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FERRASSO, M. M. Estudo da participacdo de Fusobacterium necrophorum e
Helicobacter suis na etiopatogenia de Ulceras gastricas de suinos. Botucatu,
2019. 53p. Tese. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A suinocultura é uma das principais atividades do agronegocio brasileiro. Por
isso, perdas devem ser evitadas a fim de satisfazer a industria e o bem-estar dos
animais. O aparecimento de Ulceras gastroesofagicas em suinos causa prejuizos
para o produtor e pode levar os animais a morte. O objetivo do trabalho foi
verificar a participagéo de Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis como
agentes etiolégicos das ulceras nos suinos. Para isso foi realizada avaliacéo
macroscopica e microscopica das lesbes, padronizacédo e aplicacdo de gPCR
para diagnéstico bacteriano e visualizacdo de micro-organismos em laminas de
histopatologia coradas por prata, a partir de estbmagos de suinos com e sem
Ulceras. Foram avaliados 126 estbmagos, 63 sadios e 63 com Ulcera. O DNA
extraido de fragmento de tecido da regido do pars oesophagea foi utilizado para
a analise por qPCR. Foi detectado DNA de F. necrophorum em seis (4,8%)
estbmagos e H. suis em 16 (12,7%). Os resultados demonstraram que houve
diferenca quanto a classificacdo macroscépica e microscopica das lesbes. A
classificagdo macroscopica das lesdes dos estbmagos serve como uma forma
de triagem a fim de demonstrar as condicfes de saude do animal abatido. A
histopatologia pode demonstrar o processo inflamatério desde o seu inicio,
quando a lesdo ainda nao é visivel macroscopicamente favorecendo o
rastreamento das possiveis causas das lesdes. Os resultados demonstraram
associagao entre a deteccdo de H. suis e a presenca de Ulceras. Para ambos os
micro-organismos se observou associacao entre a gravidade das lesbes e a
presenca das bactérias. Nao foi observada diferenca entre detec¢cao de micro-

organismos pela gPCR ou coloragéo por prata.

PALAVRAS-CHAVE: Ulceras; estdbmagos suinos; pars oesophagea; lesbes

estomacais; suinocultura.
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FERRASSO, M. M. Study of the participation of Fusobacterium necrophorum and
Helicobacter suis in the gastric swine ulcer etiopathogeny. Botucatu, 2019. 53p.
Tese. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Swine production is one of the main activities of the Brazilian agribusiness and
because of that losses must be avoided in order to satisfy the industry and animal
welfare. The appearance of gastroesophageal ulcers in swine causes loss to the
producer and can lead to animal’s death. The aim of the present study was to
verify the participation of Fusobacterium necrophorum and Helicobacter suis as
etiological agents of ulcers in swine. Macroscopic and microscopic evaluation of
the lesions was performed, gPCR for bacterial diagnose and microorganism
visualization in histology slides stained with silver from swine with and without
ulcers was also performed. In total, 126 stomachs were evaluated, 63 healthy
and 63 with ulcer. The DNA extracted from the tissue fragment of the region pars
oesophagea was used for qPCR. DNA of F. necrophorum was detected in six
(4.8%) stomachs and H. suis in 16 (12.7%). Results demonstrated that there was
statistical difference as to the macroscopic and microscopic lesions classification.
Data pointed to an association between H. suis detection and ulcer presence. An
association between gravity of the lesions and the presence of bacteria was
observed to both microorganisms. The macroscopic classification of the
stomachs lesions serves as a form of screening in order to demonstrate the
health conditions of the slaughtered animals. Histopathology can demonstrate
the inflammatory process from its onset, when the lesion is not yet visible
macroscopically favoring the tracking of the possible causes of the lesions. No
difference between microorganism detection by gPCR and silver staining was
observed. Both silver staining and qPCR can verify the presence of these
microorganisms on the tissue analyzed, however, with gPCR there is precision

of genus or species.

KEY WORDS: ulcers; swine stomach; pars oesophagea; stomach lesions; swine

production.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A suinocultura brasileira € composta por diferentes arranjos produtivos
entre o produtor e a empresa de processamento. Na regido Sul, a maioria dos
produtores sao pequenos suinocultores integrados ou cooperados,
especializados em determinada etapa da producéo. Na regido Sudeste, o maior
namero de produtores é independente e com producédo de ciclo completo. A
regido Centro-Oeste apresenta 50% dos criadores integrados as agroindustrias

e nas regides Norte e Nordeste independentes (ABCS, 2016).

