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Avaliacdo da transmissao da Brachyspira pilosicoli através dainfeccao
experimental em pintos de umdia*

Assessment of the transmission of Brachyspira pilosicoli infection using a one-day old chick model

Fabiana Paulovich?, Sandra Maria Borowski?, David Driemeier?, Luis Eduardo Razia?, Tania Allen
Coutinho?, Aline Beatriz Heinen Prates?, Caroline Argenta Pescador?®, André Mendes Ribeiro Correa®
& David Emilio Santos Neves de Barcellos?

RESUMO

A Brachyspira pilosicolié uma causa reconhecida de diarréia em diversas espécies animais e no homem. A
transmissao ocorre principalmente pelas fezes, alimentos ou 4gua contaminada. A bactéria tem boa capacidade de sobrevi
véncia no meio ambiente, o que gera amplas oportunidades de transmisséo. Este trabalho avaliou a capacidade de difusé
horizontal de diferentes cepasRigilosicoli. Foram usadas 2 cepas de referéncia e 19 cepas de campo da bactéria, isoladas
de casos de diarréia em suinos no Estado do Rio Grande do Sul, usando um modelo de infecgao oral de pint®ace um dia
cada cepal animais foram inoculados com uma suspenséo de bactérias vivas e mantidos em gaiola com outros dois animais
nao inoculados (contatos). Decorridos 21 dias foram sacrificados e os cecos examinados por histopatologia, através da
imuno-histoquimica. Foi observado que 73,68% das cefaspil@sicoliforam capazes de colonizar o epitélio do ceco.

Houve diferencas no tipo de colonizacdo, ocorrendo aderéncia continua, focal ou presenca de bactérias livres na luz
intestinal. Com relacdo a capacidade de transmisséo horizontal da infec@mposicoli, 57,89% das cepas foram

capazes de aderir e/ou serem detectadas livres na luz intestinal dos animais contatos. A conclus@o desse experimento foi d
gque algumas das cepas de campo mostraram alta capacidade de difuséo horizontal.

Descritores:Brachyspiraspp. Brachyspira pilosicoli Colite Espiroquetal, Imuno-histoquimica, Transmissao Horizontal.

ABSTRACT

Brachyspira pilosicolis a recognized agent of diarrhea in several animal species and man. The transmission
occurs specially through contact with feces, food or contaminated water. It shows a good survival in the environment, and
this gives good opportunities for transmission. The present work assessed the capacity of horizontal spread of different
strains ofB. pilosicoli Two reference and 19 field strains of the bacteria were used, isolated from cases of diarrhea in pigs
in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, applying an one-day old chick model of infection. For each strain, 4 chicks were
inoculated with a live bacterial culture and kept in a cage with other two non-inoculated chicks. After 21 days, they were
submitted to euthanasia and the cecum examined histopathologically using immuno-histochemistry. It was observed that
73.68% of tha. pilosicolistrains were able to colonize the cecal epithelium. There was differences in the type of coloniza-
tion, occurring continuous adhesion, focal adhesion or free bacteria in the intestinal lumen. Regarding the capacity of
horizontal transmission &. pilosicoliinfection, 57.89% of the strains were able to adhere or were detected in the intestinal
lumen of contact animals. The conclusion of the present work was that some field strains presented high capacity of
horizontal diffusion.
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INTRODUCAO Nas primeiras 24 horas ap6s o desafio, os pin-
A Brachyspira pilosicolié o agente de uma tos nao receberam ragdo ou agua. A seguir, foi

L . p . rnecida racao nao comercial, sem antimicrobianos.
forma de diarréia infecciosa em suinos denomlnan } &

colite espiroquetal (CE), que afeta principalmente Iel'?‘ agqa de bebida e a CO”."da estlveram disponiveis
d libitum durante o experimento. Os pintos foram

tbes nas fases de crescimento e terminagéo. A traifs:

. o o . xaminados diariamente, com avaliacao visual e ana-
missao ocorre de leitdo a leitdo pelas fezes, alimentgs ¢

, . . iIse da consisténcia das fezes, segundo os critérios
ou agua contaminada [13]. Inexiste, entretanto, uma » S€9

comprovacao mais direta para validar essa afirma(;é\sogge”dos por Barcellos & Sobestiansky [4]. As gaio-

