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AVALIACAO DO METODO DE MICROAGLUTINACAO PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS CONTRA Brachyspira pilosicoli

EVALUATION OF A MICROAGGLUTINATION TEST DETECTING
ANTIBODIES AGAINST Brachyspira pilosicoli
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RESUMO

A colite espiroquetal, causada pela Brachyspira
pilosicoli, ¢ uma enfermidade de importancia econdmica e
sanitaria para a suinocultura. O diagnoéstico inicial, baseado
na demonstragao da presenca de espiroquetas em esfregacos
de fezes, costuma apresentar altas taxas de resultados falso-
positivos ou falso-negativos, além de ndo diferenciar as
espécies patogénicas das apatogé€nicas. Embora menos
sensiveis e especificas do que os testes moleculares, as
provas sorologicas sdo consideradas alternativas mais
eficientes do que as provas fenotipicas.O objetivo deste
trabalho foi o de analisar a reagdo homoéloga e heteréloga de
soro produzido contra a cepa padrao de B. pilosicoli, usando
aprova de aglutinacdo microscopica. Avaliou-se um método
de aglutinacao microscopica (microaglutinagdo), usando
anticorpos policlonais contra a cepa de referéncia de B.
pilosicoli (P43/6/78). Houve reacdo contra todos os 9
isolados de campo da espécie, o que indicou um grau de
sensibilidade satisfatorio. O titulo médio da reacdo de
microaglutinagdo homologa entre a cepa P43/6/78 (referéncia
de B. pilosicoli) e o soro hiperimune gerado contra a mesma
foide 1:1280. Para amostras de campo isoladas no RS, foi de
1:207 para B. pilosicoli e 1:12,5 para B. hyodysenteriae. A
diferenga de titulos presente entre a amostra de referéncia e
os isolamentos de campo de B. pilosicoli sugere a existéncia
de sorotipos. A constatagdo mesmo em baixo de reatividade
cruzada entre B. pilosicoli e B. hyodysenteriae, sugere a
existéncia de antigenos comuns nas duas espécies.
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ABSTRACT

Porcine colonic spirochetosis, caused by
Brachyspira pilosicoli, has an important impact in pig produc-
tion and health. The disease produces mild pathological le-
sions, limited to the gross intestine, and can result in impaired
growth and decreased feed conversion rate. The primary diag-
nosis can be reached by demonstration of spirochetes in fecal
smears. Phenotypical tests such as this one usually shows
high rate of false-positive or false-negative results and is un-
able to differentiate between pathogenic and non-pathogenic
species. In spite of having lower sensitivity and specificity
than molecular methods, serological tests are alternatives more
efficient than phenotypical methods. The objective of the work
was to analyse homologous and heterologous reaction against
the B. pilosicoli type strain, using microscopic agglutination
test, with policlonal antiserum raised against the reference strain
of B. pilosicoli (P43/6/78) was evaluated. The serum reacted
against all 9 field isolates, indicating a satisfactory sensitivity.
Mean titer of homologous microscopic agglutination between
P43/6/78 (B. pilosicoli reference strain) and hyperimmune ho-
mologous serum was 1:1280. For field strains isolated in the
State of Rio Grande do Sul, was 1:207 for B. pilosicoli and
1:12.5 for B. hyodysenteriae. The differences in titers between
field isolates of B. pilosicoli (SIPV) and against the reference
strain of the species (P43/6/78) could represent antigenic varia-
tions. It was observed, in low degree, cross reactivity between
B. pilosicoli and B. hyodysenteriae, suggesting the presence
of common antigens in both species.
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INTRODUCAO

Infecgdes bacterianas intestinais causam
prejuizos significativos para a suinocultura em todo o
mundo [13]. Avangos recentes na classificacdo de
espiroquetas intestinais humanas e animais levaram
ao reconhecimento de que espécies do género
Brachyspira (anteriormente Serpulina) podem
causar diarréia em suinos nas fases de recria e
terminagdo. A colite causada pela Brachyspira
pilosicoli tem importancia econdmica e sanitaria para
a suinocultura [12], podendo causar crescimento
retardado e deficiéncia da conversao alimentar [7, 23].
O diagnostico inicial da colite geralmente consta da
demonstragdo de espiroquetas em esfregacos de fezes
por microscopia direta ou imunofluorescéncia, técnicas
que costumam apresentar altas taxas de resultados
falso-positivos ou falso-negativos, além de ndo diferen-
ciarem, inequivocamente, as espécies patogénicas (B.
hyodysenteriae ¢ B. pilosicoli) ¢ das apatogénicas
(B. murdochii, B. innocens e B. intermedia) [1]. A
identifica¢do definitiva pode ser obtida pela PCR e
analise de restricdo dos amplicons obtidos, técnicas
onerosas, complexas e que exigem estrutura
especializada para sua realizacao [3,19].

