, os animais foram observados diariamente quanto ao aparecimento 

de sinais clínicos de diarreia, e avaliação da consistência fecal baseada no seguinte escore: 0 = 

normal, 1 = consistência semi-sólida, 2 = consistência cremosa e 3 = consistência aquosa, com 

adição de 0,5 para a presença de muco perceptível e/ou sangue.  

 Amostras de fezes foram coletadas nos -7, 5, 7, 11, 15 e 18 DPI para avaliação 

quantitativa da eliminação de B. hyodysenteriae pela qPCR. Para isolamento de Brachyspira 

spp. amostras de fezes foram coletadas no dia -7, 0, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 e 18 DPI para serem 

semeadas em meio seletivo, como descrito anteriormente. 

 

2.5. Extração de DNA e qPCR 

 O DNA das fezes dos suínos foi extraído com kit de extração comercial QIAamp DNA 

Stool Mini Kit (Qiagen Inc., Toronto, ON) de acordo com as instruções do fabricante.  

 O número de B. hyodysenteriae presentes nas amostras foi determinado por PCR em 

tempo real, utilizando os primers JH0073 (5'-AGT GAA ATA GTT GCT CAT ATC AAA -3′) 

e JH0074 (5'-GCA TCA CTG ATT AAA GAA CCA ATT-3′) (Rubin et al., 2013). Uma grama 

de fezes negativas, adicionando um número conhecido de B. hyodysenteriae (10
1
-10

8
 

bactérias/grama de fezes), foi utilizada para determinar a curva padrão, sendo os valores 

limiares considerados para detecção de Brachyspira nas fezes determinada por 10
3
-10

8
 

bactérias/grama de fezes, usando a equação de regressão a partir da curva padrão (R
2
 _ 0,990).  

 A reação foi realizada em volume final de 25 μL, composta por 1x SYBR Green PCR 

Master Mix, 1x QN ROX Reference Dye (QuantiNova SYBR Green PCR Kit, Qiagen Inc., 

Toronto, ON), 500 nM de cada primer e 5 μL de DNA. As amostras foram colocadas em placas 

de 96 poços e amplificadas no termociclador ViiAT
M

 7 Real-Time PCR System (applied 

biosystems
®
), com as condições de amplificação: 2 min a 50° C, 10 min a 95° C, 40 ciclos de 15 

seg a 95° C, e 1 min a 60° C. Todas as reações foram realizadas em duplicata e cada reação 

incluiu a curva padrão e controle negativo, sendo analisadas no software QuantStudio
TM

 Real-

Time PCR v1.2. 

 A especificidade da PCR foi testada contra DNA de Bacteroides fragilis, Brachyspira 

murdochii, B. pilosicoli, Clostridium difficile, C. perfringens, Enterococcus faecalis, 

Escherichia coli, Lawsonia intracellularis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.  

 

2.6. Necropsia  

 A eutanásia e necropsia foram realizadas quando os animais apresentavam clinicamente 

debilitados segundo os critérios do CEUA ou no final do período de avaliação, 18 DPI. Para 

avaliação macroscópica e microscópica foram coletados segmentos do intestino delgado, 

intestino grosso (ceco, cólon proximal e espiral) e linfonodos mesentéricos, sendo fixados em 

formalina 10% tamponada.  
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2.7. Avaliação macroscópica 

  Macroscopicamente, o ceco e o cólon foram analisados quanto à presença de edema, 

muco excessivo no lúmen, hemorragia de mucosa e exsudato fibrinoso. 

 

2.8. Histopatologia 

 Os fragmentos coletados foram processados de acordo com técnicas histológicas de 

rotina e coradas com hematoxilina e eosina (Luna, 1968). Na análise de ceco e cólon, avaliou-se 

a presença de necrose superficial, hemorragia, hiperplasia de células caliciformes, abscessos de 

criptas e infiltrado de neutrófilos na lâmina própria, sendo as lesões classificadas em uma escala 

de zero (ausência de lesão) a três (lesão difusa acentuada). O escore final foi determinado pela 

soma dos cinco parâmetros avaliados, com somatória máxima de 15. Todas as secções 

histológicas foram avaliadas por dois patologistas sem conhecimento sobre grupos 

experimentais, e a média destas duas contagens foi utilizada nas análises. 

