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Brachyspiras




Disenteria Porcina

Agente etiologico:
« Brachyspira hyodysenteriae,
 B. suanatina (Rasback et al, 2007),

 B. hampsonii grupos 1, Il y Il
(Mirakjar et al, 2016).

Espiroqueta Gram negativa, anaerobia,
oxigeno tolerante (gene NOX), movil (flagelada).

Produce fuerte hemolisis en agar sangre.
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Clasificacion fenotipica de espiroquetas

Grupo Espécies Hemolisis Indol Hippurato | Alpha gal Alpha glu Beta glu
B. hyodysenteriae Fuerte
B. suanatina

I/I1(?) B. hampsonii

genomovars 1,11, 111

1 B. intermedia * Deébil + _ _ + +
Mla | B murdochii Deébil - - - - +
b B. innocens Débil - - - - +
HlIc B. innocens Debil - - + + +

B. pilosicoli
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Fig. 2. Dendrogram based on PFGE patterns for Miul clustered by UPGMA strategy and depicting genetic similarity for 31
B. hyodysenteriae 1solates, including 28 Spanish field solates, the reference and type strains of B. hyodysenteriae (B204 and
B787), and one German indok-negative isolate (5677/96). An 80% cut-off value (thick vertical grey line) has been used for
establishing eroups of related i1solates (A-F).



Disenteria Porcina

Epidemiologia

Las pérdidas econdmicas estan relacionadas con la
mortalidad, conversion alimenticia y tratamientos.

La Morbilidad en los animales en crecimiento y
finalizacion alcanza el 90% y mortalidad de 30%.

La erradicacion es la Unica solucién
Polson et al, 1992
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Disenteria Porcina

Epidemiologia

La enfermedad generalmente afecta a los cerdos entre 15-70
kg, pero puede afectar a las hembras lactantes o lechones.

Supervivencia en medio ambiente:
112 dias en las heces porcinas
78 dias en el suelo con las heces porcinas 10%

10 dias en el sueloa 10°C
48 dias en agua entre 0-10°C, 7 dias a 25°Cy 1 diaa 37°C

NOTA ... Muerte rapida en las heces duras.

El hipoclorito de sodio y fendlicos son los
desinfectantes mas eficaces.
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Disenteria Porcina

Epidemiologia

Transmision fecal-oral:

1. Los cerdos (los animales de reemplazo o lechones de
engorde) - eliminan las bacterias hasta 70 dias después de
la desaparicion de los sintomas.

2. \Vectores mecanicos (camiones, botas, ropa, personas,
moscas (4 horas), aves ...)

3. Losratones eliminan durante 180 dias (Joens, 1980) y ratas
durante 2 dias (Chia, 1977)

4. Perros (8 dias), gatos, aves (24 horas), emues, pollos, patos,
gansos

El periodo de incubacién:

« 2 diasa 3 meses(dias 10-14). Ha recurrencia de la
enfermedad.

. Eliminacion de bacterias en las hecesde 1 a4 dias antesde
la aparicion de los signos clinicos.
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Disenteria Porcina

Epidemiologia

Bioseguridad:

UFM7G

Fuente segura de animales de reemplazo o lechones de engorde

Cuarentena de 40 a 60 dias fuera del recinto de la unidad y
personal especifico. Observacion de los animales.

El uso de camiones limpios y desinfectados

Vallas perimetrales para evitar la entrada de personas, perros,
gatos y aves de corral

Cambiarse de ropa y botas (ideal es asociar con el bano)
Registro de visitas anteriores, con fecha y lugar de la ultima visita
en granja porcina

El control eficaz y continuo de roedores

Corrales y galpones con proteccion contra pajaros

El control de moscas



Disenteria Porcina

Patogénesis

UFM7G

Las bacterias tiene tropismo por las células
caliciformes.

El mecanismo de destruccion del tejido no se ha
aclarado completamente, pero dos toxinas parecen
jugar un papel importante (hemolisina y
lipooligosacaridase)

La bacteria no invade mas alla de la Iamina propia.

