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RESUMO

Disturbios entéricos em suinos sdo mais frequentemente observados na recria e
terminacdo provocando perdas econdmicas. No Espirito Santo (ES) sdo escassas as
pesquisas sobre identificagdo de patdgenos que sdo responsaveis por doengas entéricas
em suinos. Objetivou-se nesse estudo determinar a presenca de Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli em suinos com sinais clinicos de diarreia, na
regido Centro-Serrana do ES através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real — qPCR e avaliar as condi¢des epidemioldgicas das propriedades estudadas.
Amostras foram coletadas em granjas com histérico de diarreia e com suspeita clinica
de infec¢do por Brachyspiras spp. patogénicas, sendo obtido 30 amostras constituidas
por pool de fezes de suinos com diarreia, provenientes de 30 granjas em 10 diferentes
municipios do ES. B. hyodysenteriae e B. pilosicoli ndo foram detectadas em nenhuma
das 30 propriedades analisadas (0/30), mesmo com condicdes propicias de baixa
biosseguridade das suinoculturas, indicando que estes agentes ndo sdo importantes
causadores de diarreia nesta regido. O pequeno porte dessas granjas e a baixa densidade
de unidades produtoras no ES, aliados ao uso de antimicrobianos na racdo podem ter
interferido na identificacao dos agentes investigados.

PALAVRAS-CHAVE: ¢PCR, disenteria suina, colite espiroquetal, diarreia,
espiroquetas patogénicas.



ABSTRACT

Enteric disorders in pigs are more frequently observed in growing and finishing stages
causing economic losses. In Espirito Santo (ES) there is a few research about pathogens
that are responsible for enteric diseases in pigs. The objective of this study was to
determine the presence of Brachyspira hyodysenteriae and Brachyspira pilosicoli in
pigs with clinical signs of diarrhea in the Central-Serrana region of the state of ES by
real time polymerase chain reaction technique — qPCR and evaluate epidemiological
conditions of the properties. Samples were collected in farms with historic of diarrhea
and clinical suspicion of infection with pathogenic Brachyspira ssp. We obtained 30
samples that contain a pool of pig feces with diarrhea, from 30 farms in 10 different
counties of ES. B. hyodysenteriae and B. pilosicoli were not detected in any of the 30
properties analyzed (0/30), even with favorable conditions of low biosecurity of swine
production farms, indicating that these agents are not important cause of diarrhea in this
region. The small size of these farms and the low density of production units in ES,
combined with the use of antimicrobials in feed may have interfered in identifying
agents investigated.

KEYWORDS: gqPCR, swine dysentery, spirochaetal diarrhea, pathogenic spirochaetes.
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1. INTRODUCAO

As afecgdes entéricas, caracterizadas principalmente pela diarreia, sdo frequentes
dentro da criagdo comercial de suinos no Brasil e no mundo, e seu diagndstico preciso
constitui-se um desafio ao suinocultor brasileiro e a toda cadeia produtiva, ji que em
algumas regides do pais ndo se tem de forma acessivel ferramentas laboratoriais
complementares para diagndstico (HANSEN, 2013).

Disturbios entéricos sao mais frequentemente observados na recria e terminagao
provocando perdas econdmicas em decorréncia da reducdo do ganho de peso, impacto
negativo na conversdao alimentar, aumento da mortalidade, necessidade de manejo
durante o surto, cuidados especificos com os doentes e o aumento das despesas
veterindrias (HANSEN, 2013). Hansen (2006) afirma que as afeccOes entéricas tem
morbidade alta, e a mortalidade em leitdes pode ser observada entre 10 a 20%.

Por ser a causa mais comum de diarreias bacterianas em suinos, o género
Brachyspira ssp. tem ganhado nos ultimos anos destaque pela reemergéncia de casos
clinicos nas principais regides produtoras do Brasil, especialmente associadas a
disenteria suina. Concomitantemente tem sido observado que a Brachyspira
hyodysenteriae tem adquirido resisténcia a antimicrobianos especificos a esse patdgeno,
caso dos terapéuticos: tilosina, tiamulina e lincomicina (DANIEL, 2014).

Esses fatores, aliados a recente descoberta de novas espécies patogénicas para
suinos, denominadas de Brachyspira suanatina e Brachyspira hampsonii (CLOTHIER
et al. 2011), além dos recentes isolamentos no Brasil e nos EUA, em suinoculturas
comerciais, das espécies patogénicas ja conhecidas Brachyspira hyodysenteriae e
Brachyspira pilosicoli (TAYLOR, ALEXANDER, 1971; TAYLOR et al., 1980), t€ém
gerado uma grande preocupacdo na suinocultura nacional. Desta forma, estudos sobre
patdgenos mais presentes em uma criagdo comercial, regido, estado ou pais, e sobre
prevaléncia da Brachyspira ssp. é de extrema relevancia para a suinocultura nacional
(GUEDES et al., 2011).

No Estado do Espirito Santo (ES), sdo escassas pesquisas sobre identificacdo de
patégenos que sdao responsaveis por doengas entéricas em suinos, o que dificulta ou
impossibilita a adocdo de medidas apropriadas de controle, tratamentos especificos e
identificacdo de surtos, culminando em perdas econdmicas para o produtor.

Sendo assim, foi proposto nesse estudo investigar a presenca de Brachyspira

hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli em suinos com sinais clinicos de diarreia, na
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regido Centro-Serrana do ES através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase em

tempo real — qPCR, e avaliar as condicdes epidemioldgicas das propriedades.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas entéricas

As doengas entéricas t€m sido descritas como importante fator de
desuniformidade de lotes e de desequilibrio nos indicadores zootécnicos da suinocultura
brasileira e mundial. Essas patologias tem alta prevaléncia, devido, principalmente, ao
tipo de manejo encontrado nas granjas, o confinamento total dos animais, sendo que seu
diagnostico e controle sdo desafios iminentes, isso por conta da participacdo de varios
fatores infecciosos e ndo infecciosos na etiopatogenia, atuando de maneira a cooperar
para a disposi¢cdo do quadro patolégico e maximizando o seu impacto (MORES,
ZANELLA, 2005).

As doencgas entéricas sdo, ao lado de enfermidades do trato respiratorio, os
desafios sanitirios mais frequentes na fase de recria e terminacdo da suinocultura
moderna (GUEDES, 2010).

A diarreia, principal afeccdo entérica, € definida como a emissdo de fezes com
um conteudo elevado de d4gua em proporcao a matéria seca. De acordo com o contetido
em agua as fezes passam de mole a pastosas e, por ultimo, totalmente liquidas. A
consisténcia pode variar de pastosa ou mucosa a liquida, e a cor pode ser amarelada,
cimento, sanguinolenta ou vermelha (HANSEN, 2013). E verificado na diarreia perdas
de fluidos, com consequente desidratacdo, deplecdo de eletrdlitos e desequilibrio dcido-
basico podendo ser fatal em leitdes se ndo ocorrer tratamento adequada (LIEBLER-
TENORIO et al., 2006).

