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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar a presenca de Erysipelothrix spp. em suinos abatidos
em frigorifico, procedentes de granjas que usam ou ndo a vacinagao e desenvolver técnica de nested
PCR baseada na amplificagdo do gene do antigeno protetor de superficie (spaA) especifico de
Erysipelothrix rhusiopathiae e testar a sua utiliza¢do na andlise de culturas padrado. Foram isoladas
56 (14,9%) amostras de Erysipelothrix spp. de tonsilas de suinos abatidos em frigorifico no Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, sendo 13/275 de suinos vacinados (4,7%) entre 275 tonsilas e 43 /100
de suinos nao vacinados (43%), bem como foi obtido um isolado de lesdo de pele também colhida
em frigorifico. Os micro-organismos foram identificados por caracteristicas fenotipicas por meio
de exame bacteriolégico e foi realizado teste de nested PCR em 13 isolados de suinos procedentes
de granjas que utilizavam vacinagdo contra a erisipela suina, sendo positivo para 8 isolados,
classificados como E. rhusiopathiae. As oito amostras confirmarama classificagao como E. rhusiopathiae
também por exames soroldgicos. Entre as amostras isoladas de suinos ndo vacinados, foram
testados, por sorologia e PCR, 19 cultivos de Erysipelothrix spp., sendo classificados 9 como E.
rhusiopathiae por ambos os testes, todos do sorotipo 2 e 7 negativos. Trés isolados de Erysipelothrix
sp. foram positivos somente por PCR e negativos por imunodifusao para os sorotipos 1A, 1B e 2,
que sdo os encontrados com maior frequéncia em casos clinicos de erisipela suina.

PALAVRAS-CHAVE: Erisipela suina, Erysipelothrix rhusiopathiae, tonsilas, suinos vacinados, nested
PCR.

ABSTRACT

SURVEILLANCEOFSWINEERYSIPELASBY BACTERIOLOGICANDMOLECULAR ANALYSIS
ON SLAUGHTERED PIGS FROM FARMSIN THE STATE OF RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL. The
objective of the present work was to detect Erysipelothrix spp in slaughtered pigs, from erysipelas-
vaccinated and nonvaccinated herds, developing nested PCR based on the amplification of the
surface protective antigen (spa A) gene specific for E. rhusiopathiae. Samples of Erysipelothrix spp.
were isolated from the tonsils of slaughtered pigs in the state of Rio Grande do Sul, Brazil,
respectively 13 (4.7%) from vaccinated (total of 275 tonsils examined) and 43 (43%) from
nonvaccinated pigs (100 tonsils examined). Also 1 isolate from a skin lesion was obtained from
the abattoir. Erysipelothrix rhusiopathiae isolated from vaccinated pigs (8 samples) were identified
by phenotypic characteristics and by nested PCR. Identical results were obtained by serological
classification, showing the usefulness of the molecular test. Nineteen strains isolated from
nonvaccinated pigs were examined by serology and PCR. Results for both tests identified serotype
2 of E. rhusiopathiae in 9 samples, there being 7 nonreactors to the tests. Three isolates were positive
only by PCR and negative by the immunodiffusion test.

KEY WORDS: Swine erysipelas, Erysipelothrix rhusiopathiae, tonsils, vaccinated pigs, nested PCR.

Bactérias do género Erysipelothrix causam a
erisipelasuina. Atualmente, reconhece-se 24 sorotipos
(Takanashietal., 1992), distribuidos entre as espécies
Erysipelothrix rhusiopathiae (Sorotipos 1,2, 4,5, 6,8,9,

