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RESUMO

As bactérias do género Brachyspira estdo entre as principais causas de diarreia em suinos
de recria e terminagdo. Apesar da sua relevancia sdo raros os estudos de frequéncia e prevaléncia
desses agentes no rebanho nacional. Este estudo tem por objetivo avaliar a frequéncia de
Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli por meio da técnica do isolamento bacteriano e
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de cepas cultivadas de amostras de fezes oriundas de
rebanhos comerciais de suinos da mesorregiao Oeste do estado do Paran&. Foram coletadas fezes
em 15 granjas de terminagéo, com histérico de diarreia, em trés municipios distintos. Foram coletados
15 animais por granja totalizando 225 amostras. O cultivo bacteriano objetivando o isolamento
microbiolégico de bactérias do género Brachyspira sp. resultou positivo em 97,7% (n=225) das
amostras. Foram selecionadas 100 amostras positivas no cultivo bacteriano para a PCR duplex para
B. hyodysenteriae e B. pilosicoli que resultou em 39% (n=100) amostras positivas, sendo 61,5%
(n=39) positivas para B. hyodysenteriae, 28,2% (n=39) para B. pilosicoli e 10,3% (n=39) amostras
foram positivas para ambos os agentes. Observou-se que 61% (n=100) amostras foram negativas na
PCR. Foram realizadas avaliagdes necroscopicas e histopatoldgicas de trés animais, que revelaram
lesbes compativeis com B. hyodysenteriae e B. pilosicoli. O diagnéstico das infecgdes foi firmado com
base nas observagbes epidemioldgica e clinica, lesdes macroscopicas e histopatoldgicas, cultivo
bacteriano e PCR duplex. A associacao cultivo bacteriano e PCR duplex demonstrou ser eficiente na
identificagdo de B. hyodysenteriae e B. pilosicoli. O isolamento bacteriano evidenciou que existe um
grande nimero de bactérias do género Brachyspira sp. na microbiota intestinal dos suinos estudados.
A frequéncia de B. hyodysenteriae foi de 24% (n=100), de B. pilosicoli foi 11% (n=100) e 4% (n=100)
com detecgdo de ambas bactérias em suinos comerciais da mesorregiao Oeste do estado do Parana.

Palavras-chave: colite espiroquetal, disenteria suina, isolamento bacteriano, PCR, frequéncia



ABSTRACT

Brachyspira sp. genus bacteria are among the main causes of diarrhea in growing and
finishing pigs. Despite its relevance, the frequency and prevalence studies are uncommon in the
brazilian herd. This study aims to assess the frequency of Brachyspira hyodysenteriae and
Brachyspira pilosicoli by bacterial isolation and polymerase chain reaction (PCR) of faeces stool
obtained from commercial swines farms in the western region of Parana state. Stool from 15 finishing
farms, with diarrhea history, were collected of three distinct municipalities. Were collected 15 animals
per farm totaling 225 samples. The bacterial culture aiming microbiologic isolation of bacteria of the
genus Brachyspira sp. were positive in 97.7% (n=225) of the samples. Of the amount of positive
bacterial culture, 100 samples were selected for duplex PCR aiming B. hyodysenteriae and B.
pilosicoli, resulting in 39% (n=100) positive samples. Of these 61.5% (n=39) were positive for B.
hyodysenteriae, 28.2% (n=39) positive for B. pilosicoli, and 10 3% (n=39) samples were positive for
both agents. It was observed that 61% (n=100) samples were negative in the PCR. Necropsy and
histological results of three animals were held, which identified lesions compatible with B.
hyodysenteriae and B. pilosicoli. The diagnosis of infections were signed based on epidemiological
and clinical observations, gross and histopathological lesions, bacterial culture and duplex PCR. The
bacterial culture in association with duplex PCR proved to be efficient in identifying B. hyodysenteriae
and B. pilosicoli. The bacterial culture revealed that there is a large number of bacteria of the genus
Brachyspira sp. present in the intestinal tract of studied swines. The frequency of B. hyodysenteriae
was 24% (n=100), of B. pilosicoli was 11% (n=100) and 4% (n=100) indicated the presence of both
agents in the western region of Parana state.

Key words: spirochaetal colitis, swine dysentery, bacterial isolation, PCR, frequency
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da suinocultura brasileira e mundial se sustenta no
aperfeicoamento de tecnologias e conhecimentos sobre genética, nutricao, manejo,
bem-estar e sobretudo sanidade animal. As enfermidades infecciosas bacterianas
intestinais em suinos sao condi¢cdes importantes e frequentemente observadas em
animais de diferentes faixas etarias. Brachyspira pilosicoli e Brachyspira
hyodysenteriae, agentes causadores primarios da colite espiroquetal e disenteria
suina respectivamente, estdo entre as principais bactérias causadoras de enterites
em suinos na fase final de producao (HAMPSON E TROTT, 2006). As bactérias do
género Brachyspira sp. sao responsabilizadas pelo aumento no nimero de casos
clinicos dessas enfermidades nos Estados Unidos e Canada desde 2007
(CHANDER et al., 2012).

No Brasil, a disenteria suina ja foi relatada em alguns estados, como Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo (INSTITUTO DE PESQUISAS
VETERINARIAS DESIDERIO FINAMOR, 1978; MORES & SOBESTIANSKY', 1984
citado por BARCELLOS et al. 2010; WARTH? et al., 1985 citado por BARCELLOS et
al. 2010; BARCELLQOS et al., 1995; BACCARO et al., 1999). Entre os anos de 2008
e 2009, um estudo de prevaléncia de enteropatbgenos em suinos de recria e
terminagcdo de 46 rebanhos do estado de Minas Gerais revelou apenas dois
rebanhos positivos para B. pilosicoli e nenhum caso positivo para B. hyodysenteriae
(VIOTT et al., 2013).

Entretanto, de 2010 até 2014, foram detectados dezoito novos surtos de
disenteria suina (DANIEL, 2014), criando um cenario nacional alarmante, onde até
entdo existiam relatos esporadicos de baixo impacto econdmico. Desde entao,
grandes e relevantes regides produtoras de suinos do pais, inclusive o estado do
Parand, possuem casos confirmados dessas enfermidades (DANIEL, 2013; DANIEL,

1 MORES, N. & SOBESTIANSKY, J. Controle da disenteria suina através da quimioterapia e
limpeza e desinfec¢do das instalagées. In: Anais do | Congresso Brasileiro dos Veterinarios
Especialistas em Suinos, Curitiba, Brasil, 28, 1984.

2WARTH, J. F. G., KLUPPEL, M. E. A. & DITTRICH, T. R. C. Diagnéstico da disenteria suina no
Estado do Parana. In: Anais Il Congresso Brasileiro de Veterinarios Especialistas em Suinos, Rio de
Janeiro, 109, 1985.
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2014). As perdas econbmicas devido a elevacao do custo de producéo, incluindo
despesas com tratamentos, aumento da conversao alimentar, desuniformidade entre
lotes e aumento da taxa de mortalidade no rebanho sao consequéncias da diarreia
caracteristica do curso clinico das espiroquetoses intestinais em suinos (BACCARO
et al., 2003; JACOBSON et al., 2005).

Embora as espiroquetas do género Brachyspira estejam presentes nos
rebanhos suinos do Brasil ha muito tempo, a relevancia das enfermidades por elas
causadas € recente e pouco estudada. Trabalhos sobre a frequéncia sao raros e até
o momento nenhum foi realizado no estado do Parana. Diante disso, este estudo se
propde a avaliar a frequéncia da infeccéo por B. pilosicoli e B. hyodysenteriae por
meio da técnica do isolamento bacteriano e da reacao em cadeia da polimerase
(PCR) para a tipificacdo das cepas cultivadas de amostras oriundas de rebanhos

comerciais de suinos do municipo de Palotina e regido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As bactérias do género Brachyspira estdao entre as principais causas de
diarreia em suinos de recria e terminagdo. Ha4 décadas as espécies Brachyspira
pilosicoli e Brachyspira hyodysenteriae sao reconhecidamente patogénicas para
suinos (TAYLOR E ALEXANDER, 1971; TAYLOR et al.,, 1980). Outras espécies
importantes sdo encontradas no trato gastrointestinal de animais e seres humanos,
causando alteracdes patolégicas ou nao, tais como B. intermedia, B. murdochii, B.
innocens, B. alvinipulli e B. aalborgi (STANTON et al., 1997; FELLSTROM et al.,
2001a; JENSEN et al. 2001; FEBERWEE et al., 2008; DUHAMEL, 2011). Exceto as
duas ultimas, todas as demais espécies supracitadas sao encontradas no intestino
de suinos, (STANTON, 2006; RASBACK et al., 2007).