Vérios sdo os agentes implicados como possiveis causadores de diarreia em
suinos, nas fases de recria e terminacdo, sendo esses: Lawsonia intracellularis geradora
da enteropatia proliferativa suina, igualmente conhecida como ileite; salmonelose suina
causada pela Salmonella entérica sorovar Typhimurium; o Circovirus suino tipo 2
(PCV?2) agente da sindrome denominada de Circovirose Suina e finalmente o Trichuris
suis causador da Tricuriase Intestinal. Essas sdo as infec¢des mais prevalentes nesta

faixa etaria (STEGE et al., 2000; SUH, SONG, 2005).
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2.2 Disenteria Suina

O género Brachyspira spp. se destaca como o mais comum agente
desencadeador das diarreias bacteriana em suinos nos principais paises produtores, nas
fases de recria e terminacdo (LA et al., 2003 ). Outras bactérias associadas a patogénese
das enterites nas fases finais de produgdo sdo a Salmonella spp. (SCHWARTZ, 1999), a
Lawsonia intracellularis (MCORIST, GEBHART, 1999), a Escherichia coli
enteropatogénica (JACOBSON et al., 2003).

Esse género é composto por sete espécies, descridas como: B. aalborgi
(HOVIND-HOUGEN et al., 1982), B. alvinipulli (SWAYNE et al.,, 1995), B.
hyodysenteriae (TAYLOR, ALEXANDER, 1971), B. innocens (STANTON, 1992), B.
intermedia ¢ B. murdochii (STANTON et al., 1997), e B. pilosicoli (TAYLOR et al.,
1980). Destaca-se que a B. alvinipulli e a B. murdochii ndo sdo isoladas dentro do
intestino de suinos, as demais espécies sao (GUEDES, 2014).

Recentemente na Escandindvia foi isolada uma cepa patogénica em suinos que
se diferenciava geneticamente de todas as outras espécies ja descritas. Assim, surgiu
uma nova espécie, denominada B. suanatina. Os quadros clinicos observados nos
experimentos e forma de crescimento in vitro foram andlogos aos da Brachyspira
hyodysenteriae (RASBACK et al., 2007).

O ressurgimento das doencas entéricas causadas por espiroquetas € evidente, ja
que por muito tempo, aproximadamente 20 anos, a disenteria suina ficou ausente nos
rebanhos da América do Norte, porém indmeros surtos dessa patologia t€ém sido
notificados nos EUA e no Canad4 recentemente. Essa reemergéncia € objeto de estudo
de diversas pesquisas que levaram a identificacdo de novas espécies patogénicas,
nomeadas de “Novel Strong Hemolytic-Brachyspira” (NSH-Brachyspira). A mais
recente descoberta do género Brachyspira é chamada de B. hampsonii (CHANDLER et
al., 2012). A descoberta da B. suanatina e da B. hampsonii vém confirmar a grande
necessidade do isolamento e caracterizacdo detalhada, para identificacdo e
reconhecimento de novas cepas patogénicas (GUEDES, 2014).

A presenca da Brachyspira hyodysenteriae € observada nas infec¢des por
quadros de diarreia mucdide, concomitantes com hemorragia na maior parte dos casos,
sendo essas ligadas a lesdes muco-hemorragicas achadas no colén ou no ceco

(GUEDES, BARCELLOS, 2012).
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A Brachyspira hyodysenteriae, agente da disenteria suina, tem grande
importancia econdmica, afetando suinos de crescimento e terminacao, entre 15 e 70 Kg
de peso vivo (GUEDES 2005).

E uma bactéria gram-negativa, com formato espiralado, anaerdbia estrita, mas
com um determinado grau de tolerancia ao oxigénio de mais ou menos 1% (HAMPSON
et al., 1997).

No seu cultivo em agar sangue, a B. hyodysenteriae produz forte hemdlise
(GUEDES, BARCELLOS, 2012). Composta por um cilindro protoplasmatico com
presenca de envelope trilaminar. Tem de 16 a 24 flagelos periplasmaticos implantados
em cada ponta da bactéria que envolve a célula no seu centro. A presenca de flagelos
confere a esse patdgeno a caracteristica de ser mével exercendo movimentos do tipo
“serpentino” em meio de cultura semi-sélido (HAMPSON et al., 1997).

A disenteria suina gera tiflocolite fibrino-hemorrigica, quadros diarreicos
graves e exacerbada perda da condi¢@o corporal. Em se tratando de disenteria o periodo
de incubacgdo € bastante variavel, frequentemente influenciado pelo status imunoldgico
do animal, viruléncia da cepa e carga infectante envolvida na infeccao. De forma geral é
verificado sinais clinicos apos 10 a 14 dias de vida (HAMPSON, TROTT, 2006).

Macroscopicamente, na disenteria, a fase aguda é caracterizada por hiperemia
acentuada da mucosa, edema de mesocdlon, linfonodos mesentéricos inflamados e
aumentados em volume, além de conteido rico em muco e fibrina associada muitas
vezes com sangue. Em lesdes cronicas comumente é observado exsudato fibrinoso
aparente associado a necrose exacerbada (HAMPSON et al., 2006).

Porém, a morbidade e a mortalidade da disenteria sdo influenciadas por
presenca de condi¢Oes estressantes, tais como: tamanho do lote, fluxo de producdo, peso
dos animais, circulagdo em baias e mistura de animais, superlotacdo, alteracOes de
formulacao de ragdes, racdes com alta concentracdo de energia e baixa concentracdo de
fibras e racdes deficientes em vitamina E e microminerais, por exemplo o selénio. Em
instalacOes umidas e frias e com higiene deficiente, os prejuizos sdo mais acentuados,

causando impacto negativo (GUEDES, BARCELLOS, 2012).

2.3 ColiteEspiroquetal

A Brachyspira pilosicoli provoca uma doenca chamada de colite espiroquetal, é

uma espiroqueta classificada como gram-negativa, anaerdbia, flagelada, que produz
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fraca hemolise em agar sangue (GUEDES, 2005), a qual tende a ser autolimitante e se
caracteriza por colite moderada, diarreia mucdide e crescimento retardado e de
aparecimento nos intervalos terapéuticos (GUEDES, BARCELLOS, 2012).

Clinicamente a colite é caracterizada por fezes pastosas e de cor acinzentadas,
semelhantes a cimento fresco, dificilmente hd presenca de sangue nas fezes. O periodo
de incubacdo € entre 3 a 20 dias e a morbidade chega a 50% (GUEDES, BARCELLOS,
2012). Alguns animais podem se infectar € permanecer sem sintomas aparentes, mas
mesmo hé evidente interferéncia no crescimento, sendo que, de forma geral, ndo hi
mortalidade nos lotes afetados (DUHAMEL et al., 1995).

A B. pilosicoli € visivelmente mais curta e fina, quando relacionada a B.
hyodysenteriae, medindo quase seis um de comprimento ¢ 0,3um de diametro, sendo
possuidora de 8 a 10 flagelos periplasméaticos implantados, se desenvolvendo em meio
anaerdbio em temperaturas de 37 a 42°C, e causa diminuta hemolise em meio solido
enriquecido com sangue (THOMSON et al.,1998).