11, 12,13, 15, 16, 17, 18, 19, 21 e N) e E. tonsillarum
(Sorotipos 3, 7, 10, 14, 20, 22 e 23). No Brasil, foram
classificadas sorologicamente amostras de
Erysipelothrix spp.isoladas de tonsila, baco e fezes de
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suinos e da superficie corporal de peixes, demons-
trando a presenca dos Sorotipos 1,2, 3, 4,5, 9, 10,
11 e N (BarceLLos et al., 1984; ALBERTON et al., 2003).
Na época em que foram isoladas e classificadas as
bactérias por Castro et al. (1972) e BARCELLOS et al.
(1984) ainda ndo era conhecida a espécie E.
tonsillarum, pois esta foiidentificada pelo genoma
em 1987 por TakaHasHI et al. (1987). A comprova-
¢do laboratorial da presenga dessas bactérias nor-
malmente é realizada por isolamento a partir de
tonsilas, lesdes de pele, bago ou fezes em cultura
em meio liquido adicionado de antibiéticos e rea-
lizagdo de repiques para meio s6lido de agar san-
gue (OLIVEIRA, 2000). A identificacdo da espécie e
sorovares dependem da caracterizacdo sorolégica
de imunodifusdo em gel (TakaHAsHI et al., 1989).
MakiNo et al. (1994) desenvolveram um teste de
PCR com primers para detec¢do do género, sem
distingdo das espécies das bactérias. Testes de
PCR foram desenvolvidos posteriormente visan-
do aidentificacdo de espécies (Summorn et al., 1998;
TakesHI et al., 1999). O objetivo do presente traba-
lho foi verificar a presenca de Erysipelothrix spp.
em suinos abatidos em frigorifico, procedentes de
granjas que usam oundo a vacinagao, desenvolver
técnica de nested PCR baseada na amplificacdo do
gene do antigeno protetor de superficie (spaA)
especifico de E. rhusiopathiae e testar a sua utiliza-
¢dona analise de culturas padrao e deisolados de
tonsilas de suinos.

Foram trabalhadas 375 tonsilas de suinos colhi-
das em dois frigorificos no Rio Grande do Sul,
respectivamente, 275 de granjas que vacinam con-
tra erisipela e 100 de granjas que ndo vacinam.
Cada tonsila foi colhida e embalada em plastico
individualmente, sendo processada duas horas
apo6s no Laboratdrio de Bacteriologia do Hospital
Veterinadrio da Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA), como segue: a superficie era flambada e
era feito um corte com bisturi estéril, colhendo-se
material com “swab” estéril, sendo inoculado em
meio de culturaliquido de BHI em tubos, adiciona-
do de soro equino (5%) e antibiéticos canamicina
(400mg/L), gentamicina, (25mg/L), vancomicina,
(25mg/L), sendo incubado a 37°C por 48 horas em
aerobiose (OLIVEIRA, 2000). Ap6s esse periodo, ino-
culava-se em agar base enriquecido com 8% de
sangue de carneiroincubando-seigualmentea37°C.
Bactérias foram identificadas baseando-se na apre-
sentacdo de hemolise fracaem agar sangue, tipode
colonias e através de microscopia emlaminas cora-
das pelo Gram, provas de catalase e oxidase,
inoculag¢do em TSI (Castro et al., 1972). Foram con-
sideradas para identificagdo de género reacédo ne-
gativa paracatalase e oxidase e producdo de H2S de
formaarevelar coloracdoescura (negra)emmeiode

TSI apenas na linha de semeadura (bactérias im6-
veis, positivas para gas sulfidrico).

Osisolados de Erysipelothrix spp. foram transferi-
dos parameio BHI e centrifugados, conservando-se o
sedimento congelado a -20° C para realizacdo de
exames por PCR. Em paralelo, sequéncias
nucleotidicas do gene spaA de E. rhusiopathiae foram
obtidas debancos de dados de genes eavaliadas para
aselecdodeiniciadores (primers)especificos. Osprimers
escolhidos (Eris 1F:5° GTGAATTACGAGGTGAAA
CACCG3",Eris2R:5°CGATTTCTCCGCATAGCA
TAAAG3", Eris3F:5" TCGTAGTATGAATGA AAT
TGCTGCAG3 eEris4R:5°GCCGGTTATAGTCAA
TAAACTCGCTG3") foramsintetizados porempresa
especializada (Applied Biosystems) e utilizadosnuma
reacdo de nested PCR (dupla amplificacdo). Testes
pilotos para a implementagdo e determinacdo das
condicdes de amplificagdo da técnica de nested PCR
foram realizados com cepas de referéncia de E.
rhusiopathiae (Sorovares 1A e2), E. tonsillarum (Amos-
tra 10) e outras bactérias (Arcanobacterium pyogenes,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonellasp.,
Listeria monocytogenes e Corynebacterium sp.). Os pro-
dutos amplificados (Fragmentos de 155 pares de ba-
ses) foram visualizados apds eletroforese em gel de
poliacrilamida e coloragdo com prata (SamMBrROOK et al.,
1989). A técnica de nested PCR foi utilizada para
caracterizar osisolados de Erysipelothrix spp. obtidos
de suinos abatidos em frigorifico. Estes isolados fo-
ram também enviados a Azabu University (Japao)
visando a classificacdo sorolégica sendo testadas
frente a antissoros 2, 1A e 1B (amostras patogénicas
mais frequentes).