Apesar de menos sensiveis e especificas do
que os testes moleculares, as provas soroldgicas sao
mais eficientes do que as provas fenotipicas
convencionais para a diferenciagcdo das espiroquetas.
Varios anticorpos policlonais [6, 8, 15, 20] ou
monoclonais [5, 18, 21, 22] foram usados na
identificacdo de amostras de Brachyspira spp. A
aglutinagdo microscopica (microaglutinagdo) destaca-
se por ser uma técnica simples ¢ eficiente, com um
alto nivel de consisténcia e sensibilidade para identificar
anticorpos contra a B. hyodysenteriae [20]. Nesse
trabalho, foram analisadas 12 amostras da bactéria e
9 outros tipos de espiroquetas intestinais ¢ a técnica
foi comparada com o teste de aglutinagdo em lamina.
Os dois métodos apresentaram resultados consistentes
e foram capazes de diferenciar entre amostras. O
mesmo tipo de teste foi usado para avaliar a
soroconversao, apos a infec¢do experimental com B.
hyodysenteriae [16]. Outra prova sorologica [15] que
visava detectar anticorpos aglutinantes (teste de

aglutinagdo por microtitulagdo), foi considerada
sensivel e capaz de diferenciar entre diferentes isolados
de Brachyspira spp. [6] e medir a conversao sorologica
de leitdes experimentalmente infectados com B.
hyodysenteriae [9].

Aglutininas, geradas contra diferentes isolados
de espiroquetas totais, tendem a apresentar reagdes
cruzadas significativas [1]. As proteinas flagelares das
espécies de Brachyspira representam aproximada-
mente 10% do peso bacteriano total e sdo muito
conservadas entre géneros e espécies de espiroquetas
[14]. Anticorpos gerados contra essas estruturas podem
apresentar reagoes cruzadas. Para diminuir as reagoes
inespecificas, pode-se absorver as amostras de soro na
tentiva de remover anticorpos comuns. Uma outra
classe de antigenos (oligossacarideos da membrana
externa) pode ser usada para diferenciar espécies e
mesmo isolados, por sua diversidade antigénica maior.
O uso de soros hiperimunes absorvidos, possibilitou o
reconhecimento de 9 sorotipos (A a I) entre varios
isolados de B. hyodysenteriae [10,11]. Nao existem
estudos sobre tipificacdo ou sobre o uso da técnica da
microaglutinacdo para detectar anticorpos contra a B.
pilosicoli.

O objetivo deste trabalho foi o de analisar a
reagdo homologa e heteréloga de soro produzido contra
a cepa padrdo de Brachyspira pilosicoli, usando a
prova de aglutinacdo microscopica.

MATERIAIS E METODOS
Preparaciao do antigeno

Foram usadas 10 amostras de Brachyspira
pilosicoli e 4 amostras de B. hyodysenteriae. A
origem ¢ caracteristicas dos isolados do Rio Grande
do Sul (identificados como SIPV) e a cepa de
referéncia de B. pilosicoli foram descritas
anteriormente [1, 2]. Os cultivos foram propagados
no meio liquido pré-reduzido e esterilizado [17],
incubado a 37°C sob agitagdo, em volume de 5 mL,
numa atmosfera de 10% de H,, 10% de CO, ¢ 80%
de N,. Os antigenos constaram de cultivos na fase
logaritmica, diluidos para alcancar aproximadamente
100 espiroquetas por campo microscopico.
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Preparaciao do soro hiperimune

Seguindo técnica padrao [4], foram
hiperimunizados 4 coelhos com cepa de referéncia de
B. pilosicoli (P43/6/78).

Teste de microaglutinacio

O teste foi realizado pela observagao direta em
microscopio de campo escuro numa magnificagdo de
400X. Foi usada uma mistura de células totais de
Brachyspira spp. e diluicdes na base 2 em solugdo
salina tamponada de anticorpos policlonais (soro
hiperimune) em placas de microtitulagio com fundo
chato [20]. Com o uso de uma densidade aproximada
de 100 espiroquetas por campo microscopico, a
aglutinacao de 10 a 50% das espiroquetas foi
considerada positiva, 51 a 100% fortemente positiva,
enquanto que menos de 10% foi considerada negativa.
Os titulos foram expressos como a reciproca da maior
dilui¢do do anticorpo capaz de aglutinar o antigeno. O
procedimento foi repetido 5 vezes, usando cultivos do
mesmo organismo em cada ocasido. Os resultados finais
foram expressos como a média entre as repetigdes.