La diarrea es causada por un fallo en la absorcion de
liguidos y aumento de la permeabilidad.













Disenteria Porcina

Diagnostico

Diagndstico clinico:
Presentacion clinica
Tipo y distribucion de las lesiones

Confirmacion definitiva de laboratorio:

1)
2)

3)
4)

Lesiones histoldgicas indicativas - erosion, infiltracion
neutrofilica intensa, hiperplasia de células caliciformes
|[dentificacion de espiroquetas en lesiones mediante tincion de
hematoxilina y eosina, plata o por inmunohistoquimica usando
anticuerpos policlonales, FISH

Aislamiento de espiroquetas que causan fuerte hemolisis
(fendbmeno anillo positivo)

Identificacion molecular de espiroquetas por nox-PCR, nox-PCR /
RFLP, MLST, PFGE, 16S y lo gene Nox

NOTA ... concentracion minima inhibitoria (MIC)
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Disenteria Porcina

Diagnostico
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Aislamiento de espiroquetas

Anaerobiosis (Gaspak ou 10/10/80 - 37/42°C)

Medios selectivos:

TSYF (TSA/Yeast extract/agarerode +
Rinfampicina/spectinomicina/vancomicina/colistina)

CVS + colistina/vancomicina/spectinomicina

BJ + extracto de heces de
cerdo/spiramicina/rinfampicina/vancomicina/colistina/
spectinomicina.

Propagacion:
Aislamiento en agar anaerdébico
Agar sangre

Antibiograma y MIC

UEmG



Disenteria Porcina

Diagnostico
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Confirmacion definitiva de laboratorio:
 |dentificacion molecular de espiroguetas:

. PCR - NADH oxidase (nox) gene - Atyeo et al, 1999 (Australia - D.
Hampson)

. Dualplex-PCR (B. hyodysenteriae e B. pilosicoli) - La et al, 2003
(Australia - D. Hampson)

. Multiplex-PCR (B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, L. intracellularis) - La
et al, 2006.

Tipificacién
. Pulse-field gel electrophoresis (PFGE) - Ateyo et al, 1996, 1999;
Fellstrom et al, 2008
. NADH oxidase gene (nox) sequence - Atyeo et al, 1999 (Australia)

. Nox-PCR/RFLP - Rohde et al, 2002 (Hannover, Germany)
. Multilocus sequence typing (MLST) - Rasback et al, 2007
. Variable number of tanden repeats (VNTR)

. Whole genome sequence
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. Distribucion de la produccion
porcina en Brasil

NORDESTE

7,3%

CENTROESTE

14’ 1% SURESTE

18.6%
58,5%
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Historia de la disenteria porcina en Brasil

Décadas de 1980 y 1990

Barcellos, 1978, Mores & Sobestiansky, 1984; Warth, 1985;
@ Barcellos et al., 1995; Baccaro et al, 1999




Historia de la disenteria porcina en Brasil

Décadas de 1980 y 1990

Barcellos, 1978, Mores & Sobestiansky, 1984; Warth, 1985;

Barcellos et al., 1995; Baccaro et al, 1999

» 2000 — 2009:

@ Barcellos et al., 2000, 2002, 2003 — 35,3%;

© Baccaro et al., 2003 — 1,4%:
© Menin et al., 2008 — 6,0%:;

© Viott et al., 2009 — 2+ (B. pilosicoll).
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Historia de la disenteria porcina en Brasil

»2010 >

 Nuevos brotes
© 2010 - Julio 2012

@ Agosto, 2012
Granja multiplicadora

Daniel et al., 2013a; Daniel et al., 2013b; Guedes & Daniel, 2013
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Sensibilidad antimicrobiana

Moléculas Min-Max MIC

ug/ml

Tiamulina 0.063->8

Valnemulina 0.031->4 2 >4

Doxiciclina 1-8 2 8
Brotes de DP
desde 2010 Tilvalosina 1-32 16 32
Lincomicina 2->64 64 >64
Tilosina 4>128 >128 >128
55 aislados de B. hyodysenteriae g (L e o SISO
;::fr-:':ﬁ':!?!'.!: rrql':!r!f
Doxycycline: = | | Tylosin

Perfil de MIC e _ - 1

<,>""" S22 > - - e o —

.