A aplicacdo de normas e procedimentos € importante para prevencdo da
introducdo de doencas infecciosas nos locais de producao. Os principios de boa
alimentacdo, bom alojamento e boa saude, evitam situacdes de estresse e
também a permite que o suino expressar um comportamento natural, além de
melhorar resultados dos indicadores técnicos. As enfermidades sdo um dos
principais desafios da suinocultura, influenciando os resultados técnicos e
financeiros das granjas seja por altas taxas de mortalidade ou perdas em
desempenho (EMBRAPA, 2011).

A visualizacdo de Ulceras gastricas em animais abatidos ou até mesmo
ocasionando seu Obito € uma preocupacdo na suinocultura. Sabe-se que a
etiologia dessas lesbes é multifatorial, incluindo fatores infecciosos,
granulometria da racéo, manejo nutricional, praticas de manejo inadequado entre
outros (SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007; GELBERG, 2013). Dessa
maneira, os fatores que influenciam o aparecimento dessas lesfes, sejam
infecciosos ou ndo, e as medidas preventivas precisam ser elaboradas para

garantir o bem-estar dos animais e a lucratividade da atividade para o produtor.

O Laboratorio de Virologia da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP) foi procurado por um Médico Veterinario, pois animais de granjas
a que prestava servico apresentavam alto indice de mortalidade na fase de
terminagdo. A necropsia, Ulceras foram observadas como provavel causa mortis.

A racdo e o manejo do local foram analisados e ndo foram encontradas
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anormalidades. Ja no abatedouro, ao realizar-se a inspecdao do interior do

estdbmago foram visualizadas Ulceras em grande proporgcédo dos animais.

A partir do relato feito pelo Médico Veterinario, amostras de tecido
ulcerado foram encaminhadas para analise ao Laboratério, onde foram
submetidas a andlise de microbioma utilizando sequenciamento de Ultima
geracao, na plataforma lllumina. Apds analise utilizando o software Geneious 8,
0s resultados demonstraram uma alta proporcdo de membros dos géneros
bacterianos Fusobacterium e Helicobacter. Em outra andlise, utilizando o
Software CLC Genomics, foi observado que se tratava das espécies
Fusobacterim necrophorum e Helicobacter suis. Dessa maneira, foi proposto um
estudo para pesquisa de Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis em

estbmagos suinos com os seguintes objetivos:

- Avaliar macroscopicamente e microscopicamente o grau de lesdo dos

estdbmagos coletados.

- Avaliar histologicamente a presenca de bactérias através da coloracao

de prata.

- Padronizar a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa
em tempo real (QPCR) e aplica-la para o diagnostico de F. necrophorum e H.

Suis.

- Relacionar a presenca de Fusobacterium necrophorum e H. suis com

gravidade das Ulceras gastricas.

REVISAO DE LITERATURA

Suinocultura

7

A producdo de suinos no Brasil é, majoritariamente, através de
confinamento e adota como modelo de producgéo a integracéo entre produtores
e industria. As industrias e as granjas seguem 0s protocolos sanitarios, dentro

dos padrdes estabelecidos pelo Codex Alimentarius (Organizacdo das Nacodes
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Unidas para Alimentacdo e Agricultura) e de acordo com as normas de bem-
estar animal (ABPA, 2017b). Os animais em fase de terminacdo em granjas
produtoras sdo enviados ao abatedouro com aproximadamente 150 dias de vida
e pesam em torno de 100 kg (EMBRAPA, 2003). As industrias também contam
com Servico de Inspecdo Oficial seja Federal, Estadual ou Municipal, para

garantir que os alimentos que chegam a mesa do consumidor sejam seguros.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), no
ano de 2017, foram abatidos 43,19 milhdes de suinos no Brasil, produzindo 3,81
milhdes de toneladas de carne. Em 2017, foram exportadas 592.614 toneladas
de carne e Russia, Hong e China foram os principais destinos. O consumo per
capita de carne suina no Brasil foi de 14,7 kg conforme relatorio da Associacéo
Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2018). Tendo em vista que esta é uma das
principais atividades econdmicas do agronegocio, perdas devem ser evitadas a

fim de satisfazer aos interesses da indlstria e o bem-estar dos animais.