RESULTADOS

Foi realizada uma avaliacdo do teste de
microaglutinagdo com relacdo a sua utilidade para
emprego rotineiro na classificacdo de isolados de
Brachyspira pilosicoli. Uma tabulag¢do dos
resultados e das reagdes sorologicas contra
amostras de campo (SIPV) de B. pilosicoli e B.
hyodysenteriae consta da Tabela 1. O titulo médio
da reagdo de microaglutinagdao homologa entre a
cepa P43/6/78 (de referéncia de B. pilosicoli) e o
soro hiperimune gerado contra a mesma foi de
1:1280. Para amostras de campo isoladas no RS,
foi de 1:207 para B. pilosicoli e 1:12,5 para B.
hyodysenteriae. Procurou-se avaliar a validade do
uso do teste de microaglutinagdo para detectar
anticorpos contra B. pilosicoli e analisar a reagdo
cruzada com B. hyodysenteriae. A partir dos
resultados dos testes, observou-se um grau de
sensibilidade satisfatorio. A maior diferenca de titulo
entre lotes de antigenos de uma mesma amostra foi
de duas vezes (uma diluigdo).

Tabela 1. Resultado da prova de microaglutinagao realizada com amostras de Brachyspira spp. isoladas no
Rio Grande do Sul e soro hiperimune para a amostra padrao de B. pilosicoli (P43/6/78).

Identificacao Espécie Titulo médio Amplitude
P43/6/78 B. pilosicoli 1:1280 1:800/ 1:1600
SIPV 1 B. pilosicoli 1:50 1:50/ 1:50
SIPV 8 B. pilosicoli 1:200 1:200/ 1:200
SIPV 14 B. pilosicoli 1:240 1:200/ 1:400
SIPV 15 B. pilosicoli 1:50 1:50/ 1:50
SIPV 18 B. pilosicoli 1:200 1:200/ 1:200
SIPV 19 B. pilosicoli 1:560 1:400/ 1:800
SIPV 20 B. pilosicoli 1:50 1:50/ 1:50
SIPV 22 B. pilosicoli 1:200 1:200/ 1:200
SIPV 23 B. pilosicoli 1:320 1/200/ 1:400
SIPV 4 B. hyodysenteriae 1:50 1:50/ 1:50
SIPV 10 B. hyodysenteriae <1:50 -

SIPV 17 B. hyodysenteriae <1:50 -
SIPV30 B. hyodysenteriae <1:50 -
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DISCUSSAO

A reagdo obtida entre a cepa padrdo e o antisoro
homologo (1:1280) foi bastante superior a observada
contra outras amostras da espécie (1:207). Comparando
com a reacdo para Brachyspira hyodysenteriae
(1:12,5), nota-se uma maior reatividade dentro da mesma
espécie. Isso seria previsivel, pois a probabilidade de
que sejam compartilhados epitopos comuns no enve-
lope externo ¢ maior entre amostras bacterianas de uma
mesma espécie.

Os resultados indicam que isolados de B.
pilosicoli podem ser facilmente detectados usando
anticorpos policlonais produzidos em coelhos contra a
cepa padrao da espécie (P43/6/78). As diferencas de
titulos entre isolados de campo de B. pilosicoli (SIPV)
entre si e com a cepa de referéncia da espécie (P43/6/
78) poderiam representar variagdes antigé€nicas,
caracterizando diferengas de sorogrupos entre membros
da espécie. Para B. hyodysenteriae, foi sugerido que
reagdes cruzadas poderiam ser associadas com
proteinas da membrana externa ou com antigenos
termolabeis, associados com o lipopolissacarideo
(lipooligossacarideo) da membrana externa [6]. Além
disso, anticorpos contra proteinas flagelares poderiam
se relacionar com reagoes sorologicas cruzadas [12, 14].
Entretanto, nas espiroquetas, os flagelos se localizam
dentro da célula, ocupando o espago periplasmatico,
distribuidos em torno de um cilindro protoplasmatico
central. Dessa forma, na bactéria integra, os anticorpos
ndo entrariam em contato com antigenos flagelares, o
que poderia reduzir a importancia desse tipo de
reatividade cruzada. Para B. hyodysenteriae, um
esquema de tipagem soroldgica foi desenvolvido, com 9
sorogrupos, entre A e [ (10, 11). Nao existem estudos
analisando diferengas antigénicas similares em B.
pilosicoli. Novos estudos envolvendo a absorgao dos
soros deverdo ser realizados, para tentar estabelecer
um sistema de tipagem soroldgica para B. pilosicoli.

CONCLUSOES

O teste de microaglutinagdo microscdpica usando
soro policlonal produzido contra a amostra padrao de
Brachyspira pilosicoli reagiu contra todos os 9 isolados
de campo da espécie. Foi observada diferenca de titulos,
sugerindo a existéncia de sorogrupos. A constatacao,
mesmo em pequeno grau, de reatividade cruzada entre
B. pilosicoli e B. hyodysenteriae, sugere a existéncia
de antigenos comuns em ambas espécies.
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