Foram isoladas 56 (14,9%) amostras de
Erysipelothrix spp., de tonsilas de suinos abatidos em
frigorifico, respectivamente, 13 de suinos vacinados
(4,7% entre 275 tonsilas trabalhadas) e 43 de suinos
ndo vacinados (43% entre 100 tonsilas), bem como foi
obtidoumisoladodelesaodepele também colhidaem
frigorifico. Foi realizado teste de nested PCR em 13
amostras isoladas de suinos procedentes de granjas
que utilizavam vacinagdo contra a erisipela, sendo
positivo para oito isolados, classificados como E.
rhusiopathiae (Tabela 1). As oito amostras confirma-
ram a classificacdo como E. rhusiopathiae tambémnos
testes soroldgicos, tendo sido classificadas como
sorotipo 2 (5 amostras) e sorotipo 1B (3 amostras).
Apenas 32 amostras de isolados foram recuperadas
ap6s o envio ao Japao, sendo estas entdo testadas por
sorologia naquele pais (19 de suinos de granjas que
ndo vacinavam contra a erisipela e 13 de granjas que
vacinavam). Assim sendo, optou-se por considerar os
resultados comparativos de PCR e sorologia naque-
las amostras (Tabelas 1 e 2).

Otestede PCRdemonstrou ser de utilidade para
deteccdo de E. rhusiopathiae (amplificacdo de frag-
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mento do tamanho esperado de 155 pares de bases),
ndo detectando E. tonsillarum e bactérias de outros
géneros. Embora a amostra classificada por sorologia
como sendo Sorovar 10, portanto E. tonsillarum,nao
apresentou o produto de PCR observado em amos-
tras de E. rhusiopathiae, seria importante verificar a
que sorovar pertencem os isolados que igualmente
ndo apresentaram aquele produto, o que nao foi
possivel, visto que asorologia foirealizada somente
para detectar amostras patogénicas de ocorréncia
mais frequente em suinos. Na Tabela 2 observa-se
que entre 19 amostras testadas por PCR e sorologia,
isoladas de suinos de granjas que ndo vacinavam
contraa erisipela, em apenas trés casos houve resul-
tados diferentes comparando os testes, isto €, essas
amostras foram positivas no PCR e negativas na
sorologia. Isto ndo significa que as amostras ndo
sejam E. rhusiopathiae, pois testaram-se apenas para
os sorotipos mais frequentes. Ha grande possibili-
dade destas serem classificadas como outros
sorotipos cujos antissoros ndo foram incluidos no
teste. Conforme as Tabelas 1 e2, houve concordancia
na identificacdo pelos dois testes, negativos e posi-
tivos com predominancia do Sorotipo 2 e apenas 3
amostras classificadas como 1B. Desde a utilizagao
de testes moleculares para classificagdo de
Erysipelothrix spp., sendo identificada a espécie E.
tonsillarum (TaxanasHi et al. 1987), até o momentonao
havia sido confirmada por PCR a presenca desta
espécie no Brasil, tendo sido considerada a existén-
cia de apenas E. rhusiopathiae apresentando maior
ou menor patogenicidade (Castro et al., 1972;
BARCELLOS et al., 1984). O teste especifico para E.
rhusiopathiae, desenvolvido no presente trabalho,
significa o primeiro passo para a identificacdo das
espécies deste género debactérias. Por meio de PCR
constatou-se neste trabalho que oito amostras de E.
rhusiopathiae estavam presentes nas tonsilas de su-
inos procedentes de granjas que utilizam vacinacao.
As perdas econdmicas por erisipela suina nao estao
ainda bem mensuradas, principalmente quanto a
ocorréncia deartrites constatadas em frigorifico. Em
relato de ALBERTON et al. (2003) em Santa Catarina, foi
isolado E. rhusiopathiae de 14% dos casos de artrite
infecciosa. A elevada taxa de isolamentos de
Erysipelothrix spp. de tonsilas de suinos, proceden-
tes de granjas que ndao utilizavam vacinagdo contra
a erisipela suina (43%), sugere que sejam acompa-
nhados os suinos nas granjas, em préxima pesquisa,
para estudos sobre ocorréncia de sinais clinicos,
mortes por septicemia, problemas reprodutivos e
verificacdo de artrite em suinos de abate. Os testes
moleculares poderao ser de grande utilidade quan-
do em um futuro breve seja obtido diagndstico por
meio do exame direto em tonsilas, articula¢cdes ou
visceras.