Anatomia do estdmago suino

O estdmago é um 6rgao do sistema digestorio e situa-se entre o es6fago
e o intestino delgado. A entrada géastrica denomina-se céardia e a saida piloro,
sendo a musculatura dessas estruturas esfinctérica. O estbmago dos suinos é
classificado como unicavitario composto porque possui regides distintas com
mucosa glandular e aglandular (KONIG, SAUTET e LIEBICH, 2006) (Figura 1).
A regido aglandular compreende a regiédo esofagica, enquanto a céardica, o fundo
e o piloro sdo areas glandulares. As Ulceras ocorrem principalmente na regiao
esofagiana (DEROUCHEY, 2009) (Figura 2).
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G

A — Diverticulo ventricular; B — Regido esofagica; C - Curvatura menor; D — Piloro; E — Regido de
glandulas pildricas; F — Regido de glandulas fandicas ou préprias; G — Curvatura maior; H —
Regido de glandulas cérdicas.

FIGURA 1. Desenho mostrando as regides glandular e aglandular de estémagos de
suinos (adaptado de KONIG, SAUTET e LIEBICH, 2006).

Regido aglandular

Regido de

glandulas cardicas Regido glandular

FIGURA 2. Regibes do estdbmago suino.

As células parietais da mucosa gastrica secretam acido cloridrico (HCI) e
as células principais, pepsinogénio. As glandulas da regido pil6rica secretam
muco e pepsinogénio principalmente. Nos suinos, a mucosa cardica secreta
muco e bicarbonato (ARGENZIO, 2006).

A regido aglandular do estbmago do suino é uma area pequena
guadrangular a retangular, composta por epitélio escamoso estratificado que

circunda a abertura esofagica, sendo uma protrusdo da mucosa esofagiana
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(Figura 2). Essa regido ndo produz muco, o que a deixa desprotegida dos efeitos
da acidez e acao enzimatica do conteudo estomacal, sendo também conhecida
como pars oesophagea (GELBERG, 2013; SOBESTIANSKY e KIECKHOFER,
2007; ARGENZIO, 2006).

Ulceras gastricas em suinos

O aparecimento de Ulceras na regido gastroesofdgica ocorre
exclusivamente em suinos e mais comumente em suinos criados em
confinamento (GELBERG, 2013). A etiologia dessa leséo € multifatorial podendo
ser relacionada ao estresse do confinamento, manejo alimentar, granulometria e
peletizacdo da racdo, causas infecciosas e lesbes locais entre outros
(SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007; GELBERG, 2013). A granulometria
da racdo, a composicao e a baixa concentracao de fibras parecem desequilibrar
o gradiente de acidez entre a regido do pars oesophagea e o piloro, aumentando
a fluidez do alimento no estémago suino (FRIENDSHIP, 1999).

A patogenia das lesGes ainda ndo esta completamente elucidada, no
entanto, ocorre na maioria dos casos na regido do quadrilatero esofagico, uma
area anatomicamente aglandular e que, por ndo produzir muco, a torna
desprotegida frente a acdo do pH acido e de enzimas existentes no estbmago
(SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2012). Acredita-se que o contato constante
da secrecao gastrica na regido aglandular resulte em hiperplasia das células
epiteliais, espessamento e queratinizagdo do tecido, resultando na
paraqueratose e por consequéncia fadiga e ruptura das juncdes intercelulares
das células epiteliais, permitindo a infiltracdo do suco gastrico nas camadas mais
profundas dos tecidos. Primeiramente, visualizam-se erosdes que
posteriormente podem atingir as camadas internas (lamina prépria, muscular da
mucosa e submucosa), resultando nas ulceracdes. As consequéncias podem ser
graves, como hemorragias, perfuracdo da parede do estdbmago e morte,
deixando cicatrizes na regido ou até mesmo substituicdo por tecido glandular
(SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007).

As Ulceras géastricas em suinos sdo um problema na suinocultura em todo

o0 mundo, havendo relatos em diferentes continentes e a incidéncia é variavel,
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devido principalmente, as diferencas de manejo e alimentacdo (RADOSTITS,
2010). O aparecimento das lesdes é rapido (FRIENDSHIP,1999). A incidéncia
da doenca clinica é baixa, mas quando ocorre hemorragia, a taxa de mortalidade
¢ alta, sendo essa a maior relacdo com as perdas econdmicas. Ainda ndo se tem
um consenso sobre a influéncia das lesdes no crescimento dos animais. Caso a
morte do animal tenha decorrido em funcéo da Ulcera, a carcaca pode ficar palida

e haver presenca de sangue no estdmago e intestinos (RADOSTITS, 2010).