 

2.9. Hibridização fluorescente in situ (FISH) 

Semelhante ao processo anterior, os fragmentos de intestino grosso foram seccionados 

com espessura 4µm para o procedimento de FISH, de acordo com Jensen et al. (1998) com 

sondas específicas para B. hyodysenteria (Boye et al., 1998). Quando observadas marcações, foi 

realizada a classificação de +, ++ ou +++, de acordo com a proporção de espiroquetas marcadas. 

 

2.10. Isolamento bacteriano 

No fim do período de avaliação, foram coletadas amostras de fezes, conteúdo do 

intestino delgado e raspados de mucosa do ceco e do cólon foram coletadas para isolamento 

bacteriano. Para Brachyspira spp., amostras de fezes e raspados do intestino grosso foram 

semeadas em ágar seletivo e nas condições de crescimento em anaerobiose descritas 

anteriormente. Amostras do intestino delgado foram semeadas em ágar sangue e MacConkey 

para avaliação de crescimento de Escherichia coli enterotoxigênica e caldo Rappaport e ágar 

Hectoein para Salmonella sp.  

 

2.11. Análise estatística 

 Para qPCR, a área sob a curva foi baseada na quantidade e duração da excreção fecal 

sendo calculada para cada animal. Escores histopatológicos e presença de sinais clínicos e 

lesões macroscópicas foram analisados utilizando software SPSS v19.0 (SPSS Inc., Chicago, 

IL) e o teste Kruskal-Wallis para comparações entre os grupos, com p <0,05 considerado como 

significativo.  
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3. RESULTADOS 

3.1. Avaliação clínica   

 Antes da inoculação, um animal do grupo ATYP morreu devido a endocardite valvular, 

tendo sido excluído do estudo.  

 No início do período experimental todos os animais apresentaram escore fecal entre 

normal e semi-sólido (escore 0 ou 1), não houve isolamento de Brachyspira spp. e foram 

negativos pela qPCR para B. hyodysenteriae, PCR convencional para B. pilosicoli e L. 

intracellularis. Diarreia aquosa/muco-hemorrágica (escore ≥3) foi observada pela primeira vez 

no 7
o
 DPI no grupo VIR e considerando todo o período de avaliação afetando 10 animais. No 

grupo ATYP, um animal apresentou diarreia muco-hemorrágica com início no 15
o
 DPI. No 

grupo negativo, não foram observados sinais clínicos de diarreia durante todo o período 

experimental (Tabela 1).  

Considerando o período mais longo de duração de diarreia, um animal do grupo VIR 

que apresentou sinal clínico por 11 dias e no grupo ATY por três dias. Devido às condições 

clínicas debilitadas, três animais (#2, #6 e #13) do grupo VIR foram sacrificados antes do 

término do período de avaliação. Diferenças significativas foram observadas entre os grupos 

NEG, ATY e o grupo VIR (Tabela 2). 

  

Tabela 1. Escore fecal, qPCR, isolamento bacteriano, lesões macroscópicas, escore de lesões 

microscópicas e hibridização in situ fluorescente de leitões experimentalmente infectados com cepas 

virulentas e atípicas de Brachyspira hyodysenteriae.  

 

