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ABSTRACT.- Neves S.M.N,, Gabardo M.P. & Guedes R.M.C. 2017. [Fluorescence in situ hy-
bridization for diagnosis of Brachyspira hyodysenteriae e B. pilosicoli in swine.] Hibri-
dizacdo in situ fluorescente para diagnoéstico de Brachyspira hyodysenteriae e B. pilosicoli em
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Growing and finishing pigs are affected by pathogenic spirochetes of the genus Brachys-
pira sp., which cause a significant economic impact due to direct and indirect losses. Thus,
efficient diagnosis of these species enables better technical intervention to prevent or treat
diseases. This study aimed to evaluate the fluorescent in situ hybridization (FISH) for the
diagnosis of B. hyodysenteriae and B. pilosicoli in histopathologic fragments of pig’s intesti-
ne and compare it to the duplex PCR. Thirty-four samples collected from pigs positive for
these species in at least one of the tests were used in the study. Out of the 34 analyzed intes-
tine samples, 28 (82.35%) were positive by PCR and FISH. Among the 29 B. hyodysenteriae
positive samples, 23 (79.3%) were positive by PCR and 21 (72.4%) by FISH. There was
no statistical difference among the detection rate of the used tests. Based on the fact this
technique can be performed in formalin fixed tissue samples, it is practical, fast and allows
the association of labeling a specific agent with histological lesions, FISH has become an
alternative diagnostic method for Brachyspira hyodysenteriae and B. pilosicoli.

INDEX TERMS: Fluorescence, hybridization, diagnosis, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli,

swine, pathogenic spirochaetes, in situ molecular diagnostic, swine dysentery, spirochaetal diarrhea.

RESUMO.- Disenteria Suina e Colite Espiroquetal sdo duas
enfermidades importantes em suinos causados pela Bra-
chyspira hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli, respecti-
vamente. O diagndstico eficaz dessas espécies é extrema-
mente importante para a adogao de estratégias adequadas
para o controle. Propde-se avaliar a técnica de hibridizacdo
in situ de fluorescéncia (FISH) para deteccdo de B. hyody-
senteriae e B. pilosicoli em fragmentos histopatologicos de
intestino de suinos e compara-la ao PCR duplex. Foram
analisadas amostras de fezes e intestinos de suinos de ter-
minacdo com historico de diarreia pelas técnicas de rea-
¢do em cadeia da polimerase duplex (dPCR), hibridizacdo
in situ fluorescente (FISH) para diagnéstico dessas bacté-
rias. Foram utilizadas 34 amostras de intestino de suinos
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de campo positivos para alguma das duas espécies de Bra-
chyspira sp. nos testes de FISH ou PCR. Das 34 amostras
analisadas, foram detectadas 28 (82,35%) positivas na PCR
e no FISH. Dentre as 29 amostras positivas para B. hyody-
senteriae, 23 (79,3%) foram positivas a PCR e 21 (72,4%)
no FISH. Os resultados de FISH e PCR nao diferiram esta-
tisticamente entre si. Baseado no fato dessa técnica poder
ser realizada em tecidos formolizados, ser pratica, rapida
e associar a marcacgdo especifica do agente com lesdes his-
toldgicas, o FISH demonstrou ser mais uma alternativa no
diagnostico de Brachyspira hyodysenteriae e B. pilosicoli.

TERMO DE INDEXACAO: Hibridizagéo, in situ fluorescéncia, diag-
noéstico, Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli, sui-
nos, espiroquetas patogénicas, diagndstico molecular in situ, di-
senteria suina, colite espiroquetal.