No Brasil, um estudo conduzido por Carvalho e colaboradores em 1999
avaliou a frequéncia de lesdes gastricas em suinos destinados ao abate na
regido de Ribeirdo Preto - SP, os autores observaram que dos 1085 estbmagos
analisados, 694 (64%) estdbmagos possuiam algum tipo de lesdo observada
macroscopicamente. Dalla Costa e colaboradores (2006) os autores observaram
que 52,9% dos estdbmagos avaliados possuiam lesGes pré-ulcerativas ou
Ulceras, sendo 47,1% dos animais com mucosa gastroesofagica normal, 41,9%
com paragueratose, 10,5% lesdo gastroesofagica escore dois e 0,5% escore
trés. Dalla Costa e colaboradores (2008) também no Brasil, ao acompanharem
192 fémeas oriundas de duas granjas (96 por granja), concluiram que o tempo
de jejum dos suinos na granja ndo influencia o aparecimento de lesdes
gastroesofagicas, nesse caso 0 numero de lesdes foi considerado baixo
(14,97%), sendo que; 13,90% (26 suinos) apresentaram escore de Ulcera um e
1,09% (dois suinos) apresentaram Ulcera com escore dois. A prevaléncia de
animais sem leséo foi de 48,13% e com paraqueratose de 36,90%.

Swaby e Gregory (2012) avaliaram 9.827 estdmagos suinos em um
abatedouro na Inglaterra e concluiram que 80% dessas amostras possuiam
lesbes ulcerativas ou pré-ulcerativas. No continente africano, em Gana a
prevaléncia de 17,3% (13/75) de ulceras gastricas em suinos oriundos de um
abatedouro, foi registrada por Laryea e colaboradores (2016). Ja em Ruanda,
Mushonga e colaboradores (2017) ao analisarem estdmagos de diferentes

abatedouros, determinaram a prevaléncia de 12,86% (648/5040).
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Fusobacterium necrophorum

Fusobacterium sdo micro-organismos fusiformes Gram-negativos
anaerobicos que podem ser encontrados na cavidade oral, nos tratos genital,
gatrointestinal e respiratorio superior de seres humanos e animais, podendo ser
isolados de hospedeiros sadios (MARTINEZ e UZEDA, 2004; NAGARAJA,
2016). Em animais, as infec¢cdes causadas por fusobactérias sdo endogenas,
geralmente exercem efeitos patogénicos quando as barreiras anatbmicas sao
violadas, permitindo a invasédo de tecidos subjacentes, sendo considerados
micro-organismos oportunistas. A maioria das infecgcbes que os envolvem é
mista, com bactérias que agem sinergeticamente agravando lesdes (TAN,
NAGARAJA e CHENGAPPA, 1996; QUINN et al., 2001; NAGARAJA, 2016).

O filo Fusobacteria € um dos cinco encontrados em estbmagos humanos
em um estudo realizado por Bik e colaboradores (2005). Lowe e colaboradores
(2001) avaliaram tonsilas de suinos de duas granjas com bom estado sanitario
e sem terem tido enfermidades respiratorias recentes e detectaram bactérias do

género Fusobacterium, incluindo F. necrophorum.

Ainda ndo existem relatos da participagdo do F. necrophorum na
etiopatogenia de Ulceras gastricas em suinos e acredita-se que a prevaléncia de
infeccdes por esse patdgeno seja subestimada (NAGARAJA, 2016). Também
ndo ha descricdo de associacdo desta com o Helicobacter suis. Em um estudo
realizado por Andersen, Ganeshkumar e Kolenbrander (1998) foi testada a
capacidade de Helicobacter pylori aderir a diversas espécies de Fusobacterium;
a adesao ocorreu em espécies oriundas de placa dental humana e ndo das
demais, 0 que sugere a capacidade de Helicobacter pylori sobreviver em outro
ambiente que nao o estbmago e a capacidade desses dois géneros interagirem.
De Witte e colaboradores (2017), na Bélgica, isolaram bactérias do género
Fusobacterium do estbmago de suinos e sugeriram uma nova espécie para esse

género: Fusobacterium gastrosuis.