Tabela 1 - Resultados da identificagdo de amostras de
Erysipelothrix spp. testadas por PCR e sorologia, isoladas
de suinos procedentes de granjas que utilizavam vacina-
¢do contra a erisipela.

Amostras Nested PCR  Sorologia  Identificagao
65S positivo positivo Sorotipo 2
69 S positivo positivo Sorotipo 2
825 positivo positivo Sorotipo 2
88S positivo positivo Sorotipo 2
118 S positivo positivo Sorotipo 2
148 G positivo positivo Sorotipo 1B
151S positivo positivo Sorotipo 1B
157 S positivo positivo Sorotipo 1B
51G negativo negativo -
97S negativo negativo -

105 G negativo negativo -
162 S negativo negativo -
172 S negativo negativo -

Tabela 2 - Resultados da identificac¢do de amostras de
Erysipelothrix spp. testadas por PCR e sorologia, isoladas
de suinos procedentes de granjas que ndo utilizavam
vacinagdo contra a erisipela.

Amostras Nested PCR ~ Sorologia Identificacdo
soroldgica
V4 negativo negativo -
V9 negativo negativo -
Vi2 positivo positivo Sorotipo 2
Vi4 negativo negativo -
V17 positivo posistivo Sorotipo 2
V18 positivo negativo ?
V19 positivo positivo Sorotipo 2
V20 negativo negativo -
V23 positivo positivo Sorotipo 2
V29 negativo negativo -
V51 positivo positivo Sorotipo 2
V55 negativo negativo -
V56 positivo positivo Sorotipo 2
V57 positivo negativo ?
V59 positivo positivo Sorotipo 2
V60 positivo positivo Sorotipo 2
Vel positivo positivo Sorotipo 2
Vo4 negativo negativo -
Va1 positivo negativo ?

Foi desenvolvido teste de PCR especifico para E.
rhusiopatiae e através deste teste foi, possivel identifi-
car a bactéria a partir de isolados de tonsilas de
suinos.E importante a presenca de amostras potenci-
almente patogénicas em suinos vacinados, estes sen-
do portadores, demonstrando a possibilidade de
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ocorréncia de sinais clinicos e perdas nas granjas, em
suinos introduzidos no rebanho, ndo imunizados
(suscetiveis). Erysipelothrix spp.foram detectadas em
suinos procedentes de granjas que ndo utilizaram
vacinagado contra a erisipela, sendo muito elevada a
taxa de portadores das bactérias. Os resultados indi-
cam que deve merecer atengdo a ocorréncia de bacté-
rias do género Erysipelothrix spp. em suinos no Rio
Grande do Sul, sugerindo a realizagdo de pesquisas
para a prevengdo de infecgdes.

1A 2 10 82 118 NEGNEG
T T— —
h‘ m l
—
—

-—ll-q—-.-

Fig. 1 - Nested PCR, observando-se produtos em 155 pb
para as amostras de Erysipelothrix rhusiopathiae classifica-
das como 1A e 2 (padrdes positivos), bem como para os
isolados 82 e 118, de granjas que utilizam vacinacao.
Observaram-se resultados negativos (NEG) para a amos-
tra sorotipo 10 (padrao) de E. tonsillarum bem como para
Pseudomonas aeruginosa e Arcanobacterium pyogenes.
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