Grupo Animal 
5 DPI 7 DPI 11 DPI 15 DPI 18 DPI Isola- 

mento 

Lesão 

Macro 

Escore 

Micro 
FISH 

EF qPCR EF qPCR EF qPCR EF qPCR EF qPCR 

VIR 

1 1 Neg 2 1,5.10
3
 4 2,9.10

7
 4 2,7.10

7
 4 1,4.10

7
 9 dpi Sim 13 + 

2 2 8,5.10
3
 3,5 2,4.10

5
 4 1,2.10

8
 ¥ ¥ ¥ ¥ 5 dpi Sim 11,5 ++ 

3 1 Neg 2 Neg 2 Neg 2 Neg 1 Neg 18 dpi Não 3,5 - 

4 2 Neg 3 Neg 2 Neg 2 Neg 2 Neg 11 dpi Não 4,5 - 

5 2 Neg 1 Neg 2 Neg 2 Neg 2 Neg 11 dpi Não 3 - 

6 0 Neg 1 9,6.10
3
 4 3,4.10

7
 ¥ ¥ ¥ ¥ 9 dpi Sim 11 ++ 

7 1 Neg 2 Neg 2 3,5.10
3
 4 4,3.10

7
 3,5 2,6.10

7
 15dpi Sim 10 ++ 

8 1 Neg 2 Neg 3 Neg 3 1,4.10
2
 3 7,4.10

4
 18 dpi Sim 9,5 ++ 

9 1 Neg 2 Neg 4 4,4.10
7
 4 2,6.10

6
 4 2,5.10

7
 11 dpi Sim 12,5 +++ 

10 1 Neg 2 Neg 2 Neg 3 Neg 3 Neg 18 dpi Não 7 - 

11 1 Neg 3 Neg 3 Neg 3 Neg 3 Neg 11 dpi Não 4 - 

12 1 Neg 3 Neg 4 6,8.10
7
 4 7,6.10

7
 4 5,9.10

8
 11 dpi Sim 14 ++ 

13 0 Neg 1 Neg 1 Neg 4 2,1.10
7
 ¥ ¥ 15 dpi Sim 14,5 ++ 

14 0 Neg 1 Neg 1 1,5.10
3
 0 2,5.10

3
 2 1,0.10

4
 Neg Não 1 - 

15 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg 1 1,6.10
5
 Neg Não 1 - 
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16 1 Neg 2 Neg 1 Neg 2 1,1.10
3
 2 7,2.10a

7
 18 dpi Sim 13,5 +++ 

ATYP 

17 0 Neg 0 Neg 1 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

18 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg Neg Não 2,5 - 

19 0 Neg 2 Neg 1 Neg 2 Neg 1 Neg Neg Não 7 - 

20 0 Neg 2 Neg 1 Neg 2 7,4.10
3
 2 1,5.10

3
 11 dpi Não 4 - 

21 0 Neg 0 Neg 2 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 2,5 - 

22 0 Neg 0 Neg 2 Neg 2 Neg 1 Neg 18 dpi Não 3 - 

23 0 Neg 0 Neg 2 Neg 2 Neg 1 Neg Neg Não 6 - 

24 0 Neg 0 Neg 1 Neg 2 1,6.10
7
 2 3,0.10

4
 11 dpi Sim 5 +++ 

25 0 Neg 0 Neg 1 Neg 4 1,3.10
7
 4 2,5.10

7
 15 dpi Sim 13,5 +++ 

26 0 Neg 0 Neg 1 Neg 0 1,1.10
4
 2 2,1.10

5
 15 dpi Sim 6,5 + 

27 0 Neg 2 Neg 1 Neg 2 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

28 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg 18 dpi Não 5 - 

29 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg 18 dpi Não 1 - 

30 0 Neg 0 Neg 0 Neg 2 Neg 1 Neg Neg Não 3 - 

31 1 Neg 0 Neg 2 Neg 2 Neg 2 Neg Neg Sim 2,5 - 

NEG 

32 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

33 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

34 0 Neg 0 Neg 1 Neg 0 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

35 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

36 0 Neg 1 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

37 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

38 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

39 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

40 0 Neg 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

41 0 Neg 0 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

42 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 1 - 

43 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

44 0 Neg 1 Neg 1 Neg 0 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

45 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 1 - 

46 1 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg 1 Neg Neg Não 0 - 

47 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg 0 Neg Neg Não 0 - 

DPI: dias pós infecção; EF: escore fecal; FISH: Hibridização imunofluorescente in situ; Neg: negativo; 

 ¥: Animais que foram sacrificados devido às condições clínicas. 
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Tabela 2. Sinais clínicos, lesões macroscópicas e microscópicas de Disenteria Suína após inoculação de 

Brachyspira hyodysenteriae em suínos. 