A bactéria F. necrophorum esta ligada a diversas doencas, sempre em
associagao a outros micro-organismos, como abscessos hepéticos e footrot em

bovinos (associado a Arcanobacterium pyogenes), necrobacilose em bovinos
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(associado a Bacterioides melaninogenicus), rinite necrética em suinos
(associado a outros micro-organismos anaerobicos), dermatite interdigital em
ovinos ou footrot (associado a Dichelobacter nodosus), disenteria em suinos (em
associacdo com Brachyspira hyodysenteriae e Bacterioides vulgatus), entre
outros (QUINN et al., 2001; GELBERG, 2013; HARGIS e GINN, 2013). A sinergia
entre as bactérias causadoras do footrot ocorre porque D. nodosus libera
proteases e fatores de crescimento, faciltando a penetragdo pelos micro-
organismos na pele e multiplicagdo bacteriana, sendo F. necrophorum é
responsavel pela necrose e inflamacdo (HARGIS e GINN, 2013). Em 1998,
Ramos-Vara e colaboradores, reportaram estomatite necrosante em trés leitoas,
possivelmente  associada a outras bactérias como  Prevotella,
Peptostreptococcus anaerobius, Corynebacterium, Pseudomonas,
Streptococcus e Pasteurella haemolytica. A estomatite necrosante é o
agravamento das demais estomatites e sdo as toxinas produzidas por F.
necrophorum as responsaveis pela piora das lesées (GELBERG, 2013). Zhou,
Dobbinson e Hickford (2010) na Nova Zelandia analisaram cascos de seis suinos
gue apresentavam claudicacao e verificaram a presenca de duas variantes de F.
necrophorum; no entanto, ndo observaram a presenca de Dichelobacter
nodosus, o micro-organismo responsavel pelo footrot, sendo assim, os autores
sugeriram que a claudicagdo néo foi causada por footrot e sim por algum outro

agente ou fator.

Helicobacter suis

O género Helicobacter é constituido de bacilos Gram-negativos curvos ou
helicoidais, ndo formam esporos, sdo moveis por flagelacdo lofotriquia e sé&o
microaerofilos (FERNANDEZ, 2004). Helicobacter suis apresenta a morfologia
de um espiral firmemente enrolado (JACOB, 2016). A principal espécie de
Helicobacter que coloniza estdbmagos de suinos é H. suis (HAESEBROUCK et
al., 2009). A transmissdo desse género bacteriano pode ser oral-oral ou oral-
fecal (JACOB, 2016). Suinos com doenca gastrica tém alta prevaléncia de H.
suis, associada a Ulceras gastricas localizadas principalmente na regiédo
paraesofagica (FOX, 2004), com lesBes macroscopicas que apresentam
hiperqueratose, coloracdo amarelada e Ulceras crénicas (QUEIROZ et al. 1996).
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Estudos apontam que a prevaléncia desse micro-organismo em suinos abatidos
pode ser maior de 60% (JACOB, 2016).

Queiroz e colaboradores (1996), em um estudo no Brasil mostraram que
a presenca de Helicobacter em estdbmagos de suinos com les6es macroscoépicas
€ mais comum do que em estdbmagos higidos. Bracarense e colaboradores
(2013) confirmaram presenca de Helicobacter spp. em 47 dos 67 (70%)

estdbmagos de animais sadios amostrados em um abatedouro no Brasil.

Grasso e colaboradores (1999) na Italia analisaram 85 estbmagos em um
frigorifico; desses, 62 apresentaram gastrite e, em oito desses 62, houve
presenca de Helicobacter. Em nenhum dos estdmagos sem gastrite foi
observado o micro-organismo, dessa forma os autores sugerem a relagéo da
presenca do género bacteriano com as lesdes. O estudo realizado por Park e
Park (2003) com camundongos experimentalmente infectados por Helicobacter,
também demonstrou associacdo entre a infecgdo dos animais com a presenca
de gastrite. Em 2008, Baele e colaboradores isolaram através de cultivo
microbioldgico, H. suis em trés de cinco amostras de estbmago coletadas de
leitoas em um abatedouro na Bélgica. Um estudo realizado através da infeccéo
experimental de suinos pelo H. suis por De Bruyne e colaboradores (2012) na
Bélgica, mostrou que além de causar as Ulceras gastricas, houve também

diminuicao de cerca de 10% no ganho de peso diario desses animais.

Como H. suis € a espécie de Helicobacter ndo H. pylori mais prevalente
em seres humanos (Van den Bulck et al., 2005; Haesebrouck et al., 2009), o
estudo desse micro-organismo também é importante porque além de causar a
doenca nos animais também pode infectar o ser humano. De Cooman e
colaboradores (2013) detectaram DNA de H. suis viavel de 2/50 amostras de
carne suina vendida em supermercados. Em um estudo realizado por De
Cooman e colaboradores (2014), DNA de H. suis foi detectado em amostras de
carcacas de trés abatedouros na Bélgica, sendo 13/90 swabs de boca positivos,
9/90 swabs de cabeca positivos e 15/90 linfonodos positivos. O micro-organismo
nao foi detectado nas tonsilas palatinas e nem na agua do tanque de escaldagem

dos abatedouros. Liu e colaboradores (2014) em um estudo realizado na China,
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mostraram que humanos infectados por H. pylori podem ser coinfectados com

outras espécies do género, sendo H. suis 0 mais comum.