Essa enfermidade é mais frequentemente observada em suinos nas fases de
crescimento e terminacdo, correspondendo a idade de 60 a 100 dias, sendo
especialmente observadas nos primeiros dias ou semanas apos mudancas de ambiente
ou alojamento nas instalacdes de recria, podendo ocorrer independente do tipo de
manejo seguido na granja e da forma de arracoamento dos animais (GUEDES,

BARCELLOQOS, 2012).

2.4 Patogénese

O suino € o reservatorio natural de espiroquetas e a unica espécie sensivel a
infeccio (GUEDES, BARCELLOS, 2012), apesar do isolamento destas em aves
(JANSSON et al., 2001; JANSSON et al., 2004), cdes (FELLSTROM et al., 2001) e
roedores (BACKHANS et al., 2011), considerados reservatorios secundarios e
disseminadores da infeccao (HAMPSON, TROTT, 2006).

A patogenia tanto da disenteria suina bem como da colite espiroquetal ndo estao
completamente esclarecidas. A infec¢do inicia-se quando os leitdes ingerem a
Brachyspira spp. por via oral que se da a partir d'dgua, racdo ou do meio ambiente
contaminado com fezes. Uma vez atingido o intestino grosso, tanto a B. pilosicoli como
a B. hyodysenteriae t€m quimiotaxia (processo ativo) por muco, que se encontra aderido

aos enterdcitos, células intestinais, e no interior das criptas da mucosa intestinal, pode-
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se verificar macroscopicamente o aumento de volume dos linfonodos mesentéricos
(NARESH, HAMPSON, 2010).

Na infec¢do com B. pilosicolis e sabe que ocorre um tipo de propagacdo
bacteriana macic¢a no epitélio intestinal o que leva na interferéncia da absor¢ao e causa
uma diarreia muc6éide (DUHAMEL, 1996). As espiroquetas possuem um movimento de
deslocamento espiralado que auxilia na penetracdo por meio do muco até o nivel
superficial do epitélio. Nessa associagdo da espiroqueta com a membrana do enterdcito
observa-se uma clara desestruturacao das células que se manifesta por modificacdes no
citoesqueleto, abrangendo destrui¢do dos microfilamentos da membrana terminal no
local da adesao e pelo dano gradual de microvilosidades (DUHAMEL et al., 1995).

As alteracdes na superficie epitelial causam esgotamento da capacidade de
absorcao do intestino grosso (DUHAMEL, 1996). Foi observado também que ha outro
mecanismo de patogenia da B. pilosicoli que € a capacidade de ligacdo da bactéria com
o receptor glicose-galactose da célula hospedeira, essa proteina bacteriana é codificada
pelo gene mglB. Esse gene gera a sintese de um produto de expressio que afeta
diretamente na aptiddao da B. pilosicoli em causar infec¢do nas células do intestino
(ZHANG et al., 1998).

Ja a patogénese envolvendo a B. hyodysenteriae parece ser mais complexa e ndo
esta totalmente elucidada (LIEBLER-TENORIO et al., 2006). Ela se utiliza também do
muco para associar-se ao epitélio intestinal e penetrar no enterdcito (MILNER,
SELLWOOOD, 1994). Essa associagdo se da por acdo esfoliativa, causando assim
erosdo da mucosa. H4 estimulo a hiperplasia de células caliciformes em resposta a
lesdo, aumentando a produ¢do de muco (KENNEDY et al., 1988).

E observado nessa infecco que ocorre influéncia negativa na absorgdo de dgua e
eletrolitos, em decorréncia a disfun¢do dos canais transportadores epiteliais de ions
sédio e cloreto (LIEBLER-TENORIO et al., 2006). Nos animais afetados a
concentracdo molar de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e guanosina monofosfato
ciclica (cGMP), na mucosa do colon sdo normais, mas a sua resposta aos estimulos fica
comprovadamente retardada (ARGENZIO, 1980). Assim, a B. hyodysenteriae age
destruindo o intestino grosso do suino, provocando uma necrose superficial do 6rgio e
impedindo que ele faca a absorcdo normal de 4dgua. Dessa forma ocorre a diarreia,
inclusive com tragos de sangue. Os leitdes se apresentam com apatia e estado febril, ndao
se alimentam corretamente ou ocorre aumento da conversdo alimentar, quando ndo ha

evolugdo para o 6bito (GUEDES, 2005).
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2.5 Prevaléncia

Nos principais paises produtores de suinos na Europa, em locais onde possuem
grande concentracdo de exploragdes agropecudrias de suinocultura préximas uma das
outras, as contaminacdes por B. hyodysenteriae sao bastante frequentes (THOMSON et
al., 1998). Na Alemanha, em estudo em que se avaliou 2975 amostras de fezes, através
de cultura e diferenciacdo bioquimica, foram relacionados 59,1% do total de amostras
positivas para presenca da B. hyodysenteriae, houve também poucos casos (1,8%) de
infec¢do com B. pilosicoli (VERSPOHL et al., 2001).

Na Dinamarca, em estudo realizado tendo por base 72 granjas com ocorréncias
de diarreias, foi diagnosticado B. hyodysenteriae em 14% (MOLLER et al., 1998). Na
Suécia, foi observado prevaléncia de 27% de B. hyodysenteriae e 18% de B. pilosicoli,
nas 894 granjas de suinos com sinais clinicos de diarreia (FELLSTROM et al., 2004).
Na Poldnia, das 23 criagdes com sinais clinicos de diarreia, 34,8% apresentaram
infeccdo para a B. hyodysenteriae (PLAWINSKA et al., 2003).

N3ao obstante, na Espanha, avaliando-se 225 exploracdes de suinos 38,5% foram
positivas para B. hyodysenteriae (CARVAJAL et al.,, 2006).No Reino Unido a B.
hyodysenteriae foi observada, primeiramente, como agente de diarreias em 7% dos
rebanhos estudados (THOMSON et al., 1998), posteriormente, em outro estudo, esse
agente foi isolado com prevaléncia 10,5% das criacdes (PEARCE, 1999), e finalmente
a prevaléncia foi descrita, em novo estudo, como sendo de 13% (THOMSON et al.,
2001).

Esses achados nas principais regides produtoras do mundo demonstram e
reforcam a ampla distribui¢do e importincia no cenario da sanidade mundial que a B.
hyodysenteriae e a B. pilosicoli se encontram (CALDERARO et al., 2001).

No contexto brasileiro, em Santa Catarina, avaliando granjas de suinos de
engorda, foram encontradas prevaléncias de 6% para a B. hyodysenteriae e de 8,8% para
a B. pilosicoli como agentes primarios de diarreia (MENIN et al., 2008).

No Rio Grande do Sul, Barcellos et al. (2000) observaram, em suinocultura de
subsisténcia, uma prevaléncia de 35,3% para B. hyodysenteriaee de 41,2% para B.
pilosicoli. Mais adiante, Barcellos et al. (2003) observaram prevaléncia de B.
hyodysenteriae e B. pilosicoli, em estudo comparativo de granjas que nio possuiam

programas profilaticos de antimicrobianos e que possuiam. A B. hyodysenteriaee B.
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pilosicoli foram detectadas respectivamente em 0% e 6,25% das granjas medicadas e
31,8% e 45,5% das granjas nao medicadas.