 Sinais clínicos* 
 

Lesões macroscópicas* 
Lesões  

microscópicas 

Grupo 

Fezes aquosas 

ou com sangue 

e/ou muco 

Primeira 

observação 

Número 

total de dias 

com diarreia 

Muco 

excessivo 

no lúmen 

Hemorragia 

de mucosa 

Exsudato 

fibrinoso 

Média do escore 

final ± DP 

Negativo 0/16
a
 -  0

a
 0/16

a
 0/16

a
 0/16

a
 0,02 ± 0,04

a
 

Atípico 1/15
a
 15 DPI 3

b
 3/15

a
 1/15

a
 1/15

a
 0,81 ± 0,39

b
 

Virulento 8/16
b
 7 DPI 11

b
 9/16

b
 9/16

b
 8/16

b
 1,66 ± 0,26

c
 

*Número de animais afetados/ total de animais; 
a,b,c

 Letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre 

os grupos; DPI: dias pós infecção; DP: desvio padrão; Teste Kruskal-Wallis e se significativo Teste 

Mann-Whitney 

  

3.2. Alterações anatomopatológicas 

3.2.1. Lesões macroscópicas 

 Quando presentes, as lesões macroscópicas no trato intestinal limitaram-se ao intestino 

grosso, sendo mais frequentes em porções do cólon espiral. Diferenças significativas foram 

observadas entre os grupos NEG, ATY e o grupo VIR (Tabela 2). Nove e quatro animais dos 

grupos VIR e ATYP, respectivamente, apresentaram alterações macroscópicas (Tabela 1) 

caracterizadas por muco luminal, hemorragia de mucosa, necrose e/ou exsudato fibrinoso 

(Figura 1).  

 Desses animais, um do grupo VIR (#16 – Edema, hemorragia, espessamento e necrose 

de mucosa difusa acentuada) e dois do grupo ATY (#24 – Edema, hemorragia e espessamento 

de mucosa multifocal moderado e #26 – Edema e hiperemia de mucosa multifocal moderado) 

tiveram lesões macroscópicas, porém não foram observados sinais clínicos. 
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Figura 1. Lesões macroscópicas no cólon espiral. (a,b) Cepa virulenta, muco luminal excessivo, 

exsudato fibrinonecrótico e hemorragia de mucosa difusa acentuada; (c) Cepa atípica, muco 

luminal e hemorragia de mucosa multifocal moderada; (d) Controle negativo, sem lesões. 

 

3.2.2. Lesões microscópicas 

 As diferenças estatísticas encontradas na análise histopatológica de cada grupo estão 

resumidas na Tabela 2. No grupo VIR foram encontradas lesões microscópicas com 

intensidades difusa acentuada, moderada e discreta em 9, 5 e 2 animais, respectivamente. Já o 

grupo ATYP apresentou escore elevado apenas no animal #25, que apresentou sinal clínico 

durante o período de avaliação. Os animais que apresentaram lesões macroscópicas na necropsia 

obtiveram escore moderado na microscopia (Figura 2). No grupo NEG, na análise do intestino 

grosso, dois animais apresentaram infiltrado inflamatório discreto, com soma dos escores igual 

a 1. 

 Na análise das secções de intestino delgado e linfonodos mesentéricos, não foram 

observadas alterações significativas. 

 

a b 

c d 
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Figura 2. Lesões microscópicas no cólon de suínos inoculados com Brachyspira 

hyodysenteriae. (a) H&E – Controle negativo, ausência de lesões; (b) H&E – Cepa virulenta, 

hiperplasia, necrose e desprendimento do epitélio, e infiltrado inflamatório neutrofílico 

acentuado; (c) H&E – Cepa atípica, hiperemia, necrose e desprendimento do epitélio, infiltrado 

inflamatório moderado; (d) FISH – Cepa atípica, marcação de espiroquetas na borda apical e no 

interior de enterócitos (seta). H&E: coloração de hematoxilina e eosina; FISH: Hibridização 

fluorescente in situ. 

 

3.2.3. Hibridização fluorescente in situ  

 Os animais que apresentaram lesões macroscópicas e microscópicas significativas 

foram positivos para a marcação de B. hyodysenteriae na técnica FISH (Tabela 1). Todos os 

animais restantes foram negativos. 

 

3.3. qPCR 

A primeira positividade de eliminação pela qPCR de B. hyodysenteriae nas fezes dos 

animais do grupo VIR foi do animal #2 no 5
o
 DPI e no último dia de avaliação, 11/16 animais 

foram diagnosticados por essa técnica, considerando os positivos no final do período de 

avaliação e os três animais que foram sacrificados antes do final do experimento. No grupo 

100 µm 

a b 

c d 
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ATYP, o animal #24 que apresentou sinal clínico no 15
o
 DPI, foi positivo pela qPCR a partir do 

mesmo dia e no final do período avaliado, outros quatro animais deste grupo apresentaram 

positividade entre o 15
o
 e 18

o
 DPI (Tabela 1), incluindo o animal #20 que não apresentou lesões 

macro ou microscópicas, ou marcação no FISH. Os valores de qPCR variaram de 8,5.10
3
 a 

5,9.10
8
 e 2,2.10

2
 a 2,5.10

7
 organismos por grama de fezes nos grupos VIR e ATYP, 

respectivamente. O grupo NEG não apresentou excreção pelas fezes pela análise da qPCR para 

B. hyodysenteriae durante todo o período de avaliação.  

 

3.4. Isolamento bacteriano 

O isolamento foi a técnica de detecção da B. hyodysenteriae mais sensível de todas as 

metodologias empregadas (Tabela 1). No grupo VIR o isolamento da espiroqueta foi 

correlacionado com o início da detecção pela qPCR no animal #2 no 5
o
 DPI e no fim do período 

avaliado. Nesse grupo foram obtidos 14 isolados dos 16 animais. Já no grupo ATY, o primeiro 

isolado foi obtido das fezes do animal #24 no 11
o
 DPI e um total de 7 isolamentos dos 15 

animais avaliados. Nenhum crescimento de B. hyodysenteriae das amostras coletadas foi 

observado no grupo NEG em todo período avaliado.  

Não foram observados crescimento de outras bactérias patogênicas, particularmente E. 

coli enterotoxigênica e Salmonella sp., nos meios de cultivo seletivo utilizados. 

 

4. DISCUSSÃO 

Isolados atípicos de B. hyodysenteriae foram previamente descritos em diferentes 

estudos (Lysons et al., 1982; Thomson et al., 2001; Hampson et al., 2015). Em trabalhos mais 

recentes, há descrições de B. hyodysenteriae obtidas de rebanhos aparentemente saudáveis e de 

animais sem sinais clínicos (Hampson et al., 1992; Hampson et al., 2016; La et al., 2016b).  

São poucos os trabalhos realizando inoculações experimentais para avaliar a 

patogenicidade dessas cepas. Na presente avaliação, o grupo VIR iniciou o quadro clínico de 

diarreia muco hemorrágica sete dias após a inoculação, com morbidade de 62,5% no 18 DPI. 

Esses achados corroboram o observado por Wilcock et al. (1979) onde sinais clínicos foram 

observados 7–10 DPI, com morbidade de 90% após três semanas. Três animais foram 

sacrificados devido às condições debilitantes causadas pela cepa VIR, demonstrando maior 

patogenicidade quando comparada com a cepa ATYP. Em inoculação in vivo em suínos com 

três cepas atípicas, Lysons et al., 1982 não observaram sinais clínicos da doença em duas cepas 

utilizadas, mesmo com a colonização confirmada com a positividade nas fezes. Nesta avaliação, 

com a inoculação da cepa ATY apenas um animal apresentou diarreia muco hemorrágica no 15 

DPI, demonstrando diferença no desencadeamento da doença clínica entre os grupos. 

A patogênese da DS é complexa e pouco conhecida, principalmente pelo fato da doença 

ser multifatorial. A infecção depende de outras espécies de bactérias anaeróbias no intestino 

grosso, as quais contribuem para a colonização, induzem inflamação extensa e necrose da 

superfície epitelial do ceco e do cólon desencadeando a disenteria (Meyer et al., 1974; Hampson 
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et al., 2012). Diversos fatores de virulência têm sido descritos para B. hyodysenteriae, incluindo 

quimiotaxia, motilidade, aderência, produção de hemolisina e atividade endotóxica de 

lipooligossacarídeo (LOS) (Hampson et al., 2010; Alvarez‑Ordóñez et al., 2013). 

A beta hemólise da B. hyodysenteriae em ágar sangue é sugerida como um dos 

principais indicadores de virulência de isolados clínicos de suínos (Burrough et al. 2012). Na 

análise do genoma completo da B. hyodysenteriae sete potenciais genes de hemolisinas são 

descritos (Bellgard et al., 2009). E o papel na patogênese da doença tem sido avaliado em 

diversos estudos, porém, apesar de estar associada no desencadeamento de lesões intestinais, 

sua atividade principalmente in vivo, ainda não é totalmente elucidada (ter Huurne et al., 1993; 

ter Huurne et al., 1994; Hyatt et al., 1994). Thomson et al. (2001) e Lysons et al. (1982), 

comparado cepas virulentas e potencialmente de baixa virulência, relatam fraca hemólise nas 

últimas. Estudos da capacidade hemolítica in vitro descrevem diferenças na intensidade 

hemolítica entre cepas de B. hyodysenteriae (Mahu et al., 2016). No entanto, analisando 

isolados recuperados de granjas aparentemente saudáveis e sem sinais clínicos de DS não são 

observadas diferenças genéticas e fenotípicas da hemólise em comparação aos isoladas de 

animais clinicamente afetados (La et al., 2016b). No presente estudo, ambos os isolados VIR e 

ATY apresentavam as mesmas características fenotípicas de forte hemólise em ágar sangue e 

genotípica pelo método MLST. Essas informações são importantes pois demonstram que a 

hemólise em ágar sangue e determinadas características moleculares não são suficientes para 

determinar a patogenicidade da B. hyodysenteriae.  

O isolamento quando comparado a detecção pela PCR convencional é considerado 

padrão ouro no diagnóstico etiológico de B. hyodysenteriae (Råsbäck et al., 2006). No presente 

estudo, o isolamento da B. hyodysenteriae em meio de ágar seletivo também foi o que 

apresentou maior sensibilidade de diagnóstico, sendo positivo em 14/16 e 7/15 nos grupos VIR 

e ATY, respectivamente. Na necropsia, raspado de cólon foi o que apresentou maior índice de 

isolamento, 15 comparado com 7 do ceco. Esse achado demonstra que o isolamento consiste na 

melhor forma de diagnóstico da espiroqueta quando comparada com sinais clínicos, qPCR, 

lesões macroscópicas, histologia e FISH. 

 Os achados de necropsia caracterizados por colite mucoide ou muco hemorrágica e 

tiflite muco fibrinosa são consistentes com outros estudos descrevendo as lesões de DS (Rubin 

et al., 2013). As lesões observadas limitaram-se ao intestino grosso, sendo mais frequentes em 

porções do cólon espiral e em seguida no ceco. Lesões microscópicas de inflamação, necrose, 

hemorragia, hiperplasia de células caliciformes e abscessos de cripta identificadas nas análises 

deste estudo, estão de acordo com as descritas em DS (Rubin et al., 2013; Wilcock et al., 1979). 

Na presente avaliação, a soma dos escores avaliados quando moderados a acentuados (>5), 

apresentaram correlação com a presença de lesões macroscópicas e a proporção de bactérias 

marcadas pela técnica FISH (Tabela 1). La et al. (2016b) relatam isolamento de B. 

hyodysenteriae em suínos sem sinais clínicos e na avaliação histológica intestinal de três 

animais não foram observadas lesões sugestivas de DS. No presente estudo, a presença de 

espiroquetas na análise histológica foi correlacionada com lesões macroscópicas e 

microscópicas mais acentuadas. 
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São escassas as informações da patogênese in vivo de cepas atípicas ou isoladas de 

animais sem sinais da doença. O isolado ATY do presente estudo foi obtido de uma granja de 

alto status sanitário e sem a utilização de antibióticos que poderiam mascarar sinais da doença. 