Diante do exposto, seguem dois artigos relacionados ao assunto
abordado até o momento: relacdo entre a classificagdo macroscopica e
microscoépica de lesBes em estbmagos suinos e a comparacado entre a detecgéo
das bactérias F. necrophorum e H. suis por gPCR e laminas impregnadas por

prata.
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CAPITULO Il

ARTIGO CIENTIFICO: a ser submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria
Brasileira (normas disponiveis em: http://www.pvb.com.br/)

Classificacdo macroscopica e microscopica de estdmagos suinos com e sem
lesdes pré-ulcerativas e ulcerativas

Marina de Mattos Ferrasso, Jodo Pessoa Aradjo Junior

RESUMO. A suinocultura é uma das principais atividades do agronegocio, por
isso perdas devem ser evitadas a fim de satisfazer a industria e o bem-estar dos
animais. O aparecimento de Ulceras gastroesofagicas em suinos causa prejuizos para
o produtor e pode levar os animais a morte. O objetivo do trabalho foi realizar a
classificacao macroscopica e microscopica de estobmagos suinos com e sem ulceras.
Foi conduzido um estudo de caso-controle em que foram avaliados 126 estomagos,
63 sadios e 63 com ulcera. Os resultados demonstraram diferenca estatistica entre
a classificacdo macroscdpica e microscopica. Ao serem analisados os 126 estbmagos
de suinos abatidos sob o Servico de Inspecdo Federal, a classificacdo macroscopica
dos estomagos foi de: dois (1,6%) para escore 0; 61 (48,4%) para escore 1; 15
(11,9%) para escore 2; 23 (18,3%) para escore 3 e 25 (19,8%) para escore 4. Na
microscopia, 113/126 estdbmagos possuiam foliculos linfoides, 121/126 infiltrado
inflamatoério; 120/126 presenca de linfocitos; 108/126 macréfagos; 80/126
vacuolizacdo da camada muscular; 64/126 hiperqueratose e 11/126 ulceras.
Mesmo a classificacdo microscopica sendo mais precisa, a classificagdao
macroscépica é importante, pois é através dela que ha a possibilidade em realizar
uma rapida andlise das condigdes de saude dos animais e a partir disso avaliar as
condi¢des a que sdo submetidos e tipo de alimentacao que recebem.

TERMOS DE INDEXACAO: LesOes estomacais; suinocultura; ulceras; pars
oesophagea; histopatologia; estdbmagos suinos.

INTRODUCAO

A aplicacdo de normas e procedimentos é importante para prevencdo da
introducao de doencas infecciosas nos locais de produgao. Os principios de boa
alimentacdo, bom alojamento e boa satde, evitam situa¢des de estresse e também a
permite que o suino expressar um comportamento natural, além de melhorar
resultados dos indicadores técnicos. As enfermidades sdao um dos principais
desafios da suinocultura, influenciando os resultados técnicos e financeiros das
granjas seja por altas taxas de mortalidade ou perdas em desempenho (EMBRAPA,
2011).

O aparecimento de ulceras na regido gastroesofagica ocorre exclusivamente
em suinos e mais comumente em suinos criados em confinamento (GELBERG,
2013). A etiologia dessa lesao é multifatorial podendo ser relacionada ao estresse
do confinamento, manejo alimentar, granulometria e peletizacdo da ragdo, causas



24

infecciosas e lesdes locais entre outros (SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007;
GELBERG, 2013). As tlceras gastricas em suinos sao um problema na suinocultura
em todo o mundo, havendo relatos em diferentes continentes e a incidéncia é
variavel, devido principalmente, as diferencas de manejo e alimentagdo
(RADOSTITS, 2010). O aparecimento das lesdes é rapido (FRIENDSHIP,1999), a
incidéncia da doenca clinica é baixa, mas quando ocorre hemorragia, a taxa de
mortalidade é alta sendo essa a maior relacdo com as perdas econémicas. Ainda ndo
se tem um consenso sobre a influéncia das lesdes no crescimento dos animais
(RADOSTITS, 2010); no entanto, Sobestiansky e Barcellos (2007) sugerem que as
lesdes mais graves podem causar morte subita e os mais leves perdas no ganho de
peso e refugagem. Caso a morte do animal ocorra em fung¢do da ulcera, a carcaca
pode ficar palida e haver presenca de sangue no estdmago e intestinos (RADOSTITS,
2010).