A sobrevivéncia do agente no ambiente foi 14 dias gs foram "”_’pas apenas no final do experlmgntq por-
4°C e por até 7 dias a ¥ [2]. Essa longa sobrevi- que a quantidade de fezes acumuladas néo justificava

a . - impeza periédica e para simular as condi¢cdes em
véncia gera amplas oportunidades de transmissao %é P P b &

, . ) . - . nimais sdo manti n ranjas. Para inf r
bactérias no ambiente em que os suinos séo crladgg,e 0s animais S&0 mantidos nas granjas. Para infecta

principalmente nos casos de falhas de limpeza e 2 :Q’ pllntos, fgram usada}s as seguintes cepas de refe-
sinfeccio réncia, obtidas através do Dr. Gerald Duhamel,

Existem poucas técnicas disponiveis para [a)epartment of Veterinary Clinical Studies, Lincoln,

avaliacdo da patogenicidade experimentalBda Nebraska, USA: _
pilosicoli. A inoculagéo de suinos mostra resultadoB43/6/78, ATCC 51139, cepa de referénciaBde
insatisfatérios, mas a infeccdo pode ser reproduzid@losicoli [12];

consistentemente usando um modelo de infeccao egp16, ATCC 49776, isolado humano, proveniente dos
pintos de um dia [7,10,14,15]. Estados Unidos da América [6].

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a . .
Foram usadas também as seguintes amostras de

capacidade infectante de cepas da bacigsiadas . . . L
. : . ampo, que haviam sido isoladas de suinos com diarréia
anteriormente de granjas no Estado do Rio Grande do = .. . . o
Sul [2], usando o modelo de infeccao de pinto araa regido sul do Brasil [3] e estavam disponiveis na Fa-
L o & , p P uldade de Veterinaria da UFRGS: SIPV 1, 8, 9, 12, 13,
avaliacdo da colonizag&o cecal. Também foi estuda

: - : . 91, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 36, 37, 38, 39, 40, 42 e 43.
a capacidade da transmissao horizontal da infeccao,

através da manutencdo de pintos inoculados e conta- A cepas de referéncia apresentavam um nu-

tos ndo inoculados na mesma gaiola. mero ndo discriminado de passagens e as de campo
i entre 3 a 7 passagens em meios artificiais de cultivo.
MATERIAIS E METODOS Apbs ressuspensio das bactérias liofilizadas com so-

luca lina, f Itiplicad itacao (300 ,
Foramusados 132 pintos de um dia de vida, divi- o0 Saina, foram MUTipicadas em agitacao (300 rpm)

did 22 otes de 6. Em funcio da mist » num meio liquido pré-reduzido esterilizado (Meio
dos .em ° es_ € 0. Emfungao da mistura aciden AS), [9] a 3TC, por 5 dias. A titulacdo do inéculo
de dois grupos (inoculados com as cepas SIPV 42 e

. : ) . Oi realizada através da contagem das células
43), o experimento final foi realizado com 20 lotes de . A
. . acterianas em camara de Neubauer. Um volume de
pintos e um 24grupo com 12 pintos. De cada grupo

0,8 mL de suspenséao contendo 1 XHdctérias/ mL

L . "Toi fornecido oralmente a 4 de 6 pintos de cada grupo
cada uma das cepasBlepilosicolie 2 mantidos como o )
no inicio do experimento por 3 vezes, a cada 3 horas.

contatos, ndo inoculados. Os contatos foram alojad o
. : . 0s 2 animais remanescentes de cada grupo foram
na mesma gaiola dos desafiados e marcados indivi-_ . . .
. . o mantidos como contatos, inoculados simultaneamente
dualmente, para permitir a diferenciacdo. Cada grupo . . . i
: : : L com um volume igual de meio de cultivo esteéril.
experimental foi mantido em gaiola individual, sem con-
tato com os leitdes das outras gaiolas. A sala onde fo- ~ Vinte e um dias apds a inoculagao, os animais
ram alojados possuia aporte de ar filtrado e condiciéeram sacrificados, segundo normas aceitas de euta-
namento ambiental, mantendo uma temperatura médiasia. Foi retirada a por¢ao proximal, medial e distal
de 35 graus centigrados e umidade média de 85%. \ite ceco fragmentos para cortes para analise
e quatro horas antes de introduzir os animais, a sala Bigtopatoldgica, usando a imuno-histoquimica. Os ma-

ante-sala foram esterilizadas. teriais foram imediatamente imersos numa solugdo de
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fqrmalma tampon.ada a 10% pqr um r[“n'mo de UMpapela 1. Resultados dos exames histopatolégicos, ava-
dia, antes de realizar-se as desidratacbes em concefindo a colonizacdo do ceco de pintos e a presenca de

tracBes crescentes de alcool e as demais etapas @@chyspira pilosicoli livres na luz intestinal.
processamento histoldgico [11]. A partir dos blocos, cepa Bacteriana Inoculados Contatos
os tecidos foram cortados em micrétomo numa es-

: P43/6/78 - .
pessura de aproximadamente 5 um e montados sobre
uma lamina de microscopia. O soro hiperimune SR : -
policlonal usado para a técnica imuno-histoquimica foi SIPV 1 + +
produzido [5] através da hiperimunizacéo de coelhos SIPV 8 o +
com a cepa P43/6/78. O método imunohistoquimico SPV 9 N
usado foi o da Streptavidina Biotina Marcada
(LSAB)[8]. A leitura foi feita em microscépio 6tico, Sz * -
com 400 aumentos. SIPV 13 + +
RESULTADOS SIPV 14 : .
SIPV 15 + -
Achados macroscoépicos SPV 16 . .
Durante o experimento, 0s animais se apre- SIPV 18 + -

sentaram clinicamente normais e as fezes, ndo mos-  gpy 19
traram alteracdes significativas de consisténcia. No

: . . SIPV 20 + -1
final, alguns pintos estavam desidratados, mas sem
diarréia. Na necropsia dos inoculados e contatos, a  SIPV 22 * *
Unica lesdo detectada foi escassa hiperemia e algu-  siPv 23 e +
mas sufusdes na parte média e distal do ceco, em dois gy 36 ) .
pintos.
SIPV 37 + &
Achados microscopicos SIPV 38 . -
Um resumo dos resultados com relacédo a co- SIPV 39 + -
lonizacéo bacteriana do ceco e para a presenca de gpy 4042 + +
Brachyspiraspp. na luz intestinal consta da Tabela 1. SPV 43 1

Pode ser observado que 73,68% (14/19) das
cepas colonizaram o epitélio do ceco dos animais ing-___ T9TAL #2 D EEe) e )
culados conB. pilOSiCOli e 57,89% (11/19) das ce- *Aderéncia presente em pelo menos 1 entre os 4 pintos inoculados, e entre
pas colonizaram os contatos. Houve diferengas nBan menos 1 entre os 2 controles; - Aljsérmcia de z?lderéncia nos 4 pintos
. . ~ ~ . , inoculados ou nos 2 controles; * Aderéncia negativa, mas presenca de
tIpO de colonlzagao, ocorrendo aderéncia Contmuae'spiroquetas livres na luz intestinal; > Totalizagao para as 19 amostras de
focal ou presenga de bactérias livres na luz intestin@&hmpo, desconsiderando as cepas controle P43/6/78 e SP16
em 3 cepas.

Apresentaram resultado negativo para a co-
lonizacédo epitelial 6 entre as 21 cepas testad&do superficial, mas espiroquetas foram encontradas
(23,52%), sendo as 2 cepas de referéncia e as larres na luz intestinal.
nas referentes a 4 entre- as 1~9 cepas.d,e-cqmpo (SIPV DISCUSSAO
19,36,38 e 43). A colonizacéo do epitélio intestinal
esteve presente em todas as cepas restantes, de  Nas diversas espécies animais, a transmisséo
maneira focal ou ao longo de toda a borda epiteliafla infec¢éo conB. pilosicoliocorre, principalmente,
No caso das cepas SIPV 8, além da colonizagdo a@ftavés da via fecal-oral [1]. No caso atual, como for-
superficie epitelial, a bactéria estava presente na lora de avaliar o grau de infecg¢éo cruzada (transmissao
intestinal. Na cepa 43, nao foi observada colonizaiorizontal), foi usado um modelo experimental que en-
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volveu o alojamento na mesma gaiola de pintos inocul®- pilosicoli para esses animais. De outra parte, a
dos e contatos n&o inoculados. Usando a técnica dalonizagéo foi detectada em 73,68% dos animais ino-
imuno-histoquimica, foi demonstrada a infecc¢ao cruzasulados e em 57,89% dos contatos, o que confirmou a
da (avaliada pela colonizacéo intestinal e/ou presena#ta capacidade do organismo em se associar ao epitélio
de espiroquetas livres na luz intestinal) em 11/1fhtestinal sem induzir problemas clinicos. Isso pode ser
(57,89%) entre as cepas avaliadas (SIPV 1, &grificado pela auséncia de diarréia, coincidindo com
13,14,16,20,22,23,37, 40/42 e 43). Em duas dessas amesgistros anteriores [6,14].

tras (SIPV 20 e 43), observou-se apenas a presenca de  Na observacgdo das laminas positivas, o acha-
bactérias livres na luz intestinal. O piso das gaiolas ed microscépico mais relevante foi a aderéncia da
de telado de arame com furos quadrados, totalmeriactéria a superficie do epitélio intestinal. Num nime-
vazado, drenando liquidos e sélidos e proporcionando menor de laminas, observou-se também a invasdo
um ambiente de baixa contaminacgéo fecal aos pintagas glandulas epiteliais, conforme relatado anterior-
Mesmo nessa situacao observou-se que ainfecgdo oaoente [6,13]. Uma outra observagdo desses autores
reu de forma macica, o que sugeriu uma alta capacidai uma infreqiiente invasdo de macro6fagos, o que foi
de infectante para pintos das amostraB.dglosicoli  confirmado nas nossas observacdes em trés laminas:
de origem suina usadas no experimento. cepas SIPV 6,8 e 18.

Houve diferenca no grau das lesdes Com relacdo a presenga de espiroquetas li-
histolégicas para as distintas cepas. Especificamentees na luz intestinal, foi detectada em 3 cepas, sendo
para as cepas SIPV 9 e 13, notou-se uma reacdo mfiee duas de contatos. Pode-se especular que o
presente nas outras amostras. Consistia de macjgacessamento histopatolégico poderia ter causado a
aderéncia da bactéria ao epitélio do ceco e das cripresenca da bactéria na luz intestinal. Entre os fatores
tas. Ao mesmo tempo, foi observada uma forte resjue poderiam explicar essa “descamac¢éo” das bacté-
posta inflamatéria na mucosa e na lamina prépria, corras aderidas, poderia ser citado o atrito com a nava-
presenca de heterdéfilos e macréfagos. Para as outtha e a agdo dos alcoois e de outros reativos usados no
cepas, 0s achados microscopicos ficaram restritospaocessamento dos cortes.
aderéncia da bactéria, com ocorréncia eventual de uma
ou outra entre as lesdes histolégicas que estiveram
presentes na totalidade no caso anterior. Um achado A imuno-histoquimica mostrou-se sensivel para
em todos os cortes positivos foi hiperplasia e hipertrofia deteccéo d&rachyspira pilosicolino epitélio do
do epitélio intestinal e das criptas. ceco dos pintos inoculados. As cepas que foram ca-

A amostra padréo da espécie (P43/6/78) e pazes de colonizar demonstraram diferencas nessa ca-
isolado de origem humana (SP16) nédo aderiram e nfacidade e em induzir lesdes histolégicas. Isso pode-
induziram a uma reagao inflamatoria. N&o foram erda sugerir variacdes no grau de patogenicidade, mas
contrados registros do uso dessas cepas no modplla auséncia dos sintomas caracteristicos da infec-
adotado por nos, o que dificultou a analise do resultgéo intestinal poBrachyspiraspp. em pintos (diar-
do. De outra parte, essas cepas sofreram um elevaéia), pode-se dizer que houve apenas diferenca no
numero de sub-cultivos em diversos locais. Nessagau de infecciosidade. A mistura dos animais conta-
condi¢bes, bactérias podem perder determinados fi@s com os inoculados nas gaiolas permitiu comprovar
tores de viruléncia e apresentar diminui¢éo na capa@-transmissao horizontal pela via fecal-oral em 57, 89%
dade patogénica. das cepas avaliadas.

Lesdes macroscipicas foram observadas em
apenas 2,3% dos cecos dos pintos inoculados. Isso
demonstrou uma baixa patogenicidade das cepas deSAB, Biogen, Sédo Paulo, Brasil.

CONCLUSOES

Nota Informativa
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