2.1 HISTORICO

A espiroquetose intestinal suina associada a diarreia foi relatada
primeiramente por Whiting et al.® (1921 citado por HAMPSON E TROTT, 1995). E
durante 50 anos, até o final da década de 70, todas as espiroquetas intestinais beta
hemoliticas presentes no intestino dos suinos eram consideradas nao patogénicas.
Outros estudos avaliando cursos clinicos e alteracbes patoldgicas especificas
(TAYLOR E ALEXANDER, 1971; HARRIS et al, 1972) descreveram uma
espiroqueta anaerdbica patogénica sendo a causadora da disenteria suina,
denominada Treponema hyodysenteriae. Trabalhos contemporaneos (TAYLOR,
1972; HUDSON et al., 1976) descreveram espiroquetas fracamente hemoliticas em
agar sangue oriundas do intestino grosso de suinos doentes e sadios.
Posteriormente, Taylor et al. (1980) sugeriram que algumas espiroquetas intestinais
beta hemoliticas poderiam estar associadas com diarreias nao fatais em suinos na
fase de crescimento. A mais importante delas futuramente seria denominada
Serpulina pilosicoli (TAYLOR et al., 1980; TROTT et al., 1996).

SWHITING, R. A., DOYLE, L. P., SPRAY, R. S. Swine dysentery. Purdue Univ. Agric. Exp. Stn. Bul.,
1,257, p. 3-15, 1921.
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Na década de 1990, Duhamel et al. (1996) determinaram que as
espiroquetas intestinais beta hemoliticas associadas com uma forma de infeccéo
intestinal em suinos, denominada colite espiroquetal, eram diferentes das outras
espécies do género, mas apresentavam algumas caracteristicas fenotipicas em
comum com espécies apatogénicas, chamadas Serpulina innocens e S. murdochii.
Os autores supracitados propuseram o nome Serpulina pilosicoli para descrever a
espiroqueta fracamente beta hemolitica patogénica. Por fim, avangos tecnol6gicos
em pesquisas moleculares usando o sequenciamento do RNA ribossomal 16S
geraram informacdes mais detalhadas e precisas quanto a caracterizacao
filogenética das espiroquetas em estudo. As espiroquetas de interesse clinico e
patolégico foram reclassificadas e agrupadas no género Serpulina (STANTON,
1992) e Ochiai et al.,, em 1997, propuseram a nomenclatura e classificacéo atual,
género Brachyspira.

2.2 COLITE ESPIROQUETAL

A colite espiroquetal é uma enfermidade de distribuicdo mundial que afeta o
intestino grosso de suinos acima 60-65 dias de idade, causada pela Brachyspira
pilosicoli, uma espiroqueta Gram negativa, flagelada, anaerdbia e que produz fraca
hemolise em agar sangue (GUEDES, 2005). O sinal clinico caracteristico é a diarreia
mucoide autolimitante, com fezes em aspecto de “cimento fresco” (DUHAMEL et al.,
1996). A mortalidade é incomum e os prejuizos da infecgao resultam da reducao no
ganho de peso diario e piora na conversao alimentar (GIRARD et al.,, 1995;
THOMSON et al., 1998).

Associada a enfermidades do intestino grosso em humanos, macacos, aves
domésticas e selvagens, ratos, caes e suinos, a B. pilosicoli é reconhecida como um
agente zoonético (BOYE et al., 2001). A infeccdo em humanos tem sido descrita em
paises africanos e entre aborigines australianos (LEE et al., 1993a; TROTT et al.,
1997). Nos paises ocidentais, a espiroquetose intestinal clinica se restringe a grupos
de individuos imunodeprimidos e homossexuais (TROTT et al., 1995). Em suinos, a
infeccdo ocorre geralmente por ingestdo de matéria fecal e acomete os animais na

fase imediatamente posterior a transferéncia entre creche e recria (GUEDES E
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BARCELLOS, 2012a). A maior susceptibilidade nesse periodo pode ser explicada
pelas novas condicbes de manejo e estresse em que 0S suinos sdo expostos, tais
como movimentacdo, mistura de animais, mudancas de racdo e alojamento em

ambiente mais contaminado.

A capacidade de se aderir as células epiteliais do intestino grosso confere a
B. pilosicoli o seu maior efeito patogénico, sendo que a colonizacdo pela massa
bacteriana é capaz de reduzir a eficiéncia da absorcao e causar diarreia mucdide
(DUHAMEL et al., 1996; BARCELLOS, 2000). Ensaios in vitro reforcam a
quimiotaxia existente entre as espiroquetas de B. pilosicoli e a mucina presente no
muco que reveste o epitélio intestinal (NARESH E HAMPSON, 2010). Estudos
comparativos com células cultivadas e modelos animais sugerem que a aderéncia
com as células epiteliais envolve a relacdo entre moléculas especificas nas
espiroquetas (adesinas) e receptores na célula do hospedeiro (MUNIAPPA et al.,
1996; DUHAMEL et al., 2006). Outro mecanismo de patogenicidade descrito é a
capacidade de ligagdo da bactéria com o receptor glicose-galactose do enterécito.
Esta proteina bacteriana é codificada pelo gene mglB que determina a sintese de
um produto de expressdo que influencia diretamente na capacidade da B. pilosicoli

em causar infeccao intestinal (ZHANG et al., 1998).

As lesdes macroscopicas especificas da infeccdo pela B. pilosicoli sao
restritas ao intestino grosso, que geralmente esta flacido e com a parede espessada,
em casos iniciais, com edema no mesentério. O conteudo intestinal é fluido, mas
pode se tornar mais denso proximo ao reto (TAYLOR E TROTT, 1997).
Ocasionalmente, os danos a mucosa se caracterizam por erosbGes focais
coalescentes, com aderéncia de particulas de alimento e placas de material
necrético, conferindo um aspecto de “calcamento com paralelepipedos” (TAYLOR et
al., 1980; JOHNSTON et al., 1999). Na progressao do curso clinico, frequentemente
se observa mucosa congesta com areas multifocais de hemorragia e aumento da
producédo de muco (DUHAMEL, 2001).

O achado histol6gico mais marcante e importante da colite espiroquetal é a
colonizagdao da superficie epitelial do ceco e do célon por um grande numero de
espiroquetas, formando uma figura definida como “falsa borda em escova”. A
tiflocolite catarral erosiva ou ulcerativa multifocal, caracteristica da doenca, esta
associada a necrose e descamacao do epitélio intestinal, edema de mucosa com
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moderada inflamagcdo e distensdo da lamina propria, com formacédo de debris
celulares e exsudato fibrinoso contendo numerosas espiroquetas, frequentemente
observados aderidos ao epitélio lesionado (TAYLOR E TROTT, 1997). As
espiroquetas também podem ser encontradas dentro das criptas, assim como entre
as células epiteliais descamadas e em multiplicacdo ativa dentro de macréfagos
(SOBESTIANSKY E BARCELLOS, 2001).

2.3 DISENTERIA SUINA

A disenteria suina é uma enfermidade infectocontagiosa de distribuicao
mundial que acomete principalmente animais na fase de recria e terminagao,
causada pela B. hyodysenteriae, uma bactéria Gram negativa, mével, espiralada e
anaerébia (HAMPSON et al., 1997). Suinos de recria e terminagdo sdao mais
susceptiveis a doenca, embora a infeccdo possa ocorrer em animais de todas as
idades (HAMPSON et al., 2006).

A infeccao ocorre por ingestdo de fezes contaminadas. O patbégeno é
introduzido no rebanho pelo contato com animais clinicamente sadios infectados,
recentemente inseridos na propriedade ou por aqueles que se recuperaram da
doenca e permanecem eliminando o microrganismo apds o término dos sinais
clinicos. A doenca clinica geralmente é observada ap6s 10 a 14 dias em suinos
naturalmente infectados, periodo de incubacao que pode ser variavel de acordo com
a condicao imunoldégica do animal, viruléncia da cepa e pressdo de infeccao
(HAMPSON et al., 2006).

O sinal clinico caracteristico é a diarreia muco-hemorragica ou mucosa com
sangue, por vezes com fibrina, associado a anorexia, emaciagdo e morte em poucos
dias apds o inicio dos sinais clinicos em animais ndo tratados (HAMPSON et al.,
1997; GUEDES, 2005). Na forma aguda a B. hyodysenteriae causa colite severa
cursando com diarreia hemorragica e que pode matar o animal em até 24 horas
caso nao seja tratada. O curso clinico esta associado a anorexia, sede intensa,
flancos abdominais retraidos, emagrecimento rapido e febre, com a temperatura
corporal podendo atingir 40°C. Na apresentacao cronica, a B. hyodysenteriae causa
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diarreia ndo sanguinolenta, apatia e diminuicdo do ganho de peso diario originando
animais “refugos” e perda da uniformidade no rebanho. A forma super aguda da
enfermidade, em que os animais morrem em poucas horas sem ocorrer diarreia, €
rara (SOBESTIANSKY, 1999).

Além dos fatores individuais, animal infectado e cepa bacteriana envolvida,
condi¢cdes inerentes a instalacdes, ambiente e manejo podem ser determinantes na
gravidade da disenteria suina em um rebanho. Excesso de umidade, mistura de
animais, superpopulacdo de baias, mudancas de racdes, temperaturas baixas,
presenca de reservatérios, vetores biolégicos e mecéanicos, como caes
(FELLSTROM et al., 2001a; OXBERRY E HAMPSON, 2003), ratos (HAMPSON et
al., 1991), moscas e aves (JANSSON et al., 2001; JANSSON et al., 2004; JANSSON
et al., 2009) sao alguns dos principais exemplos de fatores extrinsecos que podem
elevar os prejuizos causados por essa enfermidade. A transmissdo mecéanica
também ocorre por meio de caminhdes e racGes contaminados ou pela
movimentacao de pessoas com roupas e calgcados contaminados (HAMPSON E
TROTT, 2006).

Duas condi¢cbes especiais que podem influenciar no desenvolvimento da
doenca clinica causada pela B. hyodysenteriae, uma individual e outra nutricional,
sao relatadas de modo relevante por alguns pesquisadores. Individualmente, a
presenca de determinadas espécies de microrganismos na composicao da
microbiota residente no intestino grosso favorece a colonizacdo pela B.
hyodysenteriae por meio de sinergismo microbiolégico (WHIPP et al., 1979; JONES
et al.,, 1981). Além dessas variaveis, o componente nutricional pode influenciar
diretamente no desenvolvimento da enfermidade clinica. A dieta fornecida cria
condigdes intestinais que ora colaboram para a colonizacao, ora protegem a mucosa

contra a proliferacao das espiroquetas patogénicas (SIBA et al., 1996).

Nabuurs (1986) e Dewey (1993) relataram que dietas a base de soja
predispde os animais ao desenvolvimento de diarreia. Dréau et al. (1994) atribuiram
este desequilibrio intestinal a determinadas proteinas presentes na soja, capazes de
provocar reacdes imunoldgicas no intestino delgado e presenca de fatores
antinutricionais indutores de diarreia, tais como fitatos, lectinas e inibidores de
tripsina. A alteracdo do equilibrio da microbiota residente no intestino grosso ja foi
igualmente atribuida ao uso de dietas contendo 40% de soja, gerando condicao
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predisponente ao desenvolvimento de diarreia clinica (NEEF et al., 1994a). Siba et
al., (1996) ainda propuseram que a ingestdo de polissacarideos ndao amilaceos
colaboram com a fermentagdo microbiolégica e producédo de acidos graxos volateis

no intestino grosso que por sua vez favoreceria a condi¢ao disentérica.

Em contraste, dietas a base de proteina animal e arroz cozido conferem
efeito protetor a mucosa intestinal contra a colonizacao da B. hyodysenteriae (SIBA
et al., 1996; DURMIC et al., 1998). A reducao do pH no intestino grosso foi relatada
como o mecanismo inibidor da proliferacao de B. hyodysenteriae no fornecimento de
dietas a base de silagem de milho (PROHASZKA E LUKACS, 1984). Em suma, Neef
et al. (1994b) relataram a influéncia da dieta sobre a microbiota e favorecimento a
colonizagdao de espiroquetas intestinais em suinos com microbiota intestinal livre
desses microrganismos, mas também reportaram que isoladamente a colonizacao
nao determina a disenteria clinica, atribuindo maior relevancia a patogenicidade da

cepa envolvida.

A patogénese associada a disenteria suina é complexa e nao esta
plenamente esclarecida, havendo varios fatores e mecanismos fisiopatogénicos
envolvidos. A B. hyodysenteriae ingerida é protegida da acidez estomacal pelo muco
das fezes diarreicas, e alcancando o intestino grosso invade as criptas da mucosa,
nas quais se multiplica. Apesar do agente ser visto, ocasionalmente, dentro dos
enterdcitos e na lamina prépria das areas afetadas, acredita-se que as lesdes sejam
produzidas pela acdo da hemolisina liberada durante a sua multiplicacdo e por
lipooligossacarideos de superficie (GUEDES E BARCELLOS, 2012b). As proteinas
de membrana externa da B. hyodysenteriae incluem as proteinas variaveis de
superficie (Vsp) e lipoproteinas como a SmpA e a BmpB que parecem estar
envolvidas na evasao do sistema imune (TROTT et al., 2001). A diarreia observada
ocorre devido a interferéncia na absorcao de agua e eletrélitos, com disfuncao dos
canais transportadores de ions sbédio e cloreto, associado a estimulos de
hipersecrecao de muco (ARGENZIO et al., 1980; LIEBLER-TENORIO et al., 2006).
Adicionalmente, a lesdo esfoliativa e erosiva sobre o epitélio intestinal provoca
hiperplasia de células caliciformes, elevando ainda mais a produgcdo de muco
(KINYON et al., 1980; KENNEDY et al., 1988).

As lesbes macroscépicas caracteristicas da disenteria suina se restringem

ao intestino grosso, com éarea linear de demarcacao quase sempre evidente na
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juncéo ileocecal. A alteragdo macroscoépica basica € uma enterite muco-hemorragica
ou fibrino-hemorragica, dependendo da evolucdo da enfermidade. Em casos
agudos, na mucosa ha hiperemia e edema acentuados, contetdo intestinal fluido
ocasionalmente com sangue, edema de mesocélon e linfonodos mesentéricos
aumentados de volume. As lesGes macroscopicas cronicas sao caracterizadas por
deposicao de membranas fibrino necréticas sobre a mucosa com hiperemia e edema
em intensidades variaveis, podendo observar linfadenomegalia mesentérica
(HAMPSON et al., 2006).

As lesdes histopatoldgicas significativas sdo unicamente observadas no
ceco, colon (GUEDES E BARCELLOS, 2012b). As lesdes agudas tipicas incluem
espessamento da mucosa e da submucosa devido a hiperemia e ao extravasamento
de fluidos e leucécitos para a lamina prépria. Ha hiperplasia das células caliciformes
e das células epiteliais na base das criptas que podem se apresentar dilatadas. As
espiroquetas podem ser observadas no interior das células caliciformes, entre e no
interior dos enter6citos. Ha necrose e desprendimento do epitélio e infiltrado
inflamatoério neutrofilico acentuado na lamina propria, principalmente nas areas
perivasculares proximas ao lumen intestinal. Nas lesdes crénicas nota-se o acumulo
de grandes quantidades de fibrina, muco e restos celulares sobre a mucosa
intestinal e interior das criptas. A necrose do epitélio superficial é frequente e pode
ser acentuada, mas ulceragdes profundas sio raras (FELLSTROM et al., 1996;
SOBESTIANSKY E BARCELLOS, 2001).

2.4 EPIDEMIOLOGIA E PREVALENCIA

B. hyodysenteriae possui distribuigdo mundial, ocorrendo principalmente nas
regidbes com maior densidade de unidades produtoras de suinos (MUNIAPPA et al.,
1997; BOYE et al., 1998; THOMSON et al., 1998; CALDERARO et al., 2001). Suinos
de todas as idades sdo susceptiveis a doenca, no entanto é mais comum em
animais de recria e terminacao (HAMPSON et al., 2006). Nos casos de disenteria
suina, a morbidade pode chegar a 37% e a mortalidade pode atingir 30% em
animais nao tratados (HAMPSON et al, 2006; STANTON, 2006). A introducéo do

agente no rebanho frequentemente ocorre pelo contato com animais subclinicos
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introduzidos ao plantel ou por aqueles que se recuperaram da doenca e
permanecem excretando apds o término dos sinais clinicos (HAMPSON & TROTT,
2006). Reproduzindo trés distintos microambientes in vitro, Boye et al. (2001)
recuperaram cepas de B. hyodysenteriae viaveis em cultivo por até 112 dias. Uma
vez no ambiente, as Brachyspira spp. se tornam importante fonte de contaminacéao e
recontaminacao dentro do sistema de producgéo.