%
4|
E

:

MIC pgsmt

1 2 .

%. - Daniel et al, 2014 } . I 2= Ill
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Planos de contingencia en granjas contaminadas

Implementacion de programas de erradicacion

4

Despoblacion parcial con medicacion




Investigaciones actuales

DIVERSIDAD GENETICA, EPIDEMOLOGIA Y PERFIL

FILOGENETICO

Brotes en 1990s y desde 2010 hasta 2015

\ 4

Multilocus sequence typing (MLST) analysis

UF 7.11 G Daniel et al, 2014



Distribucion de aislados de

Brachyspira hyodysenteriae obtenida

Numero de Numero de Porcentaje de
Estados
granjas aislados muestras

SC 7 10 22,73%

SP 2 6 13,64%
MT 1 1 2,27%
MG 5 26 59,09%

RS 1 1 2,27%
Total 16 44 100%
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Investigaciones actuales

Resultados preliminares
Clusters
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Arbol filogenético de 30 muestras brasilefias
basado en la secuencia del gen Nox

Serpulina hyodysenteriae B204 (U19610.1) EUA Fev/1995 \
Add41*

A5002*
A6002*
A6007*
B5746*
B6731*
Br031*
B8291*
—B9002*
Brachyspira hyodysenteriae B78 (AF060800) EUA Nov/98
c152r*
C3651*
C5001*
C6001*
C7001 *

Brachysp/ra hyodysentenae (HM462461 1) Hungna Mar/11

L' Brachyspira hyodysenteriae ATCC 27164 (KC984311.1) Canada Ago/13
— Brachyspira intermedia AN3649/7/02 (JF430736.1) Suécia Dez/11
| -Brachysprra sp. 9757/1 (HM462456.1) Hungria Mar/11

T—— Brachyspira suanatina AN 2384/04 (DQ487121.1) Suécia Mar/07
Brachyspira pulli AN6045/1/00 (JF430739.1) Suécia Dez/11
—— Brachyspira innocens ATCC 29796 (KC984307.1) Canadé Ago/13

E: Brachyspira murdochii H54 (JX428810.1) Espanha Ago/13

Brachyspira murdochii X14 (JX428809.1) Espanha Ago/13
Brachyspira sp. A59 (KC561434.1) Canada Jul/13
Brachyspira sp. C47 (KC561415.1) Canadé Jul/13
Brachyspira sp. B70 (KC561412.1) Canadaa Jul/13
Brachyspira murdochii X2 (JX428812.1) Espanha Ago/13
Brachyspira sp. B60 (KC561413.1) Canada Jul/13

Brachyspira sp. G81 (KC561410.1) Canadé Jul/13
Brachyspira sp. C52 (KC561407.1) Canada Jul/13
Brachyspira sp. F87 (KC561404.1) Canada Jul/13
Brachyspira sp. C35 (KC561402.1) Canada Jul/13
Brachyspira sp. F56 (KC561400.1) Canada Jul/13
Brachyspira sp. A62 (KC561398.1) Canadé Jul/13
Brachyspira sp. A63 (KC561396.1) Canadé Jul/13
Brachyspira sp. F52 (KC561394.1) Canadé Jul/13

ira sp. A58 (KC561392.1) Canada Jul/13
 cro03

[ —=Draohyspira pilosicoli AN3635/3/02 (JF430756.1) Suécia Dez/11

L [  Brachyspira pilosicoli P43/6/78 ATCC 51139 (KC984310.1) Canada Ago/13
b Brachyspira pilosicoli E257 (JX428822.1) Espanha Ago/13

0.04 0.03 0.02 0.01 0.00



Development of an Experimental Model Allowing
Discrimination Between Virulent and Avirulent Isolates of
Serpulina (Treponema) hyodysenteriae