Em outro estudo conduzido com rebanhos de suinos nas principais regides
produtoras de suinos no Brasil, nas fases finais de produc¢ao, utilizando o multiplex
PCR, foram encontrados 1,4% amostras positivas para B. hyodysenteriae e 1% para B.
pilosicoli, como agentes unicos (BACCARO et al., 2003). Em Minas Gerais utilizou-se
a PCR para deteccdo da Brachyspira ssp., e foi verificado a presenca para a B. pilosicoli
em somente dois rebanhos dos 46 analisados, ndo sendo encontrado nenhum rebanho
avaliado positivo para B. hyodysenteriae em pools de amostras (VIOTT, 2010).

Mais recentemente, a partir de 2010, no laboratério de Patologia Animal da
UFMG foram relatados dezoito novos surtos de disenteria suina nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul. Esses dados sao
importantes, pois o historico de infec¢des, na suinocultura brasileira, anterior a esse
periodo, estava sempre ligado a casos esporddicos e de pouca relevancia econdmica
(DANIEL, 2014). A reemergéncia dessa enfermidade no Brasil tem desencadeado uma

grande preocupacdo para produtores e técnicos (KIEVITSBOSCH, 2013).

2.6 Epidemiologia

Suinos de todas as idades sdo susceptiveis a doen¢a, sendo mais comum a
ocorréncia de infeccdo nos animais que estdo na recria e terminacdo (HAMPSON,
TROTT, 2006).

Os leitdes se infectam pela ingestdo de espiroquetas, pela via feco-oral, a partir
de ambiente contaminado por animais com sinais clinicos ou assintomaticos que
estejam excretando espiroquetas nas fezes (HAMPSON et al., 1997). A troca no tipo de
racdo, movimentacdo de animais, mistura de lotes na fase de crescimento ou alteracao
da medicac@o antimicrobiana da ragdo estdo diretamente relacionados ao aparecimento
da infeccdo (BARCELLOS, 2000).

A sobrevivéncia da B. pilosicoli foi considerada superior a da B. hyodysenteriae,
calculada em 12,2 dias a 4°C; 3,5 dias a 24°C e 1,2 dias a 37°C (BARCELLOS et al.,
2002). Porém B. hyodysenteriae, quando combinada as fezes timidas, pode sobreviver
por até 112 dias. E importante se ressaltar que a longa sobrevivéncia da B.
hyodysenteriae também ¢é observada nas fezes de roedores, assim se as granjas nao

possuem programas de controle de pragas, as infec¢des podem perdurar por um longo
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tempo (KIEVITSBOSCH, 2013), pois os ratos sdo importantes reservatdrios,
juntamente com os camundongos (HAMPSON et al., 1997).

Na década de 1990 a incidéncia de doencas ligadas as espécies patogénicas do
género Brachyspira em suinos, nos principais paises produtores, diminuiu, porém, a
deteccdo desses agentes tem aumentado recentemente. Esse ressurgimento pode estar
relacionado ao desenvolvimento de resisténcia a antibidticos (CLOTHIER et al., 2011).

Na Europa ja foi verificado um elevado nivel de resisténcia da Brachyspira ssp.
aos antimicrobianos, comumente empregados no controle da infec¢do ou quando esses
farmacos sdo usados em baixas dosagens nas dietas suinas (LOBOVA et al., 2004,
PRINGLE et al., 2006, ROHDE et al., 2004). Os maiores niveis de resisténcia tém
ocorrido notadamente entre estirpes de B. hyodysenteriae, mas uma grande tendéncia
também tem sido observada para B. pilosicoli (LOBOVA et al., 2004; ROHDE et al.,
2004). Isso pode estar diretamente relacionado com o ressurgimento de doencas

associadas a Brachyspira ssp. (CLOTHIER et al., 2011).

2.7 Diagnéstico

Para se estabelecer um diagndstico preciso do género Brachyspira,os dados
clinicos dos animais portadores, as alteracdes macroscopicas e os achados histolégicos
sdo fundamentais. Porém, para um efetivo diagnostico, deve-se utilizar o isolamento
bacteriano e identificagdo bioquimica ou se aplicar técnicas moleculares nas amostras
de fezes ou da mucosa afetada dos suinos. Alguns testes soroldgicos como aglutina¢do
microscopica, imunofluorescéncia indireta, hemdlise passiva, ELISA e imunodifusio
podem ser aplicados, mas somente comportam identificacao de positividade de rebanho,
além de ser sorotipo especifico (VIOTT, 2010; DANIEL, 2014).

Os testes moleculares, como a PCR (polymerase chain reaction), oportunizaram
a identificagdo mais rapida dos agentes, do que outros métodos, de forma altamente
especifica sendo capazes de identificar facilmente a Brachyspira ssp. Esses testes foram
concebidos principalmente para aumentar a velocidade do processo diagnostico, sendo
ferramenta a principio aplicavel a surtos, diminuindo a necessidade de equipamentos
especiais aplicados nas técnicas de cultivo (ATYEO et al., 1998). Quando foram
aplicados em amostras de fezes, a PCR demonstrou sensibilidade e especificidade
superiores ao isolamento, e foi largamente implantada nos laboratérios (LA et al.,

2003).
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Houve desenvolvimento de testes de PCR individuais (PCR convencional) para
cada espécie de Brachyspira, e técnicas de amplificagdo dupla ou multipla associada aos
agentes entéricos comumente relatados e patogénicos do género Brachyspira. A PCR
duplex é capaz de detectar B. hyodysenteriaee B. pilosicoli a0 mesmo tempo e tem
apresentado bons efeitos quanto a sensibilidade e especificidade quando aplicados em
DNA (ATYEO et al., 1998; LA et al., 2003; LA et al., 20006).

Além dessas, e com o advento da PCR em tempo real (QPCR) para diagnostico
da disenteria suina houve um aumento significativo da sensibilidade da deteccdo de
Brachyspira ssp., em relagdo a PCR convencional. Embora a PCR convencional seja um
método especifico e altamente sensivel, quando ha o processamento, em laboratério, de
um grande ndmero de amostras, essa técnica se mostra um pouco mais lenta. Isso se da
porque a deteccao do produto de PCR por electroforese em gel, empregado no método
convencional, requer tempo adicional para obter o resultado final. Também ha a
possibilidade nas diversas etapas da andlise de PCR de ocorrer contaminagdao
laboratorial. (AKASE et al., 2009).

Os ensaios de PCR sdo concebidos para amplificacdo de segmentos dos genes
ribossomais. Esses sdo particularmente importantes para identificagdo da Brachyspira
hyodysenteriae, sendo os principais: 16S rRNA, 23S, oxidase NADH (nox) e hemolysin
(tly). Destaca-se como melhor indicador para diagndstico de suinos com disenteria
suina o gene nox, porque € especifico e facilmente diferencidvel das outras espécies do
género Brachyspira (LA et al., 2003; LA et al., 2006).