Na Europa, desde o inicio da década de 1990, estudos revelam a
prevaléncia crescente das enteropatias causadas por Brachyspira hyodysenteriae.
Na Gra-Bretanha, Thomson et al. (1998) detectaram a B. hyodysenteriae como
agente causador de diarreia em 7% das propriedades. Em estudo conduzido pela
mesma equipe de pesquisa alguns anos depois, este agente foi detectado em 13%
das propriedades com colite clinica (THOMSON et al., 2001). Dados de prevaléncia
semelhantes na Dinamarca, com deteccédo de B. hyodysenteriae em 14% dos casos
de diarreia estudados em suinos e na Suécia, onde foi revelado outros 14% de
infeccdo por B. hyodysenteriae em 72 granjas (MOLLER et al., 1998). Elevados
indices de prevaléncia sdo reportados na Polonia (PLAWINSKA et al., 2004) e
Espanha (CARVAJAL et al., 2003), alcancando respectivamente os valores de
38,8% e 45,4%. Na América do Norte, embora a disenteria suina nao tenha sido
diagnosticada nos rebanhos suinos nos ultimos 20 anos, diversos casos desta
enfermidade tém sido reportados nos Estados Unidos e Canada desde 2008
(CHANDER et al., 2012). No laboratério de diagnostico veterinario em lowa State
University foi verificado aumento de 3 isolados em 15 casos testados em 2005, para
466 isolados em 3.465 casos em 2010 (CLOTHIER et al., 2011).

No Brasil, a disenteria suina foi relatada nos estados de Sao Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul nas décadas de 1980 e 1990 (MORES &
SOBESTIANSKY?*, 1984 citado por BARCELLOS et. al., 2010; WARTH?, 1985 citado
por BARCELLOS et. al., 2010; BARCELLOS et al., 1995; BACCARO et al., 1999).

Os relatos eram esporadicos, de pouca importancia epidemioldgica ou resultantes

4 MORES, N. & SOBESTIANSKY, J. Controle da disenteria suina através da quimioterapia e
limpeza e desinfec¢do das instalagées. In: Anais do | Congresso Brasileiro dos Veterinarios
Especialistas em Suinos, Curitiba, Brasil, 28, 1984.

5 WARTH, J. F. G., KLUPPEL, M. E. A. & DITTRICH, T. R. C. Diagndstico da disenteria suina no
Estado do Parana. In: Anais Il Congresso Brasileiro de Veterinarios Especialistas em Suinos, Rio de
Janeiro, 109, 1985.
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dos procedimentos de padronizacado das técnicas diagnésticas (BARCELLOS et. al.,
2010).

No estado do Rio Grande do Sul, Barcellos et al. (2000) avaliaram a
presenca de Brachyspiras spp. patogénicas em granjas com baixa tecnificacdo e
histérico de diarreia e obtiveram prevaléncia de 35,3% para B. hyodysenteriae e de
41,2% para B. pilosicoli. Posteriormente, avaliando a implicagdo do uso de
antimicrobianos sobre a prevaléncia de Brachyspira sp., Barcellos et al. (2003)
observaram que a B. hyodysenteriae e B. pilosicoli foram detectadas,
respectivamente, em 0% e 6,25% das granjas medicadas e em 31,8% e 45,5% das
granjas nao medicadas, indicando a interferéncia do uso de antibidticos na racao
sobre a presenca das espiroquetas. Em estudo sobre a prevaléncia em animais de
terminacao no estado de Santa Catarina, foi observado 6% para B. hyodysenteriae e
8,8% para a B. pilosicoli como agente unico (MENIN et al., 2008).

Avaliando a presenca de microrganismos causadores de diarreia nas fases
finais de produgéo, Baccaro et al. (2003) conduziram estudo abrangendo diferentes
regides produtoras de suinos no Brasil e encontraram 1,4% amostras positivas para
B. hyodysenteriae e 1% para B. pilosicoli, como agentes Unicos. Entre os anos de
2008 e 2009, foi realizado um estudo de prevaléncia de enteropatégenos em suinos
de recria e terminacao em 46 rebanhos no estado de Minas Gerais. Neste estudo
ndo foi detectado nenhuma granja positiva para B. hyodysenteriae e apenas dois
rebanhos positivos para B. pilosicoli (VIOTT, 2010; VIOTT et al., 2013).

Apesar de pouco relatada em anos anteriores, entre 2010 e 2014 foram
identificados pelo Laboratério de Patologia Animal da UFMG dezoito novos surtos de
disenteria suina, abrangendo os estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (DANIEL et al., 2014).

2.5 OUTRAS BRACHYSPIRAS PATOGENICAS

O ressurgimento das enfermidades causadas por espiroquetas € 0s
resultados negativos na identificacdo da B. hyodysenteriae e B. pilosicoli tem

suscitado numerosas pesquisas e revelacao de espécies até entdo desconhecidas,
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recentemente classificadas num grupo denominado “Novel Strong Hemolytic”
Brachyspira (NSH-Brachyspira) (GEBHART E PRIMUS, 2011).

Por meio de novos avangos em técnicas moleculares, diferenciacoes
filogenéticas da B. hyodysenteriae ja se tornaram possiveis e novas terminologias
tém surgido e se atribuido ao que se acreditava ser duas espécies até entédo
desconhecidas: “Brachyspira suanatina”, “Brachyspira sp. SASK30446” e
“Brachyspira intermedia atipica” (RASBACK et al., 2007; BURROUGH et al., 2012).
Essas duas ultimas, no entanto, por meio do sequenciamento de DNA do gene nox e
novas andlises filogenéticas foram classificadas numa unica espécie denominada
“Brachyspira hampsonii”. Cepas antes denominadas “Brachyspira intermedia atipica”
foram classificadas em “Brachyspira hampsonii subtipo | e “Brachyspira sp.
SASK30446” em Brachyspira hampsonii subtipo Il (CHANDER et al.,, 2012;
VANUCCI E GEBHART, 2013).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico presuntivo das espiroquetoses intestinais pode ser feito por
microscopia de esfregaco das fezes (VIOTT, 2010). No entanto, para um diagnéstico
efetivo € necessario reunir dados clinicos, lesdes macroscopicas e histopatologicas,
e exames laboratoriais especificos, como o0 isolamento bacteriano e ensaios

moleculares.

O isolamento é reconhecido como a técnica “padrao ouro” para o diagndstico
laboratorial das espiroquetoses intestinais em suinos (FELLSTROM et al., 2001a;
STANTON, 2006), capaz de detectar pequenas quantidades de bactérias nas fezes
(BARCELLOS, 2000; KOMAREK et al., 2009). FELLSTROM et al. (2001a)
demonstraram ser o isolamento bacteriano um teste altamente sensivel, sendo
efetivo mesmo na presenca de apenas uma espiroqueta, em condi¢cdes de
conservacao ideais. O isolamento bacteriano além de ser uma técnica de
diagnéstico confiavel, permite a posterior avaliacdo das cepas isoladas quanto as
concentracdes inibitérias minimas (MIC), teste que mensura a sensibilidade
bacteriana aos antimicrobianos (VANNUCCI E GEBHART, 2013).
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Outros métodos diagnésticos que podem ser realizados aproveitando o
cultivo e isolamento prévio das espiroquetas sdo as analises fenotipicas. Provas
bioquimicas e avaliacbes do grau de hemolise em &gar sangue permitem a
identificacdo de espécies do género Brachyspira. Provas do indol e hidrolise do
hipurato sdo dois testes bioquimicos frequentemente realizados, nos quais se
analisa a producao e detecgdo de metabdlitos bacterianos especificos (FELLSTROM
E GUNNARSSON, 1995; FELLSTROM et al., 1997).

Mesmo sendo uma técnica de diagnéstico altamente sensivel e efetiva, o
isolamento bacteriano pode gerar resultados equivocados. Uma vez que as
bactérias precisam estar viaveis para o cultivo, o tempo gasto da coleta até a
chegada no laboratério e condicdo térmica de transporte da amostra para analise
podem comprometer os resultados (NEVES, 2012). Além disso, infec¢cdes intestinais
com envolvimento de mais de um patégeno sao possiveis (GUEDES, 2010),
exigindo o desenvolvimento e aplicacdo de novas técnicas de diagndstico e
aperfeicoamento das ja existentes.