Acredita-se que o contato constante da secre¢do gastrica na regido
aglandular resulte em hiperplasia das células epiteliais, espessamento e
queratinizacdo do tecido, resultando na paraqueratose e por consequéncia fadiga e
ruptura das jungdes intercelulares das células epiteliais, permitindo a infiltragdo do
suco gastrico nas camadas mais profundas dos tecidos. Primeiramente, visualizam-
se erosoOes que posteriormente podem atingir as camadas internas (lamina propria,
muscular da mucosa e submucosa), resultando nas ulceragdes. As consequéncias
podem ser graves, como hemorragias, perfuracdo da parede do estbmago e morte,
deixando cicatrizes na regido ou até mesmo substituicdo por tecido glandular
(SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007).

O objetivo deste estudo foi classificar macroscopicamente e
microscopicamente estdbmagos suinos com ulceras e sadios.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras. Este trabalho foi aprovado sob o nimero de
protocolo 167/2015 na Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista - Botucatu/SP.

As amostras de estdbmago foram coletadas de carcacas oriundas de oito
granjas: duas do Estado de Sdo Paulo e seis do Mato Grosso do Sul em frigorificos
legalmente estabelecidos, cadastrados e inspecionados pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento. A obtencdo desse material se deu apds a
etapa de evisceracdo durante o fluxograma de abate desses animais.

No estudo de caso controle, um grupo de animais doentes (casos) e um grupo
de animais ndo doentes (controles) sdo selecionados e comparados com relagao a
presenca do fator de risco (TRHUSFIELD, 2005). Por esse motivo, a partir da
totalidade de estbmagos analisados (n=186), de oito granjas distintas, partiu-se de
um grupo de suinos acometidos por ulceras, os casos, e comparou-se a outro grupo
de suinos, que ndo apresentaram a lesdo, os controles, dentro de cada granja
individualmente, para que as condi¢des as quais esses animais foram submetidos ao
longo de sua criacdo ndo se tornassem fatores de interferéncia. Assim, a selecao dos
casos e dos controles de cada granja foi realizada separadamente para que a
propor¢ao de um caso para um controle (1:1) fosse alcanc¢ada, a exclusao foi
aleatoria para que nao houvesse qualquer interferéncia na pesquisa. Para a
classificacao dos casos, foram consideradas as amostras cujo escore macroscépico
foi maior ou igual a 2, pois € o grau em que as ulceracdes passam a ser observadas
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na mucosa gastrica. Totalizando 126 amostras, 63 casos e 63 controles. As amostras
foram doadas pelos estabelecimentos e o material encaminhado ao Laboratério de
Virologia mantido sob refrigeracao em caixas isotérmicas sendo processado em até
no maximo 48 horas apés o recebimento.

Analise macroscopica. A avaliagdo macroscépica das lesdes dos estdbmagos
analisados foi realizada conforme escore descrito por Sobestiansky, Matos e Souza
(2001), a qual estd demonstrada na Tabela 1. Essa avaliacao foi realizada por dois
ou mais pesquisadores por tratar-se de uma analise qualitativa.

TABELA 1. Escore e lesdes observados pela analise macroscdpica de estbmagos suinos.
Escore* LesOes Macroscopicas
Estdmago normal - Mucosa esofagica-gastrica com epitélio liso,

0 brilhante e sem alteragdes visiveis
1 Paraqueratose - Mucosa esofagica-gastrica com epitélio
proliferado, rugoso, sem brilho, podendo ter pequenas erosdes
2 Paraqueratose e ulceracio - Mucosa esofagica-gastrica com
paraqueratose e ulceracao menor que 33%
Paraqueratose e ulceragdo - Mucosa esofagica-gastrica com
3 ~
paraqueratose e ulceracao entre 34% e 65%
4 Paraqueratose e ulceracio - Mucosa esofagica-gastrica com

paraqueratose e ulceragdo entre 66% e 100%
*Classificacdo segundo SOBESTIANSKY, MATOS e SOUZA, 2001

Analise histopatolégica. Para a confeccdo das laminas, os fragmentos de
tecido foram fixados em solu¢do de formalina tamponada a 10% por 24h e
posteriormente acondicionados em alcool 70% até o encaminhamento para o
Laboratorio de Histologia da Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex - Faculdade
de Medicina de Botucatu - Unesp de Botucatu/SP) para confec¢do das laminas e
coloracao de hematoxilina eosina. As lesdes histopatolégicas dos estomagos foram
avaliadas e classificadas segundo escore descrito por Park e colaboradores (2000),
conforme descrito na Tabela 2.