ABSTRACT

Variation in virulence among dif-
ferent strains of Serpulina hyodysen-
teriae was studied by oral inocula-
tion of specific pathogen free piglets
and CD-1 mice. Piglets infected with
serotype 2 reference strain B204
and an untypable field strain LHV-
90-9-1 had severe diarrhea tainted
intermittently with mucus and fresh
blood. The piglets inoculated with
B169, B8044, B6933, and ACK300-8
reference strains representing sero-
types 3, 5, 6, and 7 respectively
developed moderate diarrhea. How-
ever, reference strains B234 and A-1
of serotypes 1 and 4, respectively,
failed to cause any diarrhea. None
of the S. hyodysenteriae strains
caused diarrhea in mice. The results
indicate a great variation in viru-
lence among strains of different
serotypes of S. hyodysenteriae. Mice
were less susceptible to infection
with S. hyodysenteriae.

M. Achacha, S. Messier, and K.R. Mittal

B8044, B6933, et ACK300-8 repré-
sentant respectivement les séro-
types 3, 5, 6, et 7. Par contre, les
souches de référence B234 et A-1,
représentant respectivement les
sérotypes 1 et 4, n’ont pas induit de
diarrhée chez les porcelets. Aucune
des souches de S. hyodysenteriae n’a
causé de diarrhée chez les souris.
Les résultats démontrent qu’une
grande variation existe dans la viru-
lence des souches des différents
sérotypes de S. hyodysenteriae. De
plus, les souris étaient moins sus-
ceptibles que les porcs a ’infection
par S. hyodysenteriae.

(Traduit par docteur Serge Messier)

INTRODUCTION

Serpulina hyodysenteriae is recog-
nized as the causative agent of swine
dysentery, a mucohemorrhagic enteri-
tis confined to the large intestine (10).
The enteropathogenicity of S. hyo-
dysenteriae has been demonstrated by

Can J Vet Res 1996; 60: 45-49

of S. hvodysenteriae (16,28), but
inconsistency of the disease in the
mouse model often makes interpreta-
tion of results difficult. It is not known
whether strains belonging to different
serotypes are equally virulent. The
present studies were designed to find
out if there are variations in virulence
among strains of S. hyodysenteriae in
pigs and mice.

MATERIALS AND METHODS

BACTERIAL STRAINS

Serpulina hyodysenteriae reference
strains serotype 1 (B234), 2 (B204),
3 (B169), 4 (A-1), 5 (B8044), 6
(B6933), and 7 (ACK300/8), were
provided by Lynn Joens (University
of Arizona) and an untypable local
field strain (LHV 90-9-1) was isolated
from a natural case of swine dysen-
tery. All strains were subcultured on
blood agg@lates, collected and stored
at —70°C, as described by Joens et al



Pathogenicity of a Brazilian atypical Brachyspira hyodysenteriae isolate

= STUDY DESIGN
Forty-eitgh 5-week-old crossbred pigs

= STUDY TIMELINE

Inoculation:
Virulent and Atypical Strain: 50ml of culture broth containing
108 B. hyodysenteriae / ml on three successive days. Both were beta-hemolytic.
Negative control: only culture broth

\ 4

Monitored daily for the presence of mucohaemorrhagic diarrhea

$

Eighteen days post-inoculation: all pigs were euthanized and necropsied

UF7M G = NECROPSY EVALUATION
[ S—

Presence and distribution of lesions in the mucosa:
Excessive luminal mucus; Mucosal hemorrhage and Fibrinonecrotic exudate



Resultados preliminares

Lesiones macroscopicas en colon
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Numero de cerdos por grupo que presentan signos clinicos y lesiones de disenteria
porcina después de la inoculacion de Brachyspira hyodysenteriae

Signos clinicos™ Hallazgos de necropsia*
Feces con i . .
Primera Moco excesivoen Hemorragiade Exudado
GRUPOS sangrey/o » o _
moco observacion lumen mucosa fibrinonecrotico

UF771G
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