Técnicas que visam a analise do &cido nucléico (DNA) ja sdo amplamente
utilizadas no diagnéstico das infeccdes por bactérias do género Brachyspira,
principalmente por serem rapidas e de facil execugdo (GUEDES E BARCELLOS,
2012). Ensaios de PCR foram desenvolvidos para detecg¢édo individual, dupla ou
multipla de patdgenos associados as principais enfermidades entéricas bacterianas
(ATYEO et al., 1998; LA et al., 2003; LA et al., 2006). A amplificacao de segmentos
dos genes ribossomais 16S ou 23S (16S rRNA e 23S rRNA) ou do gene codificador
da NAD oxidase vem sendo largamente utilizada no diagnéstico da colite
espiroquetal (ELDER et al., 1994; LA et al., 2006; PHILLIPS et al., 2009). Apesar de
suas vantagens notaveis, as técnicas de diagndstico pela PCR ainda sao onerosas e
apresentam baixa sensibilidade, o que pode resultar em amostras falso-negativas
(KOMAREK et al., 2009).

Uma técnica molecular complementar que tem sido eficientemente utilizada
em pesquisas é a hibridizagdo fluorescente in situ (FISH - Fluorescent in situ
hibridization). J4 reconhecida como alternativa efetiva para deteccao especifica e
definitiva de agentes infecciosos em cortes histologicos, a FISH é capaz de gerar
informacdes sobre a distribuicdo espacial do patégeno no tecido e sua associacao
com a lesdo (BOYE et al., 1998). Sondas especificas conjugadas com substancias
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fluorescentes sao utilizadas para identificacdo de diferentes espécies de bactérias
do género Brachyspira (JENSEN et al, 1998 e 2000). Recentemente, Neves (2012)
relatou elevados indices de concordancia (38,5%) na comparacao das técnicas de
FISH e PCR convencional na deteccédo de B. hyodysenteriae e B. pilosicoli.

Exames histopatolégicos de rotina podem revelar a presenca das
espiroquetas no tecido intestinal, sendo ainda mais efetivamente evidenciadas
quando realizadas coloracbées pela prata (HARRISSON E GOSSER, 1979). Em
carater complementar, protocolos da técnica de imunohistoquimica (IHQ) foram
delineados ha varios anos (THOMAS E SELWOOD, 1992; JOENS et al., 1993).
Ensaios mais recentes relatam que a IHQ é capaz de detectar o género Brachyspira,
mas nao permite a distingdo entre espécies patogénicas ou apatogénicas
(PAULOVICH et al., 2004; HAMPSON et al., 2006; NEVES, 2012). Apesar de
permitirem a visualizacdo espacial do patégeno no tecido e associacdo do mesmo
com a lesdo, o exame histopatolégico e a IHQ compreendem duas técnicas de valor
diagnéstico limitado em se tratando de espiroquetas intestinais em suinos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL E PERIODO DE REALIZAGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no periodo de 2014 a 2015 no Laboratério de
Patologia Veterinaria, Laboratério de Doencas Infecciosas e no Laboratério de
Biotecnologia (LABIOTEC), do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV), da
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina (UFPR/Setor Palotina).

3.2 AMOSTRAS

Para o experimento foram coletadas fezes de 15 granjas produtoras de
suino, localizadas no municipio de Palotina e regido. As regides estudadas
apresentavam o contraste de area com alta densidade na producdo de suinos e
diagndsticos clinicos positivos de enteropatias causadas por Brachyspira sp. (Nova
Santa Rosa) com areas com menor densidade produtiva sem relatos de casos
clinicos das doencas causadas por Brachyspira sp. As fezes eram coletadas
diretamente do reto de animais na fase de terminagdo. Para esse procedimento
utilizava-se um frasco plastico estéril distinto para cada amostra, coletando fezes de
15 animais por propriedade. Apds a coleta, as amostras eram acondicionadas em
refrigeracdo dentro de caixa isotérmica e levadas ao Laboratério de Patologia
Veterinaria e Doencas Infecciosas para serem processadas. No momento da coleta
eram levantadas informacdes sobre a idade, histérico clinico, presenca e aspecto da

diarreia e tratamento utilizado.

Todos os rebanhos amostrados eram constituidos por animais com idade
entre 72 e 161 dias. Duas granjas alojavam animais mais jovens, entre 70 e 80 dias
de idade (G7 e G8) e outras duas continham animais mais velhos, com idade entre
150 e 160 dias (G9 e G12). Histérico de diarreia com sangue estava presente em
nove (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G9, G14 e G15) das 15 granjas amostradas e no
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momento das coletas haviam poucos animais com doenca clinica sugestiva da
infeccdo por B. hyodysenteriae e B. pilosicoli. Quando presentes, 0s sinais clinicos
observados se caracterizavam por diarreia mucéide, por vezes hemorragica, apatia

e emaciacao.

Todos os rebanhos amostrados pertenciam a granjas de terminagcédo e
recebiam racao medicada formulada na fabrica e entregue ao produtor. Como todas
as granjas faziam parte de um sistema de integracdo, o protocolo profilatico e
terapéutico aplicado era o mesmo. A todas as granjas com problema de diarreia era
proposta a utilizagdo de Dysantic® via racdo, utilizacdo ou ndo que ficava a ser
decidida entre o médico veterinario ou técnico e o proprietario. Nas granjas que
possuiam animais clinicamente afetados a racao era acrescida de tiamulina 80% na

dose de 10 mg/kg durante cinco dias.

3.3 ISOLAMENTO BACTERIANO

As amostras de fezes frescas foram semeadas por meio de alcas estéreis
descartaveis em placas contendo meio seletivo para Brachyspira sp. (5% sangue
ovino, 6,25 ug/ul rinfampicina’, 800 pg/ ul de espectinomicina®, 25 pg/ pl de
vancomicina®, 25 pg/ ul de colistina’®) (adaptado de NOVOTNA E SKARDOVA,
2002) e incubadas, por no minimo 72 horas a 42 °C, em jarras de anaerobiose'".
Juntamente com as placas das amostras semeadas foi incubado um gerador de
atmosfera anaerdbica (Anaerobac®) e uma fita indicadora de anaerobiose conforme
instrucbes do fabricante. Ap6s a constatacdo do crescimento de col6nias
bacterianas compativeis com Brachyspira sp. em placa, em algumas amostras foram
feitas avaliacbes das mesmas sob microscopia de contraste de fase em preparacoes

liquidas em laminas.

& VETANCO® do Brasil, Dysantic®, Chapeco, SC, Brasil.

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

8 Spectinomicin, Sigma-Aldrich®, cat n° S9007, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.
9 Vancomicin, Sigma-Aldrich®, cat n° V2002, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA.

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

" PROBAC® do Brasil, Anaerobac®, Higienoépolis, SP, Brasil.
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Apés o crescimento, quando positivas, as placas eram lavadas com 1 ml de
soro fetal bovino estéril. Esse lavado era acondicionado em microtubos de 1,5 ml
gue eram congelados a -20 °C para posterior realizacdo da PCR duplex.

3.4 PCR DUPLEX PARA B. hyodysenteriae E B. pilosicoli

A técnica utilizada foi a amplificacdo dupla para B. hyodysenteriae e B.
pilosicoli de acordo com o protocolo de La et al. (2003), a partir dos espécimes
clinicos em estudo (colénias cultivadas). O DNA foi extraido utilizando-se o QlAamp

DNA Stool Mini Kit'? de acordo com instrugdes do fabricante.

Os pares de primers utilizados na PCR foram respectivamente: H1 (5-
ACTAAAGATCCTGATGTATTTG-3’) e H2 (5-CTAATAAACGTCTGCTGC-3) que
tém como alvo a amplificacdo de um fragmento de 354 pb no gene nox da B.
hyodysenteriae;  P1 (5-AGAGGAAAGTTTTTTCGCTTC-3) e P2 (5-
GCACCTATGTTAAACGTCCTTG-3’) amplificando uma regido de 823 pb do
segmento 16S do rRNA da B. pilosicoli. Todos os testes da PCR foram executados
em um volume de 25 pl por microtubo. O mix da PCR consistia de: 1X de tampéo
para PCR (contendo 1,5 mmol' de MgCl2), 1,25 U de Tag DNA polymerase'3, 0,1
mmol' de cada dNTP'4, 0,2 umol! de cada de cada par de primer (H1 e H2, P1 e
P2) e 2,5 ul da amostra de DNA (template). As condigdes da PCR evolveram um
passo inicial de 5 min a 95°C para a ativacdo da Tag DNA polimerase, seguido de
35 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 30s, anelamento a 58°C por 90s e extensao a
68°C por 120s. O ultimo passo consistiu de extensao final a 68°C por 10 min. Os
produtos da PCR (amplicons) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% com tampao TBE 1X, e marcados com brometo de etidio e revelados sob luz
ultravioleta.

Os controles positivos de B. pilosicoli (cepa P51 - NCTC 12874) e B.
hyodysenteriae (cepa B204T - ATCC 31212) foram gentiimente cedidos pelo

Laboratério de Patologia Veterinaria, do Departamento de Clinica e Cirurgia

12 QlAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN®, cat n° 51504, Uniscience, Sdo Paulo, SP, Brasil.
13 Cenbiot, Tag. DNA polymerase, Ludwig Biotec®, Porto Alegre, RS, Brasil.
4 INVITROGEN®, dNTP set, Carlsbad, CA, EUA.
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Veterinarias (DCCV), Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

3.5 HISTOPATOLOGIA

Para o exame histopatoldgico, trés exames necroscopicos foram realizados
e fragmentos de 6rgaos incluindo o intestino grosso e intestino delgado foram
coletados e fixados em formol tamponado a 10%. Apds fixagdo esses eram
processados pela técnica histolégica rotineira de desidratacdo e inclusdo em
parafina. Os tecidos parafinizados eram seccionados em 4um de espessura e
corados pela técnica de coloracao de Hematoxilina e Eosina (HE) (LUNA, 1968).
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

As amostras foram obtidas de 15 diferentes granjas produtoras de suinos de
trés municipios da mesorregiao Oeste do estado do Parana, no periodo de 2014 a
2015. Todas as amostras foram coletadas a campo em visita a oito granjas no
municipio de Palotina, quatro granjas em Nova Santa Rosa e trés granjas em Assis
Chateaubriand, das quais se obteve 120, 60 e 45 amostras respectivamente,

totalizando 225 amostras coletadas (Figura 1).

Figura 1 — Distribuigdo percentual de acordo com os municipios onde foram coletadas as amostras de
fezes de suinos em terminagao na mesorregidao Oeste do estado do Parana.

M Palotina M Nova Santa Rosa M Assis Chateaubriand

As granjas 7, 8, 10, 11, 12 e 13 (G7, G8, G10, G11, G12 e G13) nédo
possuiam histérico de diarreia. Dentre as granjas que apresentavam relatos de
diarreia (G1, G3, G6 e G15), destacou-se a granja 15 (G15) com grande quantidade
de animais clinicamente acometidos, com diarreia muco hemorragica. Nas demais
foram observados poucos animais com diarreia mucosa ou muco hemorragica.
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4.2 ISOLAMENTO BACTERIANO

Das 225 amostras analisadas na técnica do cultivo bacteriano para o género
Brachyspira, 220 foram positivas e cinco negativas. Nos casos positivos, 159
amostras apresentaram forte beta hemodlise e as outras 61, comportamento
hemolitico fraco (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristica do isolamento bacteriano para Brachyspira spp. das amostras de fezes de
suinos de terminacao coletadas na mesorregido Oeste do estado do Parana.

Caracteristicas do crescimento bacteriano

Granjas Fortemente Fracamente Sem
hemolitica hemolitica crescimento
G1 13 2 -
G2 15 - -
G3 10 5
G4 10 5 -
G5 3 11 1
G6 4 10 1
G7 13 2 -
G8 10 5 -
G9 9 5 1
G10 15 B
G11 15 - -
Gi12 9 5 1
G13 11 4 -
G14 7 7 1
G15 15 - B
Total 159 61

No meio soélido utilizado, agar sangue, as amostras positivas no cultivo
bacteriano demonstraram beta hemolise, que ora se apresentava forte (Fig. 2A), ora
apresentava aspecto hemolitico fraco (Fig. 2B). Algumas amostras foram avaliadas
sob microscépio de contraste de fase e ocasionalmente demonstraram bactérias
espiraladas méveis (Fig. 2C). As observacdes de crescimento bacteriano superficial

nas areas de hemoélise foram raras.
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Figura 2 — Placas de agar sangue, areas de forte hemdlise (A) e fraca hemdlise (B) nos locais de
crescimento bacteriano. (C) Evidenciacdo de bactérias morfologicamente compativeis com o género
Brachyspira (obj. 60x).

4.3 PCR DUPLEX

Para a técnica da PCR foram selecionadas 10 amostras das 10 granjas com
as maiores quantidades de cultivo bacteriano que resultaram em forte hemdlise em
agar sangue. Realizada em 100 das 220 amostras que tiveram crescimento positivo
no isolamento bacteriano, 39% (n=100) amostras foram positivas. Dessas, 61,55%
(24/39) foram positivas para B. hyodysenteriae exclusivamente, 28,2% (11/39) foram
unicamente positivas para B. pilosicoli e 10,25% (4/39), representando quatro
amostras oriundas de trés granjas distintas, foram concomitantemente positivas para
B. hyodysenteriae e B. pilosicoli (Tabela 2). Do total, 61% (n=100) amostras foram

negativas na técnica da PCR.
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Tabela 2 — Resultado da PCR duplex para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli em amostras positivas no
isolamento bacteriano para Brachyspira spp.

Granjas* Municipio Neamostras  N®amostras PCR+
positivas negativas BP BH BP/BH
G1 Nova Santa Rosa 7 3 1 5 1
G2 Nova Santa Rosa 6 4 - 6 -
G3 Nova Santa Rosa 4 6 4 - -
G4 Palotina 5 5 - 5 -
G5 Palotina 6 4 3 2 1
G7 Assis Chateaubriand 2 8 1 1 -
G8 Palotina 3 7 1 2
G10 Palotina 4 6 - 4 -
G11 Palotina 1 9 1 - -
G15 Nova Santa Rosa 1 9 - 1 -

BP — Brachyspira pilosicoli; BH — Brachyspira hyodysenteriae. *NUmero de amostras por rebanho =
10

Os quatro rebanhos amostrados no municipio de Nova Santa Rosa
apresentaram a maior quantidade relativa (4,5 amostras positivas/granja) de casos
positivos na PCR, com 18 (n=39) amostras positivas na identificacdo para as duas
espécies de Brachyspira estudadas. Com cinco rebanhos amostrados, o municipio
de Palotina apresentou o maior numero absoluto (19/39) de casos positivos,
representando 48,72% (n=39) de amostras positivas no total com quantidade relativa
de casos positivos menor (3,8 amostras positivas/granja). Por ultimo, com apenas
um rebanho amostrado, o municipio de Assis Chateaubriand apresentou duas
(n=39) amostras positivas na PCR duplex, representando 5,13% do total de
amostras positivas para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli (Figura 3).
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Figura 3 — Resultado PCR duplex Gel de agarose mostrando o tamanho dos produtos de PCR de
algumas amostras coletadas a campo, Brachyspira pilosicoli 823 pb (BP); Brachyspira hyodysenteriae
354 pb (BH); Kb, marcador de peso molecular e C-, controle negativo. Linhas 1, 2 e 10 deteccbes de
Brachyspira pilosicoli, linhas 3, 4 e 9 detec¢des de Brachyspira hyodysenteriae, linhas 5, 6, 11 e 12
amostras negativas e linhas 7 e 8 deteccbes mista por Brachyspira pilosicoli e Brachyspira
hyodysenteriae.

KB "BP"BH" C-51 ™ 2 3 &4 &5 EMuamassSe10™.1112-KB

4.4 ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS

Foi possivel realizar a necropsia de somente trés animais com sinais clinicos
de diarreia, sendo estes oriundos de uma granja do municipio de Nova Santa Rosa
(G1). Macroscopicamente, notava-se intenso edema do mesocélon espiral e
petéquias multifocais leves na serosa (Fig. 4A). Na mucosa intestinal, havia
hiperemia leve (02/03) a acentuada (01/03) com presenca de filamentos de fibrina e
restos necréticos aderidos a mucosa (Fig. 4B). Em dois dos animais notava-se
conteddo intestinal fluido com moderada a acentuada quantidade de muco,
associado a presenca de sangue (Fig. 4C) ou nao (Fig. 4D). Esses animais
apresentaram isolamento e PCR positiva para B. pilosicoli (2/3) e B. hyodysenteriae

(1/3).



34

Figura 4 — Colite espiroquetal e disenteria suina no Parana. (A) Edema de mesocélon espiral. (B).
Colite fibrino necrética acentuada. (C) Conteldo intestinal fluido e hemorragico. (D) Conteldo
intestinal fluido e mucoso.

i

Fragmentos de intestino grosso dos suinos necropsiados foram processados
para avaliacao histopatoldgica. As alteragdes observadas variaram discretamente na
intensidade, sendo que uma amostra apresentou lesbées mais brandas e as outras
duas, lesdes mais severas. As variagdes de intensidade foram evidenciadas em: 1)
integridade do epitélio intestinal; 2) infiltrado inflamatério; e 3) alteragdes circulatérias
(hiperemia e hemorragia). Comumente, na mucosa, foi observada distensdo
moderada a acentuada da lamina propria devido ao infiltrado inflamatério difuso
moderado a acentuado constituido por linfécitos, histiocitos, plasmaécitos e
eosindfilos. No epitélio superficial observou-se erosdes e necrose difusa moderada
com descamacao de células epiteliais, acimulo de células inflamatérias e restos
celulares na luz intestinal. Entremeando o epitélio intestinal remanescente foram
evidenciadas células caliciformes dilatadas e proliferadas, que na base da mucosa
integravam criptas dilatadas, por vezes com material necrético na luz. Na
submucosa notou-se hiperplasia moderada a acentuada do tecido linféide associado
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a mucosa (MALT) e infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitario difuso leve a

moderado (Figura 5).

Figura 5 — Suinos de terminacao infectados por Brachyspira hyodysenteriae no estado do Parana. (A)
Colite erosiva difusa moderada caracterizada pela necrose e desprendimento do epitélio superficial
da mucosa (setas) HE, obj. 10x. (B) Na mucosa (Mu), nota-se infiltrado inflamatério
linfohistioplasmocitario difuso acentuado distendendo a lamina prépria e hiperemia difusa moderada;
infiltrado inflamatério semelhante também pode ser observado na submucosa (Sm) HE, obj. 10x. (C)
Célon, hiperplasia de MALT difusa acentuada (estrelas) HE, obj. 10x. (D) Erosdo e ulcera focal
(asterisco) com liberacdo de grande quantidade de debris celulares para a luz intestinal (setas) HE,
obj. 10x. (E) Criptas intestinais, dilatacdo difusa moderada com restos celulares na luz (setas) e
necrose individual de enterocitos (detalhe) HE obj. 20x. (F) Hiperplasia de células caliciformes difusa
acentuada HE obj. 20x.
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5. DISCUSSAO

Apesar dos agentes enteropatogénicos serem importantes causadores de
prejuizo na suinocultura e a sua identificagdo, distribuicido e informagdes
epidemioldgicas constituirem informagdes relevantes para o controle dos mesmos, o
estado do Parana ndo apresenta dados referentes a prevaléncia dos principais
enteropatdégenos causadores de diarreia em suinos, sendo este o primeiro estudo a
investigar a frequéncia de B. hyodysenteriae e B. pilosicoli no Parana. A
mesorregiao Oeste do estado, onde estdo localizados os municipios deste trabalho,
€ parte componente do segundo maior estado produtor e terceiro maior exportador
carne suina no pais, superado apenas pelo estado de Santa Catarina e Rio Grande
dos Sul, respectivamente (IBGE, 2015).

A alta densidade de unidade produtoras, caracteristica diretamente
associada a maiores niveis produtivos, aumentam o potencial de transmissao da
enfermidade devido a proximidade geografica entre os rebanhos, maior fluxo de
veiculos (caminhdes para transporte de racdo e animais) e circulagdo de vetores
entre as granjas proximas (MUNIAPPA et al., 1997; BOYE et al., 1998; THOMSON
et al.,, 1998; CALDERARO et al., 2001; HAMPSON et al., 2006; HAMPSON E
TROTT, 2006). O municipio de Nova Santa Rosa, incluido na presente pesquisa, é
reconhecido pela grande concentracdo de granjas suinicolas, possuindo inclusive
Unidades Produtoras de Leitdes (UPLs), o que possivelmente justifique o maior
namero de animais infectados para as duas espécies de Brachyspira sp.
patogénicas estudadas e maior quantidade de animais clinicamente acometidos.
Cenario corroborado pelo cultivo bacteriano positivo para o género Brachyspira em
todas as 60 amostras coletadas em quatro granjas desse municipio, com 53
(88,33%) amostras apresentando hemolise forte em &gar sangue e outras 7

(11,66%), hemolise fraca.

Um estudo sobre a disenteria suina no Brasil relatou 18 novos surtos da
doenca entre os anos de 2010 e 2014, ocorridos nas regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste do pais (DANIEL, 2014). O estado do Parana foi incluido, contabilizando dois
surtos isolados entre os anos de 2010 e 2011. O estado de Santa Catarina se
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destacou pelo maior numero de surtos, cinco ao todo, sendo que dados
epidemiologicos sugerem que a contaminagdo de uma granja multiplicadora
terceirizada no Oeste do estado tenha fornecido fémeas de reposi¢ao clinicamente
sadias, mas infectadas, para varias UPLs de diferentes empresas de integracao
(DANIEL et al., 2013). Com historico semelhante, o presente estudo revelou que 11
das 15 granjas avaliadas recebiam leitdes de propriedades “iniciadoras de campo”,
UPLs reconhecidas pelas mas condicbes sanitarias. Algumas dessas unidades,
sabidamente infectadas por Brachyspira spp., forneciam leitdes para produtores de
Nova Santa Rosa, o que possivelmente explique o maior nimero de casos positivos
pela PCR duplex (18/39) nas amostras oriundas desse municipio. Embora nao se
possa afirmar no presente caso, o contexto epidemiolégico reforca a possibilidade
de que as UPLs contaminadas tenham disseminado as doencas para a regiao
estudada.

O isolamento bacteriano é reconhecido como o procedimento diagndstico
“padrao ouro” para identificacao das espécies do género Brachyspira (KENNEDY et
al., 1988; FELLSTROM et al., 1997; FELLSTROM et al., 2001b; HARRIS et al.,
2006; STANTON, 2006). Teste altamente sensivel, capaz de detectar a presenca de
apenas uma espiroqueta em condicdes de conservacio ideais (FELLSTROM et al.,
2001a), o isolamento bacteriano é a técnica eletiva quando o objetivo é o estudo
abrangente das bactérias que compdem o género Brachyspira. Embora o
crescimento de outras espécies do género Brachyspira nao fosse a proposta
principal, certamente o cultivo bacteriano favoreceu a selegdo e crescimento dos
microrganismos protagonistas do presente trabalho juntamente com outras espécies
de Brachyspira.

A fase aguda das doencas entéricas causadas pelas espiroquetas do género
Brachyspira caracteriza-se pela diarreia clinica e eliminacdo dos microrganismos em
quantidades detectaveis ao cultivo bacteriano (NEEF et al., 1994b). Na fase
assintomatica, os animais excretam os patégenos nas fezes em niveis detectaveis
ocasionalmente, reduzindo a sensibilidade do teste e dificultando a identificacdo das
espiroquetas patogénicas (STEGE et al.,, 2000). Na presente pesquisa, poucas
amostras foram provenientes de animais com diarreia e o cultivo revelou

crescimento bacteriano compativel com espiroquetas do género Brachyspira em
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todas as amostras, o que pode ser atribuido a alta sensibilidade do teste além de
indicar a eliminacao de quantidade detectaveis de Brachyspira spp. nas fezes.

Em areas endémicas, como é o caso do presente estudo, o uso de
antimicrobianos é uma conduta rotineira na profilaxia e tratamento das
espiroquetoses suinas, o que pode reduzir consideravelmente a excrecao de
organismos viaveis a deteccao no cultivo (HARRIS et al., 2006). Os antimicrobianos
frequentemente utilizados no tratamento das doencas causadas por Brachyspira
spp. incluem valnemulina, carbadox, doxiciclina, tilvalosina, tilosina, lincomicina e
tiamulina (CIZEK et al., 1998; DUHAMEL et al., 1998; HOMMEZ et al., 1998; FOSSI
et al., 1999; KARLSSON et al., 2004; CLOTHIER et al., 2011; HIDALGO et al.,
2011). Cepas de B. hyodysenteriae, isoladas dos principais e mais recentes surtos
de disenteria suina no Brasil, demonstraram boa sensibilidade quando expostas ao
antimicrobiano tiamulina em estudo de determinacdo da susceptibilidade
antimicrobiana in vitro (DANIEL, 2014). No presente estudo, todas as amostras
foram provenientes de rebanhos que profilaticamente recebiam racdo medicada e
uma alta dosagem adicional do antimicrobiano tiamulina entre 70 e 80 dias apds
alojados nas instalagdes de terminagdo. Apesar disto, foram encontrados casos de
doenca clinica e cultivo bacteriano fenotipicamente compativeis com as doencas
causadas pelas Brachyspiras sp., 0 que sugere um cenario produtivo possivelmente
exposto a uma alta presséo de infeccdo e ao surgimento de cepas resistentes aos

farmacos utilizados, no presente caso, a tiamulina.

Sabe-se que a B. hyodysenteriae possui um agente de transferéncia génica
(gene transfer agent — GTA), semelhante a um préfago, nomeado de VSH-1 (virus
da Serpulina hyodysenteriae), que esta envolvido na transferéncia natural de genes
e recombinacdo dentre espécies. A real importancia dessa troca de material
genético ndo esta totalmente esclarecida, porém acredita-se que o GTA esteja
envolvido na transferéncia de genes de resisténcia a determinados antimicrobianos
dentro de uma populacao de bactérias (MOTRO et al., 2009). Devido a isso tem-se
buscado formas alternativas de controle das bactérias do género Brachyspira. No
Brasil, determinadas empresas tém utilizado produtos fitoterapicos via racao, tanto
na forma preventiva como curativa. Entre os fitoterapicos utilizados, merece
destaque o Dysantic® elaborado a base de tomilho, alfarroba e orégano e

empregado em todas as granjas desse experimento. Porém como podemos
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perceber, o fitoterapico ndo elimina as bactérias do género Brachyspira das fezes,
somente suprime os sinais clinicos o que permite a perpetuacdo do agente no

ambiente e no animal.

Alguns autores sugerem a utilizagdo do cultivo bacteriano e a PCR
associados para determinar as espécies do género Brachyspira em amostras de
fezes, pois reinem a especificidade do teste molecular a sensibilidade do cultivo
com a multiplicagido prévia da bactéria (FELLSTROM E GUNNARSSON, 1995;
FELLSTROM et al. 1997; FELLSTROM et al., 2001b). Neste estudo, essa
combinacao de testes foi utilizada para identificar a presenca das duas espécies
reconhecidamente patogénicas, B. pilosicoli e B. hyodysenteriae.

Embora a técnica de PCR seja relatada como um bom recurso de
diagnéstico em estudos epidemioldgicos pela capacidade de identificar animais com
infeccdes subclinicas (LADINIG et al.,, 2009), o presente estudo diverge
apresentando resultado negativo na maioria das amostras (61%). Com poucos
animais que apresentavam a doenca clinica, maior parte dos rebanhos (6/10)
avaliados pela PCR no presente trabalho apresentavam histérico de diarreia
sugestiva de infecao por bactérias do género Brachyspira, semelhante a um trabalho
realizado no estado de Minas Gerais com 39 amostras de fezes (NEVES, 2012). No
entanto, o presente trabalho encontrou apenas 39% de amostras positivas, resultado
distante dos 71,7% encontrado por Neves (2012). A utilizagcdo de DNA extraido de
cultivos bacterianos propicia maior eficiéncia na avaliagdo pela PCR (RASBACK et
al., 2006; BURROUGH et al.,, 2012; DANIEL, 2014), entretanto tal fato nao foi
observado no presente estudo. Os baixos numeros obtidos pela PCR desta pesquisa
podem ser parcialmente explicados pelo fato de o DNA utilizado para os testes ser
proveniente de culturas bacterianas nao purificadas, o que € corroborado por La et
al. (2003). Elucidando outra provavel explicacao, Boye et al. (2001) e La et al. (2003)
relataram que resultados negativos podem também ser atribuidos ao dano ou
qguantidade insuficiente de DNA na amostra.

O uso de amostras de DNA oriundo de cultivo bacteriano inicial, conforme as
analisadas no presente trabalho, podem gerar maior quantidade de resultados
negativos na PCR duplex quando comparado com os resultados obtidos ao testar
DNA extraido diretamente de amostras de fezes (LA et al.,, 2003). Fato que
possivelmente tenha sido corroborado pelos resultados encontrados nas amostras
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testadas no presente trabalho. Destaca-se dentre os resultados negativos na PCR
do presente estudo, a granja 15 (G15), inserida em regido sabidamente contaminada
(municipio de Nova Santa Rosa), que apresentou grande numero de animais com
diarreia muco hemorragica e cultivo bacteriano positivo para Brachyspira sp. em
todas as 15 amostras coletadas, com predominio de amostras em hemolise forte. No
entanto, das dez amostras analisadas na PCR duplex apenas uma foi positiva (B.
hyodysenteriae), indicando a presenca de quantidades inadequadas de DNA,
provavelmente muito acima da concentracgdo ideal, entre 102 e 10* espiroquetas na
amostra (ATYEOQO et al., 1998; LA et al., 2003).

Sao descritas oficialmente cinco espécies de Brachyspira encontradas no
intestino grosso de suinos (DUHAMEL, 2011). Historicamente, trés dessas espécies,
B. intermedia, B. innocens e B. murdochii tém sido consideradas comensais e
frequentemente isoladas de amostras de fezes de suinos saudaveis. No entanto, ja
existem relatos de colite catarral sendo causada por B. murdochii em condi¢cdes
naturais (WEISSENBOCK et al., 2005) e experimentais (JENSEN et al., 2010). Deste
modo, & possivel que o alto nimero de amostras negativas para B. pilosicoli e B.
hyodysenteriae na PCR duplex possa decorrer do alto numero de Brachyspiras
apatogénicas ou até mesmo patogénicas ndo identificadas em meio aos isolados
bacterianos.

A escassez de identificacdes positivas de B. hyodysenteriae e B. pilosicoli na
PCR duplex realizada com amostras positivas no cultivo bacteriano, oriundas de
animais em curso clinico de diarreia suscita a alegacao de existéncia de espécies de
Brachyspira sp. patogénicas, fortemente hemoliticas ainda desconhecidas
(GEBHART E PRIMUS, 2011). Diante da auséncia de testes moleculares
padronizados e impossibilidade de tipificacdo dessas espécies, estes autores
sugeriram a expressao “Novel Strongly Hemolytic Brachyspira species — NSH”
(novas espécies de Brachyspira fortemente hemoliticas) com base no potencial
patogénico e producao de hemdlise forte em agar sangue. Dentre as espécies que
tem sido diferenciadas geneticamente da B. hyodysenteriae (ATYEO et al., 1999), ja
se conhecem as seguintes terminologias propostas: “Brachyspira suanatina’,
“Brachyspira sp. SASK30446” e “Brachyspira intermedia atipica” (RASBACK et al.,
2007; BURROUGH et al., 2012). Em estudos mais recentes, por meio de provas

bioquimicas, moleculares e comparacdes filogenéticas, Chander et al. (2012)
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propuseram a denominacao “Brachyspira hampsonii”, posteriormente reclassificada
em “Brachyspira hampsonii subtipo | e Brachyspira hampsonii subtipo Il (VANUCCI E
GEBHART, 2013).

A avaliacdo anatomopatoldégica dos animais submetidos ao exame
necroscopico revelou lesdes macroscédpicas e histopatoldégicas esperadas, de
acordo com a literatura (HAMPSON et al.,, 1997; TAYLOR E TROTT, 1997;
JACOBSON et al., 2004; HAMPSON et al., 2006). As alteracbes macroscépicas
associadas ao cultivo bacteriano positivo é uma condicdo diagnostica
frequentemente encontrada, apesar de haver relato de cultivo bacteriano positivo
mesmo na auséncia de lesdes macroscépicas evidentes (DANIEL, 2014). No
presente estudo, houve concordancia entre lesdes macroscopicas, técnicas do

cultivo bacteriano e da PCR.
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6. CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo a investigar a frequéncia de Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli no estado do Parana. Além da identificacao
dos dois principais agentes enteropatogénicos e respectiva associacdo com a
doenca clinica na suinocultura paranaense, o presente trabalho chegou as seguintes

conclusodes:

e Frequéncia de 24% de Brachyspira hyodysenteriae, 11% de Brachyspira
pilosicoli e 4% da presenga concomitante dos dois patégenos;

e A associagcdo do cultivo bacteriano com a técnica da PCR duplex
demonstrou-se eficiente na identificagdo de B. hyodysenteriae e B.
pilosicoli em suinos;

e Possibilidade do envolvimento de “novas espécies de Brachyspira”
patogénicas em casos clinicos em que a B. hyodysenteriae nao foi
diagnosticada;

e Presenca da doenca clinica em rebanhos suinos, apesar do intenso uso

de medicamentos profilaticos.
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