INTRODUCAO
Suinos em fase de crescimento e terminagdo podem ser
afetados por afec¢des entéricas caracterizadas, principal-
mente, pelas diarreias (Guedes 2010). Dentre os agentes
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etioldgicos causadores de diarreias nas fases finais de cria-
¢do de suinos estdo as bactérias do género Brachyspira sp.
Esse género possui sabidamente trés espécies patogéni-
cas; Brachyspira hyodysenteriae, B. pilosicoli e B. hampsonii
(Hampson & Trott 2006, Harris et al. 2006, Burrough et al.
2012). Outras espécies nao patogénicas de Brachyspira (B.
innocens e B. murdochii) sao habitantes normais do intesti-
no grosso de suinos, o que pode dificultar o diagnéstico. O
quadro clinico de diarreia muco hemorragica, altas taxas de
mortalidade, e lesdes graves de enterite muco hemorragica
associada a areas de necrose sdo indistinguiveis entre ca-
sos de infec¢do por B. hyodysenteriae e B. hampsonii (Bur-
rough et al. 2012, Rubin et al. 2013, Wilberts et al. 2014),
mas B. hampsonii nunca foi diagnosticada no Brasil. Ja a in-
feccdo por B. pilosicoli causa diarreia pastosa acinzentada
com comprometimento do ganho de peso de animais re-
centemente alojados na fase de recria. Nao cursa com mor-
talidade, mas o quadro clinico inicial, e as lesdes macro e
microscépicas sdo indistinguiveis das infec¢des causadas
por B. hyodysenteriae (Hampson 2012, Guedes & Barcellos
2012). Esse fato torna o diagnoéstico definitivo dificil e de-
pendente de exames laboratoriais complementares.

O isolamento bacteriano em meio sélido é considera-
do o padrao ouro para o diagndstico de espiroquetas pa-
togénicas em suinos (Kennedy et al. 1988, Fellstrom et al.
2001). No entanto, por serem essas bactérias anaerobias
restritas, é necessario microambiente adequado; sendo o
crescimento fastidioso, requerendo até seis dias ou mais
para deteccdo de culturas especificas (Fellstrom et al.
2001). Assim sendo, o sucesso do isolamento esta direta-
mente relacionado a brevidade da chegada de amostras no
laboratério. Além disso, refrigeracdo é o método adequado
de submissao de amostras clinicas para isolamento de espi-
roquetas, entretanto, o Brasil com dimensdes continentais
gera um retardo da chegada das amostras ao laboratério.
Além desse material chegar impréprio para o isolamento,
na maioria das vezes chega impréprio também para a ava-
liacdo microscopica das lesoes, devido ao processo de au-
tolise, quando tecido em formol ndo é encaminhado com as
amostras frescas. Aumentar a sensibilidade de deteccdo de
patégenos requer o desenvolvimento de técnicas que aten-
dam aos requisitos praticidade, agilidade, sensibilidade e
especificidade, considerando a possibilidade de infec¢des
mistas (La et al. 2009, Guedes 2010). O Brasil vem enfren-
tando um numero crescente de surtos de Disenteria Suina
desde 2010, particularmente no estado de Santa Catarina, a
partir de setembro de 2012 (Daniel et al. 2013). Em adicdo,
ainda hoje no Brasil ndo houve o diagnéstico de disenteria
causada pela B. hampsonii (Roberto Guedes, comunicagio
pessoal). Desta forma, ha necessidade de aumentar a capa-
cidade diagnostica para a Disenteria Suina e de realizagdo
de teste que seja eficaz em garantir a diferenciacdo entre
espécies patogénicas de Brachyspiras.

A coloragdo pela prata e a imuno-histoquimica sao
duas técnicas onde é possivel a deteccdo de espiroquetas
e caracteriza-las como pertencente ao género Brachyspira,
entretanto ndo sdo técnicas espécie especifica, ndo permi-
tindo a definicdo da espécie de Brachyspira envolvida na
lesdo.
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A Hibridizac3o Fluorescente in situ (FISH) é uma técnica
molecular realizada em cortes histoldgicos, que combina a
precisdo da genética molecular com a informacao visual ge-
rada com visualizacdo do tecido ao microscopio 6tico (Mo-
ter & Gobel 2000, Ploeg 2000, Amann & Fuchs 2008, Neves
& Guedes 2012). Portanto, o FISH é uma técnica promisso-
ra a ser implantada na rotina de laboratérios de diagndsti-
co de enfermidades suinas, particularmente para agentes
bacterianos de dificil isolamento. No Brasil, até onde se
pode constatar pela literatura, esta técnica ndo vem sendo
utilizada para o diagnostico de enfermidades infecciosas
em animais domésticos.

Com o exposto, propoe-se utilizar a técnica de FISH para
deteccdo de Brachyspira hyodysenteriae e B. pilosicoli em
fragmentos histopatoldgicos de intestino grosso de suinos
e compara-la ao PCR duplex para o diagnéstico destas es-
piroquetas.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram utilizadas amostras de célon e fezes de sui-
nos em fase de recria e terminagdo. Os animais eram provenientes
de rebanhos com histérico de diarreia e com suspeita de infec¢do
por Brachyspira sp. patogénicas. Das amostras obtidas, 33 foram
coletas em frigorificos, e seis foram casos enviados ao Laborato-
rio da Patologia Veterindria da UFMG para diagndstico. Todas as
amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas no periodo de
mar¢o a novembro de 2011. As amostras foram acondicionadas
sob refrigeracdo e fragmentos do célon espiral foram fixados em
formol tamponado 10%, por no minimo 24 horas. O intervalo mé-
dio entre a coleta e o inicio das andlises foi de 12 horas, sendo no
maximo de 48 horas. Todas as amostras de fezes e intestino gros-
so fixado em formol de cada animal foram submetidas a avaliacdo
pela PCR e FISH, respectivamente. Qualquer amostra que tivesse
resultado positivo em pelo menos um dos testes para B. pilosicoli
ou B. hyodysenteriae foi incluida nesse estudo. Amostras positivas
para ambas as espécies de Brachyspira foram consideradas amos-
tras independentes, pois as sensibilidades dos testes variam entre
as espécies bacterianas estudadas. Foram realizadas também as
analises histolégica e imuno-histoquimica de todos os casos, po-
rém o resultado deste teste ndo foi critério para inclusdo no estu-
do, ja que ndo permitem o diagnostico da espécie de Brachyspira.

Os fragmentos de intestino grosso foram processados pela
técnica histoldgica rotineira de desidratagdo e inclusdo em parafi-
na. Apos esse procedimento, dois fragmentos do intestino grosso
foram seccionados em 3um de espessura, e um terceiro em 6pum
e corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (Luna 1968),
imuno-histoquimica (Viott et al. 2013a) e FISH (Jensen et al.
2000), respectivamente.

Hibridizacdo fluorescente in situ. O procedimento de FISH
foi executado de acordo com Jensen et al. (2000), utilizando indi-
vidualmente as sondas ja descritas por Boye et al. (1998). Para a
deteccdo d B. pilosicoli foi utilizada uma sonda com alvo do seg-
mento 16S do rRNA (Pilosi209 - GCTCATCGTGAAGCGAAA) e para
a B. hyodysenteriae o alvo do segmento 23sRNA (Hyo1210 - CT-
CACGATGAACCTTCGAC). Brevemente, os cortes de tecidos foram
hidratados de acordo com a técnica histolégica rotineira. A hibri-
dizacdo foi realizada em camaras de hibridiza¢do! com as lami-
nas montadas adequadamente em aparato proprio?, e incubadas
com 100 pl de tampdo de hibridizagdo (100mM Tris, pH 7,2, 0,9
M NacCl, 0,1% de dodecil sulfato de sddio) e 100 ng de sonda, a
45°C por 16 horas. Apds esse periodo, as preparagdes foram lava-
das trés vezes com tampao de hibridizagdo pré-aquecido (45°C)
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e, posteriormente, mais trés vezes com a solucdo de lavagem pré-
-aquecida (45°C) (100mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl). As amostras
foram finalmente lavadas em dgua ultrapura durante dois minu-
tos e secas em estufa a 45°C. Todo o procedimento foi realizado
sem a incidéncia de luz direta.

As preparacgoes foram examinadas em microscépio de fluores-
céncia (Olympus, AX70, Japdo) com cubo de filtro para o fluoro-
cromo Cy3, utilizando objetiva de imersdo com aumento de 40x e
6leo de imersdo para fluorescéncia®. A marcagdo foi considerada
positiva quando houve a visualizagio destacada de sinal fluores-
cente do agente no tecido, e negativa quando esta marcacdo ndo
era observada. Como controles positivos para a técnica de FISH,
foram utilizados blocos de parafina contendo fragmentos de in-
testino grosso sabidamente positivos para as duas espécies de
Brachyspira sp. patogénicas do suino, gentilmente cedidos pelo
professor Dr. Tim Jensen do Danish Veterinary Institute, Technical
University of Denmark, Dinamarca.

Imuno-histoquimica. Foi utilizada a técnica de imuno-histo-
quimica de acordo com o protocolo de VIOTT (2013a). Foi usada
a técnica da biotina-streptavidina marcada e anticorpo policlonal
especifico para o género Brachyspira sp., gentilmente cedido pelo
professor Dr. David Barcellos da UFRGS, Porto Alegre, Brasil, na
diluicdo de 1:6000. A marcagdo positiva foi detectada pelo cro-
mogeno AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole). Como controle positivo
foram utilizados cortes de os mesmos blocos de parafina cedidos
pelo professor Dr. Tim Jensen, citado acima.

PCR duplex. Foi utilizada a técnica de amplificagio dupla
(dPCR) para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli de acordo com o pro-
tocolo de La et al. (2006), adaptada por Viott (2013b). Os pares
de primers utilizados na PCR foram respectivamente: H1 (FWH)
(5’- ACTAAAGATCCTGATGTATTTG-3") e H2 (REV) (5’- CTAATA-
AACGTCTGCTGC-3’) que tem como alvo a amplificacdo de um
fragmento de 354 pb no gene nox da B. hyodysenteriae; P1 (FWH)
(5’- AGAGGAAAGTTTTTTCGCTTC-3") e P2 (REV) (5’- GCACCTA-
TGTTAAACGTCCTTG-3’) amplificando uma regido de 823 pb do
segmento 16S do rRNA da B. pilosicoli.

O DNA foi extraido de todas as amostras de fezes utilizando-se
o PSP Stool DNA kit,* de acordo com instruc¢des do fabricante. Os
produtos da dPCR (amplicons) foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1% com tampao TAE 1X, e marcados com bro-
meto de etidio e revelados sob luz ultravioleta.

Analise estatistica. As amostras incluidas no estudo foram
subdivididas para analise estatistica em dois grupos: amostras de
B. hyodysenteriae e amostras de Brachyspira pilosicoli. Essa subdi-
visdo se justifica pela diferenca de sensibilidade de detec¢do entre
cada espécie bacteriana encontrada nos testes utilizados (Boye et
al. 1998, Rasback et al. 2006). Devido ao nimero amostral peque-
no para B. pilosicoli, ndo foram realizados testes estatisticos com
essas amostras.

As amostras de fezes coletadas para a PCR e amostras de teci-
do para o FISH foram correlacionadas, ou seja, do mesmo animal,
diferindo apenas o teste utilizado; com isso os resultados do PCR
e FISH foram sumarizados em tabelas 2x2 e comparados utilizan-
do-se o método ndo-paramétrico de McNemar para a frequéncia
de detecgdo. A concordancia entre os testes foi calculada por meio
do método Kappa, considerando p<0,05, utilizando o software
BioStat 5,0°.

RESULTADOS

Macroscopia e histopatologia

Obteve-se o total de 34 amostras de intestinos de sui-
nos positivas em pelo menos um dos testes utilizados como
critério de inclusdo (FISH e dPCR), sendo que, dos 34 in-
testinos utilizados, cinco obtiveram positividade para am-

bas as bactérias (Quadro 1). Todas as amostras utilizadas
no presente trabalho apresentavam algum grau de lesdo
macroscopica sugestiva de infeccdo por Brachyspira sp. As
lesdes localizavam-se exclusivamente no intestino grosso,
principalmente no célon, mas distribuidas nao uniforme-
mente ao longo da extensao do érgdo. A mucosa do intesti-
no grosso apresentava-se coberta por varidvel quantidade
de muco e fibrina, associado ou nao a tragos de sangue e
a focos de necrose superficial, formando uma membrana
catarral fibrinonecrética. O contetido variava de pastoso a
liquido, avermelhado e com grande quantidade de exsuda-
to catarral (Fig.1).

Na microscopia, as principais lesdes encontradas nos
animais positivos para B. hyodysenteriae foram erosio
acentuada do epitélio de revestimento da mucosa associa-
da a necrose moderada, focos de hemorragia e hiperplasia
de células caliciformes. Infiltrado inflamatério neutrofilico
moderado no limen de criptas com acimulo acentuado
de material basofilico amorfo também foram observados
(Fig.2A). Essas alteragdes caracterizam o diagndstico mor-
foloégico de enterite neutrofilica necrohemorragica difusa
acentuada associada a hiperplasia de células caliciformes.
Nos intestinos positivos para B. pilosicoli, as principais le-

Quadro 1. Positividade das amostras nas técnicas de PCR
duplex, FISH e IHQ para Brachyspira hyodysenteriae
e B. pilosicoli

B. hyodesenteriae B. pilosicoli IHQ
Amostra dPCR FISH PCR FISH

1 + + +++
2 + - +
3 + + +
4 + - -
5 + + +++
6 + + +
7 + + +
8 + +
9 +

10 - + +
11 +

12 + +

13 - + -
14 + + +
15 + + - + ++%
16 - + - + +++*
17 + + +++
18 - + ++
19 + - + +4%
20 + + - + ++%
21 + + +
22 + +++
23 + - +++
24 + - +
25 + + - + ++%
26 + - ++
27 + + +
28 + + +
29 + +
30 + +
31 + +
32 - + -
33 + + +
34 + + ++

Porcentagem de 793%  724%  50,00% 70,00% 79,4%*
positivos (+/total)  (23/29) (21/29) (5/10) (7/10) (27/34)

Pesq. Vet. Bras. 37(10):1101-1107, outubro 2017



1104 Saira M.N. Neves, Michelle de P. Gabardo e Roberto M.C. Guedes

soes observadas foram erosio acentuada do epitélio de re-
vestimento da mucosa associado a hiperplasia acentuada
de células caliciformes, acimulo intenso de muco no limen
de criptas com dilatacdo das mesmas e presenca de bacté-
rias na superficie do epitélio, formando a lesdo conhecida
como “falso bordo em escova”. Porém, este “falso bordo em
escova” ndo foi evidente em todos os casos, sendo encon-

e

Fig.1. Caracteristica das leses

feccao pdr Bracfiy;pira si). observada

tradas em apenas duas entre os dez casos avaliados de in-
feccdo por B. pilosicoli (Fig.2A).

FISH, dPCR e imuno-histoquimica

Na técnica de FISH, 21 das 29 amostras testadas para
Brachyspira hyodysenteriae foram positivas (72,4%), en-
quanto sete das 10 testadas para B. pilosicoli foram posi-

A s YT 1

s no presente estudo. (A) Célon

de suino: Mucosa intestinal recoberta por muco, fibrina e associado a tragos de sangue e a focos de necrose superficial, formando
membrana catarral fibrinonecrética. (B) Célon de suino: Mucosa intestinal recoberta por muco. As Figuras C e D representam cortes
histolégicos de cdlon de suinos acometidos por disenteria suina e colite espiroquetal, respectivamente. (C) Necrose superficial, acu-
mulo de exsudato catarral (seta) e intensa congestdo da mucosa (ponta de seta). HE, obj.100x. (D) Hiperplasia acentuada de células

caliciformes e acimulo de exsudato catarral no limen intestinal.

Fig.2. As figuras representam cortes histologicos de célon de suinos acometidos por colite espiroquetal e disenteria suina. (A) Fragmento

marcado por imuno-histoquimica utilizando anticorpo policlonal anti-Brachyspira sp. produzido em coelho. Nota-se a marcagido em
tecido de animal infectado com Brachyspira pilosicoli, com formagdo de “bordo em escova”. Cromdgeno amino-etil-carbazo - AEC,
0bj.20x. (B) Deteccdo especifica de B. pilosicoli sob microscopia fluorescente, obj.4x. Filtro para fluorocromo Cy3 e a visualizagdo de
sinal forte no limen de cripta e na superficie epitelial (setas). (C) Detecgdo especifica de B. hyodysenteriae, hibridizada com sonda
especifica marcada com Cy3. As bactérias em sinal vermelho, visualizadas individualmente na ponta das setas, sdo observadas entre

as células da mucosa do célon. FISH, obj.4x.
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Fig.3. Andlise eletroforética em gel de agarose 1% para PCR-du-
plex na detec¢do do gene nox de Brachyspira hyodysenteriae
e 16S do rRNA de B. pilosicoli. Coluna Kb = marcador de peso
molecular de 100pb; Coluna 1 = controle positivo de B. hyody-
senteriae (354pb); Coluna 2 = controle positivo para B. pilosi-
coli (823pb); Colunas 3,4,6,8,9,10,11 e 12 = Amostras positi-
vas para B. hyodysenteriae; Coluna 13 = amostra positiva para
B. pilosicoli; Colunas 5 e 7 = Amostras negativas; Coluna 14 =
Controle negativo.

Quadro 2. Deteccao de amostras positivas utilizando dPCR,
FISH e IHQ para Brachyspira hyodysenteriae e B. pilosicoli

Método B. hyodysenteriae B. pilosicoli Total
dPCR (23/29) 79,3%a (5/10) 50%

FISH (21/29) 72,4% (7/10) 70%

[HQ* - - (27/34) 79,41%*

Porcentagem de concordancia entre os testes. Valores em coluna segui-
dos de letras distintas diferem entre si pelo método ndo-paramétrico
de McNemar (p<0,05). *Detec¢do do género Brachyspira sp., ndo sendo
possivel a distingdo entre espécies nas condigdes deste estudo. Devido
a isso para a avaliagdo estatistica foram considerados somente os valo-
res totais de identificagdo do género em relacdo ao total de amostras
avaliadas.

tivas (70%). Importante considerar que somente cinco
casos foram testados para os dois agentes pela técnica de
FISH (Quadro 1). A presen¢a dos microrganismos no tecido
avaliado foi facilmente detectada devido a grande distin¢do
entre a autofluorescéncia do tecido em relacdo ao sinal de
fluorescéncia emitido pela sonda nas bactérias (Fig.2B e C).
Utilizando a dPCR em amostras de fezes, dos 34 casos in-
cluidos no estudo, 28 (82,35%) foram positivas para uma
das duas espiroquetas patogénicas pesquisadas (Quadro
1), sendo 23 (58,97%) positivas para B. hyodysenteriae e
cinco (12,82%) B. pilosicoli.

Das 29 amostras consideradas positivas para B. hyo-
dysenteriae em pelo menos um dos testes, a dPCR (Fig.3)
detectou 79,3% (23/29) e FISH 72,4% (21/29) das mes-
mas. A frequéncia de detecgdo entre os testes ndo diferiu
(p=0,7905). Quinze amostras (51,72%) foram positivas
nos dois testes, oito (27,6%) positivas somente a dPCR e
seis (20,7%) somente positivo a FISH. A concordancia de
resultados entre dPCR e FISH foi de 51,72% no teste de Ka-
ppa (p=0.0448), que é considerada uma concordancia mo-
derada segundo Landis & Koch (1977).

Na imuno-histoquimica, que detecta somente o géne-
ro Brachyspira, sem distingdo de espécies, 79,4% dos ca-
sos (27/34) tiveram marcagio positiva, embora nido tenha
havido diferenca estatistica na frequéncia de deteccdo em
relagdo a FISH (p= 0,3877) ou a PCR (p= 0,4240) (Quadro
2). Dentre essas amostras, 79,3% (23/29) positivas para B.
hyodysenteriae a dPCR e/ou ao FISH apresentaram marca-

¢do positiva. Dentre as 10 amostras positivas para B. pilo-
sicoli a dPCR e/ou ao FISH, a imuno-histoquimica marcou
bactérias do género Brachyspira em 9 (90%).

DISCUSSAO

As lesdes macroscdpicas encontradas estdo de acordo com
outros autores (Jacobson et al. 2004, Harris et al. 2006). Na
microscopia as principais lesdes encontradas para o gru-
po da B. hyodysenteriae estao de acordo com as relatadas
por Jacobson et al. (2004) e Harris et al. (2006). Porém, as
lesdes sugestivas de Disenteria Suina, ndo podem ser uti-
lizadas como forma de diagnéstico de B. hyodysenteriae. A
nova espécie identificada, chamada Brachyspira hampsonii,
provoca quadro clinico e patolégico indistinguiveis ao de
Brachyspira hyodysenteriae (Rubin et al. 2013), dificultan-
do o diferencial dentre as mesmas. Torna-se evidente a im-
portancia de se ter um teste diagnostico padronizado para
a deteccdo das diferentes espécies de Brachyspira sp.

Para o grupo da B. pilosicoli, a observagao “falso bordo
em escova” foi previamente descrito por Trott et al. (1996)
e Duhamel (2001). Porém, essa alteracdo nao é evidente em
todos os casos, tendo sido encontrada em apenas duas den-
tre as dez avaliadas. Essa auséncia de lesdo pode ser atri-
buida a intensa erosdo epitelial que ocorre em casos mais
avancados ou a avaliagdo de poucos segmentos intestinais,
ndo permitindo, portanto, a visualizacdo do falso bordo em
escova. Esses fatores demonstram que o diagnostico histo-
patoldgico apenas, ndo é suficiente para diagnosticar ne-
nhuma das Brachyspira sp. sendo passivel a confusdo com
outras formas de colite.

Embora a técnica de PCR tenha apresentado bons indi-
ces de detecgdo, ainda houve amostras que foram negati-
vas. Segundo Boye et al. (2001), esses resultados negativos
podem ser atribuidos ao dano ou quantidade insuficiente
de DNA na amostra fecal. Devido a alta sensibilidade dessa
técnica, Ladinig et al. (2009) citam que a PCR é uma boa fer-
ramenta em estudos epidemiolégicos, pois sdo capazes de
identificar animais com infec¢des subclinicas, sem a neces-
sidade da eutanasia de animais, diferindo do FISH e da imu-
no-histoquimica que necessitam de fragmentos de tecidos
para a realizacdo da técnica. Porém, a utilizacdo de sondas
em bactérias intactas pelo FISH permite o reconhecimen-
to histolégico e a informacdo morfolégica do microrganis-
mo de forma especifica. Além disso, devido a utilizacdo de
alvos como o rRNA, as sondas somente irdo permanecer
aneladas em bactérias que estavam vivas no momento da
fixacdo (Amann & Fuchs 2008), o que demonstra ser uma
grande vantagem da FISH sobre a PCR (Boye et al. 1998).

A localizacdo das marcacdes no FISH observadas no
presente trabalho estd de acordo com as verificadas por
outros autores tanto nas infec¢des por B. hyodysenteriae
como para B. pilosicoli (Jensen et al. 1998). As duas espé-
cies apresentaram-se na maioria das vezes numerosas com
orientacdo aleatéria na camada de muco ou em estreito
contato com o epitélio. Também apresentaram-se em con-
tato com células epiteliais necréticas ou em degeneracio,
invadindo o espaco intercelular e membrana basal. Pode-se
observar também as bactérias no limen de criptas e no in-
terior de células caliciformes (Jensen et al. 1998; Jensen et
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al. 2000). Trabalhos anteriores demonstraram ser as son-
das utilizadas no presente trabalho (Pilosi209 e Hyo1210)
especificas para os agentes estudados. As sondas foram tes-
tadas anteriormente em tecidos e isolados de outras espé-
cies do género Brachyspira, como B. innocens, B. intermedia,
B. murdochii (Boye et al. 1998) e B. hampsonii (Burrough et
al. 2013, Wilberts et al. 2015), ndo demonstrando reagdo
cruzada entre essas espécies. Esses dados demonstram que
a utilizacdo do FISH pode ser uma ferramenta util para a
detecc¢do de B. hyodysenteriae e B. pilosicoli no Brasil.

Apesar da alta sensibilidade observada nesse estudo da
imuno-histoquimica para o género Brachyspira, os anticor-
pos ndo estio disponiveis comercialmente, além de ndo ser
possivel a diferenciacdo necessaria entre as duas espécies
patogénicas (B. hyodysenteriae e B. pilosicoli). Importante
lembrar que a finalidade final do exame complementar no
caso de colites por espiroquetas em suinos é a definicdo do
agente, ja que as consequéncias para rebanhos positivos
para uma ou outra espécie sdo totalmente diferentes.

A FISH aparece como uma alternativa para o diagnosti-
co de Brachyspira sp., ja que a confeccao de sondas é alta-
mente disponivel, de ficil acesso e custo razoavel (Ladinig
et al. 2009), além de propiciar a identificacdo especifica da
espécie de Brachyspira patogénica. A limitacdo de FISH é a
necessidade de microscépio com filtros de epifluorescécia,
mas laboratérios que realizam exames de imunofluores-
céncia tém condig¢des de executar a leitura das laminas.

CONCLUSAO

A técnica de FISH é uma alternativa para o diagnoéstico de
disenteria suina e espiroquetose colonica, podendo ser
executada em amostras de tecido que tenham sido subme-
tidas ao laboratdrio fixadas em formalina, gerando resulta-
dos concordantes com a PCR duplex.
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