Apesar das facilidades encontradas no PCR, a técnica considerada como mais
eficiente (“padrdo ouro”) para diagndstico laboratorial das infeccdes intestinais por
espiroquetas em suinos € o isolamento bacteriano em meio s6lido, que detecta pequenas
quantidades de bactérias nas fezes, tanto para a disenteria suina como para acolite
espiroquetal (BARCELLOS et al., 2010). O cultivo bacteriano deve ser feito em meio
anaerobico, posteriormente deve ser feito a identificacdo fenotipica da bactéria e testes
bioquimicos. O cultivo pode ser conseguido através de amostras de fezes, suabes retais
ou conteudo intestinal do ceco. Esses materiais devem ser mantidos sob temperatura de
refrigeracdo até o exame. O mais importante ponto critico para o sucesso do isolamento
¢ o tempo entre a coleta e a chegada ao laboratério, que deve ser de poucas horas
(HAMPSON et al., 2006), como observado em estudo proposto por Neves (2012), que

fez isolamento com intervalo médio entre a coleta e o inicio das analises em 12 horas.
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Outra limita¢do dessa técnica é o crescimento fastidioso da Brachyspira spp.,
que de forma geral podem ser visualizadas a partir de 72h, mas em alguns casos, pode
ser necessaria a incubacdo por até 10 dias em meio seletivos (DUHAMEL, JOENS,
1994), e os resultados nem sempre sdo definitivos. A bactéria também possui alta
necessidade nutricional e h4 caracteristicas fenotipicas parecidas entre as espécies
patogénicas e ndo patogénicas (LA, HAMPSON, 2001; ELDER et al., 1994).

O diagnéstico histopatologico € uma ferramenta que pode ser utilizada quando
se possui principalmente fragmentos de colon (intestino grosso) de animais doentes,
fixados em formol a 10%. Nos cortes histoldgicos corados em Hematoxilina e Eosina,
para deteccdo de Colite Espiroquetal, ha possibilidade de visualizar a presenca de
espiroquetas intimamente aderidas na mucosa ou no limen das criptas, formando a
lesdo de “falsa borda em escova” (TROTT et al., 1996). A evidenciacdo de bactérias ao
corte pode se dar por coloracio pela prata de Wharthin-Starry ou pela imuno-
histoquimica. A coloragdo pela prata € uma técnica altamente inespecifica, pois ela
permite somente a visualizacdo da morfologia da bactéria indicando que se trata de uma
espiroqueta, e devem-se associar a esses achados os dados clinicos e as alteracdes
macroscopicas para um diagnostico final de Brachyspira spp. (PAULOVICH et al.,
2004; VIOTT, 2010). J& a imuno-histoquimica permite a deteccio do género
Brachyspira utilizando anticorpos monoclonais ou policlonais especificos, sem
diferenciagdo entre espécies patogénicas ou apatogénicas (HAMPSON et al., 2006).

Ainda se tratando de deteccdo especifica em cortes histologicos, a técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH - Fluorescentin situ hibridization) é uma
alternativa eficaz para agentes infecciosos. O principio basico € o anelamento da sonda
com a sequéncia alvo, sendo que a maioria das aplicacdes da FISH tem como alvo o
RNA ribossomal. Para a visualizacdo do agente € usado o microscopio epifluorescente.
A FISH ¢ utilizada para identificacdo de diferentes espécies de Brachyspiras (JENSEN
et al, 2000; PLOEG, 2000).

2.8 Prevencao e Tratamento

A preven¢do das diarreias pode ser atingida através de simples praticas de
manejo e boas praticas de higiene das granjas de suinos, tais como: controle da
qualidade ambiental, vazio sanitirio, separacdo por idade e limpeza das instalacdes

entre as introducdes de lotes de suinos (LA et al., 2011; WEISSENBOCK, 2005;
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NOVOTNA, SKARDOVA, 2002). Porém, as condutas terap€uticas e/ou preventivas
contra os agentes das enterites sdo muitas vezes diferentes, demonstrando,
consequentemente, a importancia do diagndstico correto para que sejam adotadas as
medidas mais adequadas (GUEDES, 2010).

Em criacdes com surtos de Brachyspira spp. os suinos devem ser tratados com
a administracdo de antibidticos na 4gua, sendo este um tratamento simples de ser
administrado, uma vez que o consumo de ra¢do é diminuido vertiginosamente no inicio
da infec¢do. Ja os animais que se apresentam demasiadamente afetados, deve-se utilizar
a medicacdo parenteral, o que pode se tornar impraticivel em granjas com um grande
nimero de matrizes alojadas (HARRIS et al., 2006). Os antibidticos mais utilizados, e a
principio mais eficazes, para a terap€utica desta infec¢do sao: lincomicina, gentamicina,
tiamulina, valnemulina, salinomicina e o carbadox (KARLSSON et al., 2004; JACELA
et al., 2009).

Para o género Brachyspira spp., estudos demonstram, nos dltimos anos, uma
diminui¢@o sensivel na suscetibilidade aos antibidticos dos isolados de campo frente as
drogas que comumente sdo usadas nos tratamentos terapéuticos: tiamulina, lincomicina,
valnemulina e outras (LOBOVA et al., 2004). A ineficécia clinica destas drogas indica
um risco potencial patogénico, sendo destacado que repetido uso de tiamulina em
granjas foi a causa de aumento na apari¢do de clones resistentes de Brachyspira ssp.
(DUINHOF et al., 2008).

O uso indiscriminado de promotores de crescimento, que sdo amplamente
utilizados na suinocultura, ¢ um agravante, pois isso gera um aumento sensivel da
resisténcia dos micrébios (BOWER, DAESCHEL, 1999).

Ja foi proposto, em estudos conduzidos por Sperlinget al. (2014) o uso de
substancia terap€utica alternativa aos antimicrobianos no tratamento de afec¢do por B.
hyodysenteriae, no entanto, ndo foi confirmado nenhum efeito terap&utico no uso de
quelato de zinco sobre a mitigacdo dos sinais clinicos € nem na supressdo do patogeno.
Na pratica, o quelato de zinco € utilizado somente na prevencao do desenvolvimento de

uma infeccao clinica.
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3. MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em rebanhos com histérico de diarreia e com
suspeita clinica de infeccdo por Brachyspira ssp. patogénicas. Assim, se obtiveram 30
amostras constituidas por pool de fezes de suinos com diarreia, provenientes de 30
granjas em 10 diferentes municipios do Estado do Espirito Santo, localizados na Regidao
Centro-Serrana.

O aspecto do conteddo diarreico dos leitdes nas granjas amostradas era de fezes
pastosas, com coloracdo semelhante a cimento fresco (esverdeadas), e com acentuada
quantidade de muco. Em 3 granjas havia leitdes com casos de diarreia com presenca de
pequena quantidade sangue.

As amostras eram formadas por pools de fezes de 3 a 5 animais, que se
encontravam nas fases de crescimento/terminacdo (61 a 140 dias de vida) e que
apresentavam diarreia no momento da coleta, sendo obtidas durante o periodo de janeiro
de 2015 a mar¢o de 2015. A densidade média das granjas nas fases amostras era de
0,045m?/kg de peso vivo.

O numero de amostras por municipio foi: Santa Maria de Jetiba (10/30),
Colatina (6/30), Santa Teresa (3/30), Domingos Martins (2/30), Itaguacgu (2/30), Laranja
da Terra (2/30), Marilandia (2/30), Baixo Guandu (1/30), Governador Lindenberg
(1/30), e Sao Roque do Canaa (1/30) (Figura 01).

Identificando os animais com suspeita de infeccdo por Brachyspira ssp.
patogénicas e com diagnostico clinico de diarreia, as fezes foram coletadas, com ajuda
de espatulas e suabes retais, os quais foram acondicionadas em potes plasticos, limpos e
desinfetados com 4alcool 70% p/p. As amostras eram acondicionadas em caixas
isotérmicas apOs a coleta na granja e transportadas para serem submetidas ao
congelamento (-21°C), até o momento do envio para o laboratorio.

As amostras congeladas foram enviadas para andlise, em caixas isotérmicas com
gelo reciclavel. O tempo maximo de espera para andlise das amostras foi de 3 meses. O
tempo de transporte ao laboratorio foi inferior a 18h.

Foi aplicado um questionario epidemiologico (Anexo I) em todas as granjas para
identificacdo dos fatores de risco, onde se colheu informacdes sobre: dados dos
produtores e propriedades, acesso ao mercado, presenca de responsavel técnico, nimero
de animais na granja, sistema de cria¢do, finalidade da producao, fonte de dgua, destino

dos dejetos, destino dos cadaveres, lavanderia, tipo de instalacdo, animais de reposi¢ao,
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biossegurancga da granja, controle sanitario, tipo de alimentacdo e controle e registro de

entrada de pessoas e veiculos.

Legenda:
1- Santa Maria de Jetiba
2- Colatina

3- Santa Teresa

4- Domingos Martins

5- Itaguacn

6- Laranja da Terra

7- Marilandia

8- Baixo Guandu

9- Governador Lindenberg
10- Sio Roque do Cania

Figura 01 — Representacdo do mapa do Espirito Santo, com destaque aos municipios
que possuiam suinoculturas amostradas.

A racdo utilizada nas suinoculturas era a base de milho e farelo de soja. Em
todas as granjas (30/30) eram adicionados antimicrobianos na mistura da racdo. Em 23
granjas (23/30) era utilizado um produto comercial a base de tiamulina (100mg/kg). E
em 7 granjas (7/30) era utilizado outro produto comercial a base de doxiciclina

(190mg/kg).
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O material colhido nas granjas foi submetido a andlise por gPCR (PCR em
Tempo Real), em laboratorio comercial localizado no municipio de Cachoeirinha, no
Estado do Rio Grande do Sul, em triplicata para identificacdo de Brachyspira
hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli. Foram adicionados 4 controles negativos para
monitorar exposi¢do a falsos positivos no ensaio, € 2 controles positivos de
amplificacdo obtidos de amostras positivas a campo.

As amostras passaram inicialmente por lise celular utilizando o reagente Prep
(NewGene®), em seguida procedeu-se a extracdo de 4cidos nucleicos utilizando o
reagente Preamp (NewGene®). Apés extracdo, realizou-se as amplificacdes com
reagentes especificos para cada modalidade (BPAmp e BHAmp) (NewGene®) com
metodologia in house, de acordo com o fabricante.

Na realizacao da lise celular, suabes estéreis eram introduzidos nas amostras de
fezes e a ponta dos mesmos eram mergulhadas em 2,5 mL do reagente Prep, em tubos
plasticos de 5 ml. Para assegurara lise da amostra, agitaram-se os tubos no vortex
durante 10 minutos, a 60°C.

Para purificacdo de DNA, a partir das amostras previamente processadas, foram
transferidos 500 pLde contetido das amostras pré-processadas a partir do reagente Prep
para microtubos de 1,5mL, devidamente identificados e preparados com 20 uL de silica.
Esses microtubos passaram pelo vortex e foram mantidos por 10 minutos a temperatura
ambiente, os quais foram agitados a cada 2 minutos por inversdo. Em seguida os
microtubos foram centrifugados por 1 minuto, a 10000 rpm, e o sobrenadante da
solucdo foi descartado.

Ap6s centrifugacdo, foi obtido um pellet de silica, o qual passou por lavagens
sequenciais (reagente Preamp) com adi¢cdo de 150 pL de solugdo de lavagem (tiocianato
de guanidina 5SM e Tris HC1 0,1 M), a qual passou pelo vortex e foi centrifugada por 1
min a 10000 rpm e descartado o sobrenadante. A segunda lavagem foi feita com
aliquota de 150 puL de solucdo de etanol 75%, usando o vortex e centrifugando por 1
min a 10000 rpm e descartado o sobrenadante. A terceira lavagem foi realizada com a
com aliquota de 150 pL de solucdo de etanol absoluto, utilizando o vortex e
centrifugando por 1 min a 10000 rpm e descartado o sobrenadante.

Apo6s as lavagens adicionou-se 50 uL de solucdo de eluigdao (Tris 10 mM e
EDTA 1 mM), finalizando a extracdo com o vortex. Os microtubos foram mantidos em

geladeira (2 a 5°C), até o momento para utilizagdo na amplificac@o.
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Para a realizacdo da amplificacdo do DNA de Brachyspira hyodysenteriae e
Brachyspira pilosicoli, foram utilizados kits comerciais BHAmp® e BPAmp®
(NewGene®), seguindo protocolo de acordo com o fabricante.

A amplificacdo foi realizada com o equipamento Step One Plus™ System
(Thermo Fisher Scientific), adicionou-se as amostras ja extraidas kit composto por
tampao, dNTP’s, dgua, primers e sonda. Adicionou-se 8uL de Taq Polimerase em cada
tubo e posteriomente essa mistura foi homogeneizada e centrifugada por 30 segundo a
10.000 rpm. Posteriormente, uma aliquota de 28 uL foi adicionado nos pocos da placa,
tipo S de 24 canaletas.

A placa foi acondicionada no termociclador Minicycler de qPCR, identificando
as amostras, NTCs (controle negativo de amplificacdo) e Standards (controles positivos
de amplificacdo). Utilizou-se os seguintes corantes: FAM como Reporter e IOWA
BLACK FQ (None) como Quencher. Iniciou-se o programa com 1 ciclo (1 repeti¢do) de
desnaturagdo inicial de 95°C por 3 minutos. Depois, 40 ciclos (40 repeticdes) de
desnaturagdo de 95°C por 20 segundos. Ocorreu o anelamento de primers a 55°C por 40
segundos e extensdo de 72°C por 60 segundos. A desnaturagdo inicial ocorreu a 95°C
por 3 minutos.

Os produtos foram visualizados em transiluminador UV, e com o software Step
One™ v2.2.2 (Applied Biosystems) os resultados foram avaliados, determinando e
quantificando os produtos através de ferramentas: Theshold e Baseline.

Os resultados foram tabulados e posteriormente realizou-se uma analise

descritiva dos dados.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificacao de Brachyspira spp.

Esse € o primeiro estudo no Estado do Espirito Santo sobre investigagdo do
género Brachyspira ssp. em rebanhos suinos comerciais. A B. hyodysenteriae e a B.
pilosicoli nao foram detectadas em nenhuma das 30 propriedades analisadas (Figura 2 e

Figura 3).
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Figura 2. Curvas de amplificacdo obtidas na andlise de B. pilosicoli, pela técnica de
PCR em Tempo Real, a partir de fezes de suinos com diarreia.
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Figura 3. Curvas de amplifica¢io obtidas na andlise de B. hyodysenteriae, pela técnica
de PCR em Tempo Real, a partir de fezes de suinos com diarreia.

Nos dois primeiros estudos conduzidos no Brasil, por Baccaro et al. (2003) e
Viott (2010), com uso da PCR, observou-se uma frequéncia baixa dos agentes B.
hyodysenteriae e B. pilosicoli. A frequéncia, do primeiro estudo, para o género
Brachyspira ssp. Em 70 granjas comerciais de vérios Estados brasileiros (Sdo Paulo,
Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Goias)
foi de 1,4% de amostras positivas para B. hyodysenteriae, € 1% para B. pilosicoli, em
541 amostras de fezes de suinos (BACCARO et al., 2003).

No segundo estudo, conduzido em rebanhos de Minas Gerais, em amostras
formadas por pool de fezes de 10 a 15 animais, s6 foi observada positividade de 0,04 %
para a B. pilosicoli, a qual foi diagnosticada em dois rebanhos dos 46 analisados, ndo

sendo encontrado nenhum rebanho avaliado positivo para B. hyodysenteriae (VIOTT,

&0
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2010). Estudos tem demonstrado que fatores como variacdes no protocolo de extragao
de DNA e o uso de amostras formadas por pool de fezes podem interferir negativamente
no teste de PCR com reducio da sensibilidade (CHIRIBOGA et al., 1999).

No Estado do Mato Grosso, empregando-se testes moleculares, foi observada
uma frequéncia relativamente baixa também. Nessa pesquisa a B. hyodysenteriae foi
observada em 3,40% das amostras (5/147). Segundo aos mesmos autores a variacdo na
prevaléncia dos enteropatdgenos nos rebanhos suinos provavelmente estd intimamente
ligada aos modos gerais de manejo, eficicia da infecciosidade dos agentes, capacitaciao
gastrointestinal, ao sistema imunitdrio do rebanho, nutricdo, planejamento de vacinagao,
uso de antibidticos e aos fatores que promovem o estresse (OLIVEIRA FILHO et al.
2010).

No presente estudo, apesar de se saber previamente que o uso de medicamentos
era feito em todas as granjas, se tentou simular o que € rotineiramente realizado a campo
pelos profissionais especialistas em suinos, na tentativa de estabelecer um diagndstico
preciso para o agente causador de diarreias com base na sintomatologia clinica. A
presenca dos antibidticos na racdo € um fator que pode ter contribuido para que nao
fosse detectado o microrganismo, que possui crescimento fastidioso.

E extremamente importante salientar que o uso de antimicrobianos na forma
preventiva, na racdo, pode disfarcar a doenca e dificultar o seu diagndstico (GUEDES,
2010). O uso de antimicrobianos pode também impedir o isolamento de determinadas
espiroquetas de materiais fecais conforme demonstraram Heinonen et al. (1998) e Harris
et al. (2006). Estes tdltimos autores analisaram o uso de antibidticos via ragdo, para
prevencdo ou tratamento de afecgdes entéricas e afirmam que esse uso interfere
negativamente na quantidade de organismos viaveis excretados no bolo fecal, e que por
sua vez interfere também negativamente nos testes diagndsticos empregados para
deteccao do género Brachyspira spp.

Em estudo conduzido por Barcellos et al. (2003), no Rio Grande do Sul, a
identificacdo da B. hyodysenteriaee B. pilosicoli entre as criacdes que empregavam
antimicrobianos na alimentacdo dos leitdes, o nimero deisolamentos foi 0% de 12,5%,
respectivamente. J4 nas granjas ndo medicadas o resultado foi respectivamente de
31,8% e 45,5%. Antibioticoterapia aliada a infec¢cdes mistas por espiroquetas pode
reduzir as chances de identificagdo de B. pilosicoli (STAHL et al., 2011).

A dificuldade no isolamento e identificacdo de espécies de Brachyspira também

foi relatada por Hampson e Trott (2006) e Neves (2012). Esses autores levantam
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dificuldades encontradas no cultivo da bactéria e na deteccao por PCR e ratificam que a
Brachyspira spp. necessita de meios especificos para o crescimento e apresenta um
longo periodo de incubacdo.

Da mesma forma, Komarek et al. (2009) e Stahl et al. (2011), La et al. (2003) e
Moe et al. (2011) relataram que varias amostras fecais dos seus experimentos foram
negativas para Brachyspira ssp. nos testes de PCR e qPCR, e positivas no isolamento
bacteriano.

A combinagdo dos sinais clinicos a campo com outras técnicas de diagndstico,
como por exemplo, PCR e FISH, em muitos casos sdo determinantes para o diagndstico
de B. hyodysenteriae como o agente etioldgico em surtos (DANIEL et al., 2014).

Segundo Boye et al. (2001), os resultados negativos ou de baixa prevaléncia em
levantamentos, podem ser atribuidos ao dano no genoma bacteriano ou quantidade
insuficiente de DN'A na amostra fecal.

Além disso, a deteccdo de DNA a partir de material clinico pode ser ineficiente,
porque amostras de fezes geralmente ndo sdo homogéneas, no que diz respeito a
presenca do microrganismo, e as substincias inibidoras presentes nas fezes podem
afetar o processo de amplificacdo do material genético (JACOBSON et al., 2004).

Apesar de que todos os animais submetidos a avaliagdo apresentavam diarreia e
mesmo o PCR sendo um ferramenta boa para estudos epidemioldgicos (LADINIG et
al., 2009), o isolamento bacteriano tem se mostrado como melhor método diagnostico
quando comparado a técnica de PCR, pois resultados negativos a PCR podem ocorrer
em amostras de fezes com quantidade insuficiente de DNA bacteriano (DANIEL,
2014).

No presente estudo foi utilizado um kit comercial para extragdo de DNA, que foi
aplicado em amostras que esperaram um periodo grande (até 3 meses) para serem
processadas, e esse tempo pode ter influenciado na detec¢do do patégeno. Apesar de
Zmudzkiet al. (2012) afirmarem que a utilizacdo de kits comerciais para isolamento de
DNA ¢ recomendado quando se é necessirio o armazenamento a longo prazo do DNA
extraido.

Song et al. (2004) relataram que métodos baseados em extragdo utilizando silica
sao fortemente recomendados, devido a sua elevada especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade. Este método foi empregado no presente trabalho, porém nado se

obteve o mesmo resultado descrito por estes autores.
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O limite de deteccio do PCR em tempo real para a suspensdo de fezes
inoculadas com B. hyodysenteriae foi determinada por Zmudzki et al. (2012) como
sendo de 1,5x10° UFC / ml. Os mesmos autores sugerem que a PCR em tempo real é
capaz de detectar um nimero mais baixo de B. hyodysenteriae do que € excretado pelos
animais clinicamente doentes. Elder et al. (1994) determinaram que animais
clinicamente doentes excretam 2 x 10° UFC/ ml. Entio seria possivel identificar tanto os
suinos infectados subclinicamente quanto aqueles animais que apresentam uma forma

aguda da doenca.

4.2 Avaliacao das condicoes epidemiolégicas das propriedades

Quadro 1. Frequéncia dos dados epidemioldgicos obtidos a partir dos questionarios
aplicados nas propriedades, analisados no intervalo de janeiro de 2015 a margo de 2015.

DADOS EPIDEMIOLOGICOS Sim Nio

Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Sistema de criacdo familiar 30 100 0 0
Sistema de criacao integrado 0 0 30 100
Assisténcia médico veterinaria 27 90 3 10
Confinado 30 100 0 0
Granja de Ciclo Completo 28 93,3 2 6,7
Unidade Produtora de leitdo 2 6,7 28 93,3
Agua de nascente 30 100 0 0
Agua clorada 0 0 30 100
Composteira para dejetos 12 40 18 60
Uso de fossa para dejetos 18 60 12 40
Possui lavanderia 0 0 30 100
Instalacdes em alvenaria 30 100 0 0
Reposicao de plantel proprio 1 3,3 29 96,7
Vacinacgéo 30 100 0 0
Medicamento na racao 30 100 0 0
Controle/registro de entrada de pessoas | 0 0 30 100
Controle/registro de entrada de |0 0 30 100
veiculos
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Em todas as granjas amostradas (30/30) o nimero de suinos que apresentavam
diarreia era menor ou igual a 10 animais. Do total de 30 granjas, apenas duas granjas
(6,7%) nao possuiam ciclo completo, as quais eram somente unidade produtora de
leitdes.

A partir do questionario aplicado nas suinoculturas (Anexo I) foi possivel
detectar que todas as granjas amostradas possuiam baixo nivel de biosseguranca:
auséncia de isolamento da granja, funcionarios desuniformizados, auséncia de controle
de entrada e saida de pessoas e veiculos, controle de pragas deficiente, auséncia de
cloracdo da 4dgua (proveniente de nascente), e inexisténcia de controle na introdugdo de
novos animais no rebanho.

As granjas também possuiam deficiéncias de manejo como: grande
movimentacdo e mistura de leitdes no desmame ou em final de creche, falta de registro
das informacdes zootécnicas, deficiéncia nos procedimentos de limpeza, desinfeccdo e
vazio sanitario da granja.

Com essa realidade, era de se esperar que o gé€nero Brachyspira spp. fosse
detectado nos leitdes com diarreia, fato que nao ocorreu. Por outro lado, estas condicdes
sanitarias também favorecem a ocorréncia de outros agentes infecciosos, como
Lawsonia intracellularis, Salmonella enterica sorotipo Typhimurium, circovirus suino
tipo 2 (PCV2), Escherichia coli, uma vez que estes agentes possuem grande prevaléncia
e sdo importantes desencadeadores de doencas entéricas no Brasil, nos Estados Unidos e
na Europa, em suinos de criacdo comercial, nas fases de recria e terminagdo
(BACCARO et al., 2003; SUH, SONG, 2005; NEEF, 1993; NAGY, FEKETE, 1999;
JACOBSON et al., 2003).

Todas as granjas tinham baixo nivel de tecnificacdo (arrocoamento manual e
instalacOes antigas). As granjas da Regido Centro-Serrana do ES se caracterizam por
possuirem baixa densidade animal (0,045m?%kg de peso vivo), e por se enquadrarem
como granjas de pequeno porte, j4 que em nenhuma a quantidade de matrizes
ultrapassava o total de 50 fémeas reprodutoras e o numero total de suinos alojados por
granja nunca era superior a 180 animais. Estas caracteristicas podem ter contribuido
para a ndo ocorréncia da bactéria neste estudo, ja que o Espirito Santo ndo se encontra
nas principais regides criadoras de suinos do Brasil (IBGE, 2015). Nos Estados ou
regides onde se possui maior densidade de unidades produtoras de suinos as condi¢des
de transmissdo das doencas sdo mais propicias. Isso se da pela proximidade das

unidades produtoras, presenca de rodovias com grande fluxo de caminhdes, além da
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circulacdo de agentes patogénicos entre granjas proximas (HAMPSON et al., 2006;
THOMSON et al., 1998).

5. CONCLUSAO

Brachyspira hyodysenteriae e Brachyspira pilosicoli nao foram identificadas em
suinos com sinais clinicos de diarreia, na regido Centro-Serrana do ES, através da
técnica qPCR, mesmo com condi¢des propicias de baixa biosseguridade das
suinoculturas, indicando que estes agentes ndo sdo importantes causadores de diarreia
nesta regido, no periodo avaliado.

O pequeno porte dessas granjas e a baixa densidade de unidades produtoras no
ES, aliados ao uso de antimicrobianos na racdo podem ter interferido na identificacdo

dos agentes investigados.
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ANEXO1

Questionario Granjas
1. DADOS CADASTRAIS:

1.1- Nome do Produtor:
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1.2- Endereco:

1.3- Nome da Propriedade:

1.4- Municipio:

1.5- Data da Visita:

1.6- Telefone:

1.7- Outras informacoes:

2. PERFIL DA CRIACAO:

2.1- Acesso ao mercado: I:I Integragdo I:I Cooperativa I:I Independente

2.2- Médico Veterinario Responsavel:

2.3-N° animais:l:l Matrizes I:I Cachacos I:I Leitdes Maternidade
Leitoes Creche I:I Terminacao I:I

2.4- Sistema de Criagﬁo:l:l Confinado I:I Siscal

I:I Tecnificada I:I Nao-Tecnificada

2.5- Finalidade da Produgao: I:I Ciclo Completo I:I Unidade Produtora de leitdo

I:I Recria/Terminacio

2.6- Fonte de agua: I:I Nascente I:I Lagoa/Riol:I Empresa de Abastecimento

I:I Cloracao
2.7- Destino dos dejetos: I:I Fossa I:I Rio I:I Lagoa de decantacdo
I:I Outro

2.8- Destino Cadaveres:

2.9- Lavanderia:l:l Sim I:I Nio
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2.10- Tipo de Instalacao: I:I Alvenarial:l Madeira I:I Outra

2.11- Animais para Reposicio: I:I Mesmo Plantel I:I Mesmo Estado

I:I Outro Estado
2.12- Biosseguranga: I:I Protegida I:I Moderada I:I Baixa

2.13- Controle Sanitario I:I Vermifugacdo I:I Vacinacgio

I:I Uso de antibidticos I:I Medicacoes

OBS:

2.14- Tipo de alimentag@o:

2.15- Controle/registro de entra de pessoas: I:I Sim I:I Nao

2.16- Controle/registro de entra de veiculos: I:I Sim I:I Nao