TABELA 2. Escore e lesdes de tecido gastrico de suinos observados pela andlise
histopatolégica.

Escore* LesoOes Histologicas
0 Sem infiltracdo de células inflamatoérias
1 Infiltracdo leve de linfocitos, plasmacitos e alguns eosinéfilos
2 Infiltragdo moderadamente densa de linfécitos e plasmdcitos,

mas nao de foliculos linfoides

Infiltragdo moderadamente densa de linfocitos e plasmocitos e
presenca de foliculos linfoides

Infiltracdo muito densa de linfdcitos e plasmdcitos e presenca de
foliculos linfoides
* Classificacdo segundo PARK et al. 2000

3

4

Analise dos resultados. O trabalho foi conduzido como um estudo de caso-
controle. Para a andlise dos resultados foi utilizado Chi-quadrado do software
Statistica v.10 (StatSoft 2011) e os resultados foram considerados significativos
quando p<0,05.
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RESULTADOS

Por tratar-se de um estudo de caso-controle, 63 estomagos foram
classificados como com lesdo (escore maior ou igual a 2) que sao lesdes de ulceracao
discreta ou inicial até lesdes mais graves e 63 foram classificados como sem lesdo
(escore 0 ou 1) quando a mucosa do estbmago nao apresentou alteracdo ou apenas
apresentou paraqueratose. Os fragmentos dos estdmagos classificados
macroscopicamente foram submetidos a analise histopatolégica sendo classificados
quanto ao tipo celular presente e grau de lesdo. O nimero de amostras por escore
macroscépico e microscépico estd representado na Tabela 3.

TABELA 3. Classificagdo macroscopica e microscopica do grau de lesdo dos estomagos
suinos.

Escore microscaépico

Escore macroscopico

0 1 2 3 4 Sem limina Total
0 0 0 0 1 1 0 2
1 1 0 2 33 24 1 61
2 0 2 0 12 1 0 15
3 2 1 0 14 6 0 23
4 1 2 0 12 9 1 25
Total 4 5 2 72 41 2 126

*Ndao foi possivel a leitura de duas laminas pela auséncia de material.

Ao ser realizada a comparacao para verificar a existéncia de diferenca entre
a graduacdo macroscopica e microscopica o teste estatistico de Chi-quadrado
demonstrou que ndo houve diferenca estatistica significativa (p=0,9972) entre os
testes macroscépico e microscépico.
Ao serem comparadas as classificagdes macroscopica e microscopica, pode-
se perceber, no entanto, que houve diferenca estatistica (p<0,05) dos escores entre
as técnicas, conforme Grafico 1.
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GRAFICO 1. Anélise total de escores de estdbmagos suinos por macroscopia e microscopia.

Assim, é possivel perceber que ndo houve relacio com a classificagdo
macroscépica e microscépica, ou seja, o escore macroscopico ndo foi o mesmo que
0 microscépico.

Ao serem analisados os 126 estdomagos, a classificacdo macroscépica dos
estdmagos foi de: dois (1,6%) para escore 0; 61 (48,4%) para escore 1; 15 (11,9%)
paraescore 2; 23 (18,3%) para escore 3 e 25 (19,8%) para escore 4 (Tabela 3). Como
esse foi um estudo de caso-controle nao se pode inferir valores como prevaléncia e
incidéncia.

Ja ao serem analisadas as laminas de histopatologia os resultados foram de
quatro amostras (3,2%) escore 0; cinco (4%) escore 1; dois (1,6%) escore 2; 72
(58,1%) escore 3 e 41 (33,1%) escore 4, ndo foi possivel realizar a leitura de duas
laminas (Tabela 3).

DISCUSSAO

A patogenia das lesdes ainda ndo estd completamente elucidada; no entanto,
ocorre na maioria dos casos na regido do quadrilatero esofagico, uma area
anatomicamente aglandular e que, por ndo produzir muco, a torna desprotegida
frente a acdo do pH acido e de enzimas existentes no estdomago (SOBESTIANSKY e
KIECKHOFER, 2012). Os estdbmagos analisados foram classificados conforme o grau
de lesdo macroscépica naregido do quadrilