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RESUMO

Bactérias do género Brachyspira podem ocasionar enfermidades entéricas em
aves e a correta identificagdo se faz necessario tendo em vista que algumas
espécies nao sao patogénicas. Devido a caracteristica fastidiosa de crescimento e a
sua importancia na agroindustria comercial, técnicas de identificacdo rapidas e
eficazes se fazem necessarias. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da
técnica de hibridizagao fluorescente in situ (FISH) para o diagndstico de Brachyspira
pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira intermedia utilizando amostras
de ceco de aves de postura comercial e matrizes comerciais fixadas em formol.
Foram coletadas amostras de 112 aves com idade entre 35 e 82 semanas, sendo 42
oriundas de granjas de galinhas de postura comercial e 70 de granjas de matrizes de
corte. Para avaliagcao primeiramente procedeu-se ao isolamento bacteriano a partir
das fezes, técnica ouro para identificacdo do agente. As amostras positivas foram
submetidas a qPCR para identificagdo de espécies patogénicas. Posteriormente,
segmentos formolizados de ceco, dessas mesmas aves, foram processados pela
técnica de FISH utilizando sondas marcadas de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira intermedia. A comparagao dos dados encontrados foi
realizada através do teste ndao paramétrico de qui-quadrado. Das 112 amostras
foram obtidos 40 isolamentos caracteristicos de Brachyspira e destes, no qPCR, 14
identificadas como B. hyodysenteriae e 7 como Brachyspira intermedia, 2 foram
positivas para ambas e 21 nao foram caracterizadas. Na FISH 52 amostras foram
positivas para Brachyspira sp, 22 para B. hyodysenteriae, 28 para B. intermedia, 7
para B. pilosicoli e 8 amostras foram positivas para duas espécies. A avaliacao
estatistica revelou que a técnica de FISH foi capaz de indicar maior numero de aves
positivos quando comparada ao isolamento bacteriano e a gPCR, inclusive
revelando aves positivos para B. pilosicoli que nao tinham sido identificados
anteriormente. Dessa forma conclui-se que a FISH apresentou-se eficaz na
identificagcdo das Brachyspiras avaliadas servindo assim como uma ferramenta
rapida e eficiente para o diagnéstico.

Palavras-chave: Espiroquetose intestinal aviaria. Hibridizacao fluorescente in
situ. Brachyspira.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Brachyspira can cause enteric diseases in birds and its
correct identification is necessary because some species are nonpathogenic. Due to
the fastidious growth characteristic and importance of these bacteria in agroindustry,
fast and effective identification techniques are required. The objective of this study
was to evaluate the effectiveness of the Fluorescent in situ Hybridization technique
(FISH) for diagnosis of the Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae, and
Brachyspira intermedia, using formalin-fixed samples from the cecum of laying hens
and commercial matrices. Samples were collected from 112 animals with age from
35 to 82 weeks, being 42 from commercial farm laying hens and 70 from broiler
matrices farm. Firstly, the bacterial isolation was made from feces, which is a gold
technique for microorganism identification. The samples were submitted to qPCR for
identification of pathogenic species. Subsequently, the cecal fragments fixed with
formalin, from the same birds, were processed through FISH technique, using
marked probes of Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae, and
Brachyspira intermedia. A comparison of the obtained data was performed through
chi-square non-parametric test. From the 112 samples, it was obtained 40 bacterial
isolates characteristic of Brachyspira. From that, gPCR identified 14 as B.
hyodysenteriae and seven as Brachyspira intermedia, two samples were positive for
both and 21 were no characterized. In FISH, 52 samples were positive for
Brachyspira sp., 22 for B. hyodysenteriae, 28 for B. intermedia, 7 for B. pilosicoli and
eight samples were positive for two bacterial species. The statistical evaluation
showed that using the FISH technique it was possible to identify a greater number of
positive animals in comparison with bacterial isolation and gPCR, inclusive identifying
positive animals for B. pilosicoli, which were not identified before. Therefore, it is
concluded that the FISH technique is efficient for identification of the Brachyspira
species evaluated in this study as well as is a fast and efficient tool for the diagnosis.

Key-words: Fluorescent in situ hybridization. Avian intestinal spirochaetosis.
Brachyspira.
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1 INTRODUGAO

No ano de 2016 o Brasil produziu 12,90 mil toneladas de carne de frango e
deste total foram exportadas 4,384 mil toneladas. Neste mercado, o Parana ocupou
local de destaque sendo o responsavel por 35,85% das exportagdes (ABPA, 2016).
Tendo em vista a importancia que este mercado possui para o pais, o controle
sanitario € peca fundamental na produgao, assim se faz necessario o controle de
agentes com potencial patogénico.

Bactérias do género Brachyspira podem causar doengas entéricas
principalmente em suinos e aves, além disto, possui carater zoonético, pois afetam
humanos. Dentre as sete espécies de Brachyspira que sao conhecidas atualmente,
sdo consideradas patogénicas para aves a B. intermedia, B pilosicoli, B.
hyodysenteriae e B. alvinipulli, aonde mais de uma espécie pode estar ocasionando
a enfermidade concomitantemente (SONG e HAMPSON, 2009; MAPPLEY et al.,
2014).

Em aves ela é responsavel pela espiroquetose intestinal aviaria (EIA)
(MAPPLEY et al., 2014). As principais causadoras sdo as B. intermedia e B.
pilosicoli (STEPHENS e HAMPSON, 1999; BANO et al., 2008), em menor frequéncia
a B. alvinipulli (PHILLIPS et al., 2006; FEBERWEE et al., 2008), os sinais que
podem aparecer sao diarreia crénica, perda de peso, baixa producido de ovos e ovos
sujos de fezes (MEDHANIEA et al., 2013). Histologicamente, podem apresentar tiflite
linfoplasmocitica, hiperplasia de criptas, erosao epitelial, infiltrado leve a moderado
de macréfagos e heterdéfilos na lamina propria e aumento do numero de células
caliciformes (SHIVAPRASAD e DUHAMEL, 2005; FEBERWEE et al., 2008).

A B. hyodysenteriae esta associada a ocorréncia de tiflites severas em emas
(Rhea americana) naturalmente infectadas, sendo a mesma espiroqueta causadora
da disenteria suina (JENSEN; STANTON; SWAYNE, 1996).

A capacidade de transmissdo de Brachyspira sp. entre espécies foi
verificada entre aves, suinos e roedores, e todos eles podem ser colonizados a partir
de uma fonte ambiental comum. Ratos e camundongos podem atuar na transmissao
da B. hyodysenteriae e B. pilosicoli, que sdo agentes causadores da EIA em aves e,
em suinos, a disenteria suina e colite espiroquetal, respectivamente. Devem ser
levado em conta os programas de controle de roedores em granjas, pois eles podem
manter a bactéria dentro da granja apds a retirada de lotes ou até mesmo carrear o
agente entre granjas (BACKHANS et al., 2011).
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A colonizagcdo por Brachyspira € significativamente maior em aves mais
velhas, sugerindo que apdés uma infecgao inicial a populagdo bacteriana aumenta
com o passar do tempo. Assim testes rotineiros para detecgao precoce poderiam ser
utilizados para serem tomadas as medidas necessarias para o controle do agente
dentro das propriedades avicolas minimizando futuras perdas econbémicas
(PHILLIPS et al., 2005; MEDHANIE et al., 2013).

A prevaléncia de Brachyspira sp. em aves relatada na lItalia foi de 72,4% em
granjas de postura sendo que 31% destas amostras eram patogénicas (BANO et al.
2008). Na Australia, a prevaléncia encontrada foi de 42% em frangos de corte e 68%
em poedeiras (STEPHENS et al., 1999). Recentemente na Argentina foi encontrado
positividade entre 50 a 65% nas granjas de poedeiras avaliadas (ILLANES et al.,
2016).

O diagnéstico laboratorial tradicional de Brachyspira sp. é realizado através
de cultura e provas bioquimicas. No entanto, estes métodos sio trabalhosos e
demorados, podendo levar até 40 dias para obter-se o resultado. Além disso, a
identificacdo da espécie por parametros bioquimicos podem ser dificultada com o
fraco crescimento das colénias puras ou por uma microbiota acompanhante (BOYE
et al., 1998; RASBACK et al., 2006). Sendo que em alguns casos, ndo é possivel
realizar a identificagdo da espécie em amostras positivas (ILLANES et al., 2016).
Assim métodos alternativos para o diagnostico de Brachyspira sp. vem sendo
desenvolvidos e testados entre as diferentes espécies afetadas (BOYE et al., 1998;
JENSEN et al., 2000; PHILLIPS et al., 2005; PHILLIPS et al., 2006; RASBACK et al.,
2006; SCHMIEDEL et al., 2009; SONG e HAMPSON, 2009; JENSEN et al., 2010;
BURROUGH et al., 2013; WILBERTS et al., 2015).

A técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) possui a caracteristica
de ser rapida e sensivel, e possibilita a identificacdo no corte histolégico do agente,
sua localizagdo, numero e morfologia das células bacterianas, utilizando tecidos
fixados em formol. Embora a sua aplicagcdo seja rapida e barata, controles
minuciosos sao fundamentais para garantir a qualidade dos resultados. Portanto, o
desenvolvimento e avaliacdo da técnica devem ser realizados por laboratérios de
referéncia especializados com equipamentos para cultura, bem como técnicas
moleculares (BOYE et al., 1998; MOTER e GOBEL, 2000).

A técnica de FISH detecta sequéncias de acidos nucleicos com uma sonda

marcada com fluorescéncia, que se hibridiza especificamente com a sua sequéncia
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alvo complementar no interior da célula intacta. Na microbiologia as areas mais
utilizadas para a sintese de sondas sao as porcoes 16S rRNA devido a sua
preservacgao e estabilidade genética. As sondas utilizadas s&o produzidas utilizando-
se sequéncias exclusivas que permitem a identificacdo de um género especifico,
espécie especifica chegando até mesmo a um nivel intraespécie especifico (MOTER
e GOBEL, 2000; SCHMIEDEL et al., 2009).

As principais fases do FISH sdo as seguintes: Fixacdo do material a ser
testado, procedimento essencial, pois evita a degradagcado do material genética alvo
da técnica. Preparacdo do material e pré-tratamento que consiste nas fases de
emblocamento, corte histolégico e desparafinizagdo. Hibridizagdo, aonde vai ocorrer
o anelamento da sonda com a sequéncia alvo do tecido avaliado, este procedimento
€ realizado em uma camara umida escura em temperatura controlada, esta etapa
leva de minutos a algumas horas dependendo do tipo de sonda utilizada, finaliza-se
lavando as léaminas a fim de retirar as sondas que ndo se ligaram ao material,
desidratacdo e montagem das Iaminas. Visualizagdo é a ultima etapa que deve ser
feita em um microscopio fluorescente (MOTER e GOBEL, 2000).

A utilizacao da técnica de FISH em intestino de suinos fixados em formol
apresentou aplicabilidade da técnica para a identificacdo de B. pilosicoli, aonde a
identificacdo correta da espécie da Brachyspira € essencial, pois ha espécies nao
patogénicas, porém, de ocorréncia comensal (JENSEN et al., 2010).

Em humanos a técnica de FISH foi realizada em bidpsias intestinais com
sucesso para o diagnostico da espiroquetose intestinal humana, doenga causada
principalmente pela Brashyspira pilosicoli e que raramente pode ser causada pela
Brachyspira aalborgi. Neste caso a técnica de FISH isolada foi suficiente para
realizar o diagndstico. Ja o isolamento bacteriano, que demorou seis semanas para
ser realizado, ainda necessitou de técnicas auxiliares como o PCR para confirmar as
estirpes (SCHMIEDEL et al., 2009; ROJAS et al., 2017).

A comparagcao entre as técnicas de qPCR e FISH onde buscou-se a
identificacdo de Brachyspira sp. utilizando fezes, aprsentaram niveis de detecgao
semelhantes comparando a gPCR com fezes frescas e FISH utilizando fezes fixadas
em formol. A técnica de FISH falhou quando se utilizou fezes fresca, pois o formol
utilizado para fixagao preserva a integridade celular e evita a degradagéo dos acidos
nucleicos necessarios para a técnica, no entanto o qPCR quando executado com

amostras fixadas em formol raramente apresenta positividade, pois o formol inibe o
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acesso iniciador do PCR. Desta maneira, amostras fixadas em formol sdo mais
adequadas para a utilizagdo na FISH (WILBERTS et al., 2015).

Devido a necessidade de métodos alternativos para o diagndstico de
Brachyspiras sp. em aves tendo em vista a morosidade da cultura, considerando que
regides produtoras de aves no Brasil muitas vezes ficam afastados dos centros de
diagndstico e a limitagao logistica acaba dificultando a remessa de amostras viaveis
para a cultura microbioldgica, desta forma amostra fixadas em formol possuem a
vantagem de se manterem viaveis por um longo periodo possibilitando a chegada
até o centro de diagnéstico. Portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia
da técnica de FISH em amostras de intestino de aves fixadas em formol para a
deteccdo de Brachyspira sp, B. pilosicoli, B. intermedia e B. hyodysenteriae.

A presente dissertagdo apresentasse em capitulo unico no formato de artigo

a ser submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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2 CAPITULO 1

Artigo intitulado: Diagndstico de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira intermedia em aves de postura comercial e matrizes

comerciais pela técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH
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Diagnéstico de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira intermedia
em aves de postura comercial e matrizes comerciais pela técnica de hibridizacao fluorescente in
situ (FISH)

Leonardo Gruchouskei?*, Thiago Goulart3, Jessica Goncalves3, Jodo Cavasin3, Monica R. de Matos3,
Mayane Faccin3, Aline de M. Viott3

ABSTRACT.- Gruchouskei L., Goulart T., Gongalves ]., Cavasin ]., Matos M.R,, Faccin M & Viott AM. 2017. [
Nome do artigo em inglés ] Diagnéstico de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae e
Brachyspira intermedia em aves de postura e matrizes comerciais pela técnica de hibridizacao
fluorescente in situ (FISH). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratoério de Anatomia e
Patologia Veterinaria, Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, Av. Edmunddo
Gaievski 1000, Realeza, PR 85770-000, Brazil. E-mail: leonardo.gruchouskei@uffs.edu.br

Bacteria of the genus Brachyspira can cause enteric diseases in birds and its correct identification
is necessary because some species are nonpathogenic. Due to the fastidious growth characteristic and
importance of these bacteria in agroindustry, fast and effective identification techniques are required. The
objective of this study was to evaluate the effectiveness of the Fluorescent in Situ Hybridization technique
(FISH) for diagnosis of the Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae, and Brachyspira intermedia,
using formalin-fixed samples from the cecum of laying hens and commercial matrices. Samples were
collected from 112 animals with age from 35 to 82 weeks, being 42 from the commercial farm of laying
hens and 70 from broiler matrices farm. Firstly, the bacterial isolation was made from feces, which is a
gold technique for microorganism identification. The samples were submitted to qPCR for identification of
pathogenic species. Subsequently, the cecal fragments fixed with formalin, from the same birds, were
processed through FISH technique, using marked probes of Brachyspira pilosicoli, Brachyspira
hyodysenteriae, and Brachyspira intermedia. A comparison of the obtained data was performed through
chi-square non-parametric test. From the 112 samples, it was obtained 40 bacterial isolates characteristic
of Brachyspira. From that, qPCR identified 14 as B. hyodysenteriae and seven as Brachyspira intermedia,
two samples were positive for both and 21 were no characterized. In FISH, 52 samples were positive for
Brachyspira sp., 22 for B. hyodysenteriae, 28 for B. intermedia, 7 for B. pilosicoli and eight samples were
positive for two bacterial species. The statistical evaluation showed that using the FISH technique it was
possible to identify a greater number of positive animals in comparison with bacterial isolation and qPCR,
inclusive identifying positive animals for B. pilosicoli, which were not identified before. Therefore, it is
concluded that the FISH technique is efficient for identification of the Brachyspira species evaluated in this
study as well as is a fast and efficient tool for the diagnosis.
INDEX TERMS: Fluorescent in situ hybridization, avian intestinal spirochaetosis, laying hens, broiler
breeders.

RESUMO.- Bactérias do género Brachyspira podem ocasionar enfermidades entéricas em aves e a correta
identificacdo se faz necessaria, tendo em vista que algumas espécies ndo sdo patogénicas. Devido a
caracteristica fastidiosa de crescimento e a sua importincia na agroindustria comercial técnicas de
identificacdo rapida e eficazes se fazem necessarias. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da
técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) para o diagndstico de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira intermedia utilizando amostras de ceco de aves de postura e matrizes
comerciais fixados em formol. Foram coletadas amostras de 112 aves com idade entre 35 e 82 semanas,
sendo 42 de granjas de postura comercial e 70 de granjas de matrizes de corte. Para avaliacdo
primeiramente procedeu-se ao isolamento bacteriano a partir das fezes, técnica ouro para identificacao do
agente. As amostras positivas foram submetidas a qPCR para identificacdo de espécies patogénicas.
Posteriormente, segmentos formolizados de ceco, dessas mesmas aves, foram processados pela técnica de
FISH utilizando sondas marcadas de Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira
intermedia. A comparagdo dos dados encontrados foi realizada através do teste ndo paramétrico de qui-
quadrado. Das 112 amostras foram obtidos 40 isolamentos caracteristicos de Brachyspira e destes na
gPCR 14 identificadas como B. hyodysenteriae e 7 como Brachyspira intermedia, 2 amostras foram
positivas para ambas e 21 ndo foram caracterizadas, na técnica de FISH 52 amostras foram positivas para
Brachyspira sp. 22 para B. hyodysenteriae, 28 para B. intermedia, 7 para B. pilosicoli e 8 amostras foram
positivas para duas espécies. A avaliacdo estatistica revelou que a técnica de FISH foi capaz de indicar
maior nimero de aves positivas quando comparada ao isolamento bacteriano e a qPCR, inclusive
revelando aves positivas para B. pilosicoli que ndo tinham sido identificados anteriormente. Dessa forma
conclui-se que a técnica de FISH apresentou-se eficiente para identificacdo das Brachyspiras avaliadas
servindo assim como uma ferramenta rapida e eficiente para o diagnoéstico.
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TERMOS DE INDEXACAO: Hibridizacdo Fluorescente in situ, espiroquetose intestinal aviaria, aves de
postura, matriz de corte.

3 INTRODUCAO

Bactérias do género Brachyspira podem causar doenga entérica principalmente em aves e suinos,
além disto, possui carater zoondtico. Quatro espécies de Brachyspira sdo consideradas patogénicas para
aves sendo elas a Brachyspira intermedia, Brachyspira pilosicoli, Brachyspira alvinipulli e a Brachyspira
hyodysenteriae aonde pode estar envolvida uma ou mais espécies concomitantemente (Song & Hampson
2009, Mappley et al. 2014). A capacidade de transmissao de Brachyspira sp. entre espécie foi verificada
entre aves, suinos e roedores, e todos eles podem ser colonizados a partir de uma fonte ambiental comum,
desta forma ratos e camundongos podem atuar na transmissdo da B. pilosicoli e B. hyodysenteriae,
mantendo a bactéria nas granjas entre os lotes (Backhans et al. 2011).

Em aves a Brachyspira sp. esta associada a uma condi¢do clinica conhecida como espiroquetose
intestinal aviaria (EIA), que pode causar diarreia crénica, perda de peso, baixa producdo de ovos e ovos
sujos de fezes (Medhaniea et al. 2013). Podendo apresentar tiflite linfoplasmocitica, hiperplasia de criptas,
erosdo epitelial e aumento do nimero de células caliciformes (Shivaprasad & Duhamel 2005; Feberwee et
al. 2008). As principais causadoras sdo as B. intermedia e B. pilosicoli (Stephens & Hampson 1999, Bano et
al. 2008) e em menor frequéncia a B. alvinipulli (Phillips et al. 2006, Feberwee et al. 2008).

A colonizagdo por Brachyspira é significativamente maior em aves mais velhos, sugerindo que
apo6s uma infecgdo inicial a populacdo bacteriana aumenta com o passar do tempo. Assim testes rotineiros
para deteccdo precoce poderiam ser utilizados e serem tomadas as medidas necessarias para o controle
do agente dentro das propriedades avicolas minimizando futuras perdas econdmicas (Phillips et al. 2005,
Medhanie et al. 2013).

Diversos paises produtores de aves ja constataram a ocorréncia de Brachyspira sp. as producoes.
Na Italia a presenca de Brachyspira foi de 72,4% em granjas de postura sendo que 31% destas amostras
eram patogénicas (Bano et al. 2008), na Austrdlia a prevaléncia encontrada foi de 42% em frangos de
corte e 68% em poedeiras (Stephens & Hampson 1999) e recentemente na Argentina foi encontrado
positividade entre 50 a 65% nas granjas de poedeiras avaliadas (Illanes et al. 2016).

0 diagnostico laboratorial tradicional de Brachyspira spp. é realizado através de cultura e provas
bioquimicas. No entanto, estes métodos sdo trabalhosos e demorados, podendo levar até 40 dias para se
obter o resultado, além disso, a identificagio da espécie por parametros bioquimicos podem ser
dificultada com o fraco crescimento das colonias puras ou por uma micribiota acompanhante (Boye et al.
1998, Rasback et al. 2006). Sendo que em alguns casos nido é possivel realizar a identificacdo da espécie
em amostras positivas (Illanes et al., 2016). Assim métodos alternativos para o diagndstico de Brachyspira
spp. vem sendo desenvolvidos e testados entre as diferentes espécies afetadas (Boye et al. 1998, Jensen et
al. 2000, Phillips et al. 2005, Phillips et al. 2006, Rasback et al. 2006, Schmiedel et al. 2009, Song &
Hampson 2009, Jensen et al. 2010, Burrough et al. 2013, Wilberts et al. 2015).

A técnica de hibridizagao fluorescente in situ (FISH) é rapida e sensivel além de possibilitar a
identificacdo e localizacdo do agente. A FISH ainda permite que se avalie o nimero e morfologia das
células bacterianas, além de identificar as espécies, utilizando tecidos fixados em formol. Com a
capacidade de detectar a presenca de uma célula especifica na presenca de 10¢ celulas as quais nido sdo
alvo. FISH detecta sequéncias de acidos nucleicos com uma sonda marcada com um agente fluorescente
que se hibridiza especificamente com a sua sequéncia alvo complementar no interior da célula intacta. Na
microbiologia as areas mais utilizadas sdo as por¢des do gene 16S rRNA devido a sua preservacdo e
estabilidade genética. As sondas testadas sdo produzidas a partir de sequéncias exclusivas que permitem a
identificacdo de um género especifico, espécie especifica chegando até mesmo a um nivel intraespécie
especifico (Amann et al. 1995, Boye et al. 1998, Moter & Gobel 2000, Schmiedel et al. 2009).

Na avaliacdo de Brachyspira sp. em fezes, os niveis de deteccdo sdo semelhantes quando
comparando a qPCR utilizando fezes frescas e FISH utilizando fezes fixadas em formol. A técnica de FISH
falhou na utilizacdo de fezes fresca, pois o formol utilizado para fixagao evitou a degradacao dos acidos
nucleicos alvos da técnica, no entanto o qPCR quando executado com amostras fixadas em formol
raramente apresentou positividade, pois o formol inibi a reagdo de PCR. Desta maneira amostras fixadas
em formol sdo mais adequadas para a utilizacdo na FISH (Wilberts et al. 2015).

Este estudo avaliou a eficiéncia da técnica de FISH em amostras de ceco de poedeiras comerciais
fixadas em formol para a deteccao de B. pilosicoli, B. intermedia e B. hyodysenteriae, comparado com a
técnica de cultura de fezes fresca com posterior confirmacao da espécie através da qPCR.

4 MATERIAL E METODOS
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Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da
Universidade Federal do Parana com o protocolo CEUA/Palotina 06/2017.

4.1 Amostras

Ao total foram coletadas 112 amostras sendo 42 oriundas de granjas de galinhas de postura
comercial e 70 de granjas de matrizes de corte. A idade das aves variou entre 35 a 82 semanas. Foram
realizados swabs de cloaca em aves escolhidas aleatoriamente ao longo do galpdo de aves com e sem
diarreia ou histérico de queda de postura. Os swabs coletados foram imediatamente acondicionadas em
caixa isotérmica com gelo e enviadas ao laboratério para o isolamento bacteriano. As aves foram
necropsiadas e fragmentos de ceco foram coletados e fixados em formol tamponado a 10% e
posteriormente processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina preconizada por Tolosa et al.
(2003).

4.2 Isolamento bacteriano

As amostras foram semeadas em meio seletivo para Brachyspira sp. composto por agar T.S.Y
(Agar de isolamento de anaerobiose microtrade KM 1000, Extrato de levedura OXOIDL0021 e Agar
triptona de soja DB 211043), suplementado com 5% de sangue ovino desfibrinado, Rinfampicina 100%
(Sigma R-3501), Espectiomicina 100% (Sigma S-9007), Vancomicina 100% ( Sigma V-2002) e Colistina
25.000 und (Sigma C-1511), e incubadas em jarras de anaerobiose, utilizando meios de anaerobiose
(Anaerobac - Probac do Brasil) a 42°C por 5 dias ou até evidenciacdo da hemdlise.

As amostras com crescimento de colonias suspeitas de Brachyspira sp. foram subcultivadas em
Agar de isolamento de anaerobiose (Microtrade KM 1000) suplementados com 5% de sangue ovino
desfibrinado, incubadas em condi¢des anaerébias utilizando meio de anaerobiose (Anaerobac - Probac do
Brasil) a 42°C por 7 dia. Posteriormente as coldnias foram acondicionadas em criotubos contendo Soro
Fetal Bovino e estocados a -80°C para posterior fenotipagem por qPCR.

4.3 qPCR (Reacao em cadeia da Polimerase em tempo)

As amostras foram analisadas em laboratério particular, utilizando primers descritos por La et al.
(2003) para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli, e para a B. intermedia a sequencia descrita por Phillips et al,,
(2005). O protocolo seguiu o preconizado por Song & Hampson (2009).

4.4 Hibridizac¢ao fluorescente in situ (FISH)

Para a realizacio da técnica de FISH, utilizou-se quatro sondas que foram testadas
individualmente em cada amostra, sendo uma sonda para o género Brachyspira e outras trés espécies
especifica sintetizadas comercialmente (Invitrogem), as sequéncias utilizadas foram a descrita por
Schmiedel et al. (2009) para B. spp. por¢ao alvo 16S rRNA sendo ela: ATTAGTCCATGTTTCCAT; as
descritas por Boye et al. (1998) para B. hyodysenteriae por¢ao 23S rRNA: CTCACGATGAACCTTCGAC e para
a B. pilosicoli por¢ao 16S rRNA: GCTCATCGTGAAGCGAAA; e a descrita por Phillips et al. (2006) para B.
intermedia por¢ao do gene nox: ATAAACATCAGGATCTTTGC. Todas foram marcadas com o fluorcromo
Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher) e com purificagio HPLC. Cortes histolégicos de 5um em laminas
silanizadas foram desparafinados em duas baterias de xilol por10 minutos cada, reidratados durante 5
minutos em cada uma das seguintes solu¢des etanol absoluto, etanol 90%, etanol 80%, etanol 70% e dgua
destilada. As laminas foram secas em temperatura ambiente para entdo serem montadas em Coverplates
(Thermo Fisher, cat n°72110017, Waltham, MA, USA) e encaixadas a uma ciamara de hibridizacdo
(Coverplate slide rack, Thermo Fisher, cat n°® 73310017, Waltham, MA, USA), cada lamina foi incubada
com 99ul de tampao de hibridizacdo (100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de dodecil sulfato de sédio)
adicionada de 1pl de solugdo contendo 100 ng de sonda, a 45°C por 16 horas. Apds esse periodo, as
laminas foram lavadas trés vezes com tampao de hibridizacdo pré-aquecido a 45°C, lavadas trés vezes com
solucdo de lavagem pré-aquecida a 45°C (100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl) e por ultimo lavadas em agua
ultrapura durante dois minutos e secas em estufa a 45°C. As laminas forma montadas utilizando meio de
montagem proprio para microscopia de fluorescéncia e imediatamente foi realizada a leitura em
microscopio de fluorescéncia (Olympus, FSX 100, Japdo) em filtro adequado para o fluorcromo, em
aumento de 40x.

4.5 Andlise estatistica

Os resultados foram comparados em quatro grupos sendo eles o isolamento contra técnica de
FISH B. sp., e as analises especificas de qPCR e FISH para as trés espécies B. hyodysenteriae, B. intermedia e
B. pilosicoli utilizando as amostras positivas no isolamento. O teste realizado foi o de qui-quadrado,
considerando p<0,05 estatisticamente significativo, utilizando o software SAS 9.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparacdo entre a técnica de Hibridizagdo Fluorescente in situ (FISH) e a qPCR, apartir das
amostras positivas no isolamento bacteriano, valores demonstrados no quadro 1, foi observado que a
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técnica de FISH foi estatisticamente superior para a identificacao das espécies B. pilosicoli e a B. intermedia
e ndo ocorreu diferenca significativa entre as técnicas para a B. hyodysenteriae.

Entre as amostras submetidas a qPCR, duas aves avaliadas apresentaram infec¢des mistas e em
21 delas ndo foi possivel definir a espécie entre as trés pesquisadas. Dentre as espécies patogénicas
descritas em aves, a B. alvinipulli é relatada em baixa frequéncia a campo, com poucos isolamentos e
surtos relatados na literatura (Phillips et al., 2005, Feberwee et al., 2008), ndo sendo alvo desse trabalho.
Apesar disso um grande numero de espécies apatogenicas de Brachyspira ja foram identificadas no
intestino de aves, entre elas a B. innocens, B. murdochii e a B. pulli (Feberwee et al., 2008) o que explica a
presenca de amostras nao caracterizadas nesse estudo.

As quatro sondas da técnica de Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) foram testadas
individualmente nas 112 amostras, e os resultados encontrados foram os seguintes; 52 amostras positivas
para a sonda Brachyspira spp, 22 amostras positivas para a sonda Brachyspira hyodesenteriae, 7 amostras
positivas para a sonda Brachyspira pilosicoli e 28 amostras positivas para a sonda Brachyspira intermedia,
44 amostras foram negativas para todas as sondas, 11 amostras foram positivas apenas para a sonda
Brachyspira spp. O nimero de amostras com infec¢cdo mista foi de cinco e para B. hyodysenteriae e B.
intermedia, uma para B. intermedia e B. pilosicoli e duas amostras para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli.
Hess et al. (2017), identificaram que aves podem se infectar com diferentes espécies de Brachyspira
durante a vida, ocorrendo uma mudanga das espécies ao longo do tempo. Isso decorre da introdugdo de
diferentes espécies do ambiente, levando a reinfecgdes continuas das aves, aonde uma cepa nao interfere
na infecgdo heterdloga.

O resultado encontrado na FISH com a sonda para B. spp, 52 amostras, foi estatisticamente
superior ao encontrado no isolamento bacteriano. Esta diferenca pode estar associada ao fato que a
cultura possui como limitacdo para detecgdo o nimero de bactérias presentes na amostra (Rasback et al.
2006, Mappley et al. 2014). Esta limitacdo também foi observada quando utilizado apenas a técnica de
gPCR. Segundo Philips et al. (2006), o limite de deteccao da técnica é de 10¢ células/g de fezes para
Brachyspira pilosicoli e Brachyspira intermedia e quando associada o isolamento bacteriano com qPCR este
limite foi de 103 células/g para ambas as espécies.

Baixos nimeros de células bacterianas podem ser mantidos no intestino de aves sem a ocorréncia
da EIA, que pode se manifestar apds as aves passarem por algum desafio (Mappley et al. 2012, Mappley et
al. 2014). Como as aves deste estudo ndo estavam manifestando sinais clinicos de espiroquetose, o
numero de bactérias excretadas poderia estar abaixo do limite para serem detectadas através da cultura,
porém, a técnica de FISH é capaz de detectar até mesmo apenas uma Unica célula bacteriana desde que
esteja presente no corte histoldgico visualizado (Boye et al. 1998).

As amostras positivas na FISH apresentaram forte sinal brilhante no formato tipico de
espiroquetas que foi facilmente identificada (Figura 1), este sinal se destacou da autofluorescéncia do
tecido, esta caracteristica também foi observada por Rojas et al. (2017) que realizaram FISH utilizando
sonda para o género Brachyspira em amostras de intestino humano, porém, Neves (2012) e Boye et al.
(1998) ao realizarem FISH em intestino de suinos encontram dificuldades para visualizar B. pilosicoli
devido ao fraco sinal apresentado pela sonda nesta espécie. Para contornar tal dificuldade em situagdes de
duvida, foi realizada a troca do filtro utilizando-se um inespecifico para a sonda testada, desta forma a
sonda ndo emitiria o seu sinal. Os sete casos positivos para B. pilosicoli neste estudo ndo se apresentaram
ofuscados ou com sinal fraco.

A colonizagdo por B. intermedia pode levar a perdas na producio de ovos até mesmo nos casos
aonde ndo sdo observadas lesdes macroscdpicas ou microscépicas no sistema digestério. Nesses casos
prejuizos sdo detectados associados a presenc¢a de espiroquetas no limen das criptas. Desta forma o
diagnéstico de EIA causado por B. intermedia depende de métodos complementares que permita a
especificacdo deste agente (Stephens & Hampson 2002, Hess et al. 2017). Desta forma a FISH apresentou-
se efetiva para a deteccdo da B. intermedia, sendo util para a triagem do agente em granjas em que a
manifestacao da EIA é branda.

A colonizacao intestinal por B. hyodysenteriae em suinos pode causar diarreia grave de alto
impacto econdmico, denominada disenteria suina (Boye et al. 1998). ]4 foi evidenciado que roedores
presentes em granjas podem carrear Brachyspira. spp. (Backhans et al. 2011). Dessa forma a positividade
de amostras para a B. hyodysenteriae deve servir de alerta devido a proximidade de granjas de suinos e
aves em regides aonde a agroindustria é prevalente, pois as aves podem servir como uma fonte da
infecgdo para os suinos.

Apesar da alta eficiéncia da FISH, se faz necessaria a ressalva, quanto ao uso exclusivo dos
métodos moleculares de diagnéstico. Nao podemos deixar de pautar que possiveis mutagcdes genéticas ou
até mesmo alguma limitacao do banco de dados de sequencias com relagdo a Brachyspira spp. podem fazer
com que casos positivos passem desapercebidos tanto pela FISH como pela qPCR. Nesse caso o isolamento
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ainda é uma ferramenta util, principalmente quando se objetiva a realizacdo de testes de resisténcia
bacteriana (Rasback et al. 2006, Rojas et al. 2017).

6 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que a técnica de FISH aplicado em ceco de galinhas fixados em
formol foi eficiente para identificacdo de Brachyspira spp., B. intermedia, B pilosicoli e a B. hyodysenteriae,
servindo como uma ferramenta rapida para o diagnéstico das principais Brachyspiras causadoras de EIA,
desta forma reduzindo o tempo entre o envio de amostras até o diagnostico possibilitando assim o inicio
da intervengao terapéutica.
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Fig.1. Fotomicrografia com marcagdo positiva para Brachyspira em ceco de galinhas pela técnica de FISH.
(A) Marcacao especifica para B. sp. (seta); (B) Marcacao especifica para B. hyodysenteriae (seta); (C)
Marcagao especifica para B. pilosicoli (seta); (D) Marcacgao especifica para B. intermedia (seta).



Fonte: O autor (2017).

20



21

Quadro 1. Comparacio da identificacdo das espécies B. hyodysenteriae, B. pilosicoli e B.
intermedia através das técnicas de qPCR e FISH para amostras positivas em cultura para
Brachyspira sp. de aves de postura e matrizes comerciais, N=40:

FISH* qPCR** B. hyodysenteriae B. pilosicoli B. intermedia
Positivo Positivo 10 0 6
Positivo Negativo 3a 4a 9a
Negativo Positivo 4a ob 1b
Negativo Negativo 23 36 24

* Hibridizagdo fluorescente in situ; ** gqPCR rea¢do em cadeia da Polimerase em tempo real. Letras mindsculas diferentes
nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste Qui- quadrado (P<0,05); letras iguais ndo diferem entre si
significativamente.

Fonte: O autor (2017).
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APENDICE A - PROTOCOLO FISH

Passo 1: Apds o corte levar as laminas para retirada de parafina em estufa
de 65°C;

Passo 2: Lavar as cover plates em agua destilada e seca-los em estufa de
secagem a 45°C;

Passo 3: Desparafinizar e reidratar os cortes, mergulhar as laminas no xilol |
por 10 minutos, xilol || por 10 minutos, etanol absoluto por 5 minutos, etanol 90% por
5 minutos, etanol 80% por 5 minutos, etanol 70% por 5 minutos e agua destilada por
5 minutos;

Passo 4: Secar as laminas e montar na cover plates: pingar 80 microlitros de
tampao de hibridizagdo na superficie do cover plate, encaixar a lamina com o tecido
em contato com o cover plate e encaixar na rack;

Passo 5: Diluir a sonda: 1 microlitro com 100ng de sonda/amostra* a ser
testada para 99 microlitros de tampao de hibridizagdo (a sonda é sensivel a luz, a
partir desse passo a técnica deve ser realizada na auséncia de luz);

Passo 6: Pipetar 100 microlitros da sonda diluida na superficie superior “do
complexo” cover plate e lamina;

Passo 7: Tampar o suporte e incubar over night (minimo de 16 horas) a
45°C;

Passo 8: Fazer 3 lavagens sucessivas com tampao de hibridizagdo pré-
aquecido a 45°C na superficie superior “do complexo” cover plate & lamina. Repetir
a lavagem por 3 vezes com tampao de lavagem pré-aquecido 45°C, e por ultimo
uma vez com agua destilada que deve permanecer por dois minutos;

Passo 9: secar as laminas em estufa a 45°C até desaparecer toda a agua,
aproximadamente 10 min.