Na inoculação in vivo deste isolado foi observado que, apesar de diferenças no número de 

animais afetados e início dos sinais clínicos, essas cepas podem colonizar, induzir lesões e 

sinais clínicos característicos de DS. A concentração dos inóculos administrados e a composição 

da dieta de ambos os grupos foram semelhantes, sendo descartados esses fatores, considerados 

como principais associados ao desencadeamento da doença. 

Apesar de relatado, não se sabe quanto tempo a colonização subclínica pode persistir 

em um plantel, levando à suposição de que outros rebanhos aparentemente saudáveis podem ser 

colonizados de forma semelhante, mas permanecem não diagnosticados. Fato importante, 

principalmente quando ocorrem em granjas de reprodutores de alto status sanitário, pois podem 

carrear a espiroqueta para outros rebanhos e desencadear a doença em condições em que há 

maiores desafios sanitários e de manejo (La et al., 2016b).  

Estudos recentes (Song et al., 2015; Hampson et al., 2016) demonstram o esforço para 

desenvolver um teste sorológico usando proteínas recombinantes principalmente para resolver o 

problema dos rebanhos subclinicamente infectados. Esta poderia ser uma futura ferramenta 

importante para detectar rebanhos positivos de B. hyodysenteriae sem sinais de DS. Contudo, a 

variação genética e as diferenças significativas nas proteínas antigénicas são limitações 

significativas para o desenvolvimento de um teste sorológico globalmente aplicável (Guedes, 

2017). 

As hipóteses para explicar a presença da cepa ATYP isolada de animal aparentemente 

saudável em um rebanho sem nenhum indicativo clínico de DS, mas que desencadeou doença 

clínica em um animal experimentalmente inoculado no presente estudo poderiam ser: 1) pelo 

fato de que o plantel de origem possui alto status sanitário com menos desafios do que um 

rebanho comercial, fator que pode ter influenciado a colonização da espiroqueta e 

desenvolvimento da doença; 2) a dose mínima infectante fosse baixa ou; 3) se trata de uma cepa 

de baixa patogenicidade que poderia se tornar patogênica em um rebanho comercial com 

problemas relacionados ao fluxo de suínos, maiores desafios sanitários e densidade de suínos. 

Na presente inoculação, as diferenças foram significativas em todas as variáveis 

analisadas. É de suma importância o desenvolvimento de estudos aprofundados sobre 

características patogênicas das cepas atípicas e isoladas de animais sem sinais clínicos para 

elucidar os mecanismos da patogênese e determinar quais métodos de diagnóstico seriam 

eficientes para serem empregados nas monitorias sanitárias para estabelecer procedimentos de 

contingência a serem adotados. Neste sentido, análises futuras que podem ser realizadas incluem 

avaliação do microbioma e sequenciamento do genoma completo dos dois grupos para 

comparação. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A disenteria suína é uma doença emergente no Brasil, presente nas principais regiões 

produtoras de suínos do país. Com a tipificação através da técnica de sequenciamento de 

múltiplos locus gênicos (MLST) das amostras brasileiras de B. hyodysenteriae foram 

observados perfis genéticos distintos dos já descritos no banco de dados moleculares para o 

gênero Brachyspira no mundo. Além disso, os isolados dos diversos estados brasileiros obtidos 

em diferentes períodos de tempo apresentaram conexão epidemiológica, demonstrando que a 

transmissão do agente ocorreu entre as diferentes regiões. 

A caracterização da estirpe de B. hyodysenteriae isolada de um rebanho sem sinais 

clínico demonstrou não haver diferenças moleculares na tipificação através da análise MLST. 

Porém, na inoculação experimental de suínos com a cepa atípica comparada com um isolado 

patogênico, foram observadas diferenças entre os grupos no início dos sinais clínicos, número 

de animais afetados e lesões macroscópicas e microscópicas. Os resultados confirmam 

diferenças na patogenicidade entre cepas isoladas de animais sadios e com disenteria.  

Estudos futuros com o sequenciamento do genoma completo e microbioma fecal dos 

animais inoculados com essas estirpes de B. hyodysenteriae atípicas e patogênicas são 

necessários para elucidar possíveis diferenças moleculares entre esses isolados. 