Passo 10: Montar as laminas utilizando meio de montagem proprio para
microscopia de fluorescéncia, utilizar uma pequena gota do meio. As laminulas
devem ser limpas antes de usar.

Passo 11: Fazer a leitura em microscoépio de fluorescéncia, no aumento de
40x. Quando nao se consegue fazer o foco verificar se a lamina n&o esta suja com

préprio meio de montagem.
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APENDICE B - TAMPAO HIBRIDIZAGAO

Reagentes:
SDS 10% 5 mL
NaCl 5M 90 mL
Tris TIM pH 7,2 50 mL
Agua destilada Até 500 mL
HCI 1M O suficiente para a reagao

Modo de preparo:

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas
concentragbes: Tris (1M) 6,057 gramas para 50 mL de agua destilada; NaCl (5M)
26,298 gramas para 90 mL de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugéo de Tris para 7,2 utilizando solugéo a 1M de
HCI;

Passo 3: Colocar a solugao de Tris em proveta de 500 mL;

Passo 4: Adicionar a solugcao de NaCl na proveta de 500 mL,;

Passo 5: Adicionar 5 ml do SDS 10% (cuidadosamente para evitar excesso
de bolhas);

Passo 6: Completar com agua destilada até 500 mL (cuidadosamente para

evitas excesso de bolhas).

O tampéao de hibridizac&do tem validade de 2 meses.
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APENDICE C - TAMPAO DE LAVAGEM

Reagentes:
NaCl 5M 90 mL
Tris TIM pH 7,2 50 mL
Agua destilada Até 500 mL
HCI 1M O suficiente para a reagao

Modo de preparo:

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas
concentragdes: Tris (1M) 6,057 gramas para 50 mL de agua destilada; NaCl (5M)
26,298 gramas para 90 mL de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugao de Tris para 7,2 utilizando solugdo a 1M de
HCI;

Passo 3: Colocar a solugao de Tris em proveta de 500 mL;

Passo 4: Adicionar a solugcao de NaCl na proveta de 500 mL,;

Passo 5: Completar com agua destilada até 500 mL.

O tampéo de lavagem tem validade de 4 meses.
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APENDICE D - INSTRUGCOES AOS AUTORES

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link

<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com os arquivos de texto na

versdao mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de
apresentacao disponiveis no ato de submissao e no site da revista (www.pvb.
com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e nao
considerados para publicacdo em outro periédico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short commu-nications) sob a forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas do artigo
enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou
necessarias. Os artigos submetidos sdo aceitos através da aprovagao pelos pares
(peer review).

NOTE: Em complementagao aos recursos para edicao da revista é cobrada
taxa de publicacao (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por artigo editorado,
na ocasiao do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores de
identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando
compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso,
como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto
P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-
Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versdo do RESUMO em portugués, podendo ser

mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;
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d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e
dando os mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE
INDEXACAQ” que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagéo bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do
artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo da experimentagcdo por outros pesquisadores. Em experimentos com
animais, deve constar a aprovacéo do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagédo concisa dos dados obtidos.
Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos,
apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente
expressar dados complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obrigagao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluira a bibliografia citada no artigo e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabetica e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicagédo citada, e, abreviado
(por extenso em casos de duvida), o nome do peridédico ou obra, usando sempre
como exemplo os ultimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragao do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacao deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina
deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e
direita), o texto deve ser corrido e n&o deve ser formatado em duas colunas, com as
legendas das Figuras no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras e os
Quadros devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes

cientificos devem ser escritos por extenso no inicio de cada capitulo.
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b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel,
no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serao
numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a

nota. Essa numeracdo sera continua por todo o artigo; as notas deverdo ser

langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo numero de chamada, sem o
uso do “Inserir nota de fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém
que ser citados no texto. Estas citagdes seréo feitas pelos respectivos numeros e,
sempre que possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serao escritos
corridamente em um so paragrafo e nédo devem conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereg¢o profissional
completo de todos os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do
autor para correspondéncia e dos demais autores. Em sua redacao deve-se usar
virgulas em vez de tragos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira vez
no artigo, seréo colocadas entre parénteses, apds o nome da instituicao por extenso;
e) citagdes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até dois
autores serao citados pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
minusculas ao ano. Artigos nao consultados na integra pelo(s) autor(es), devem
ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)”
ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera in-
cluida na lista uma sé vez. A mencdo de comunicacido pessoal e de dados nao
publicados é feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na
lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es).
Nas citacbes de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, nao se
usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apés cada
ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com
os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacao de seus

varios elementos.
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3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco,
cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes adotadas sera
incluida preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao
alto do grafico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informagdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas,
independente do texto).

5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e
as colunas deve vir o cabegalho entre dois tragos longos, um acima e outro abaixo.
Ndo ha tragos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada seréo
alfabéticos, recomecandos, se possivel, com “@a” em cada Quadro; as notas seréo
langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago

curto a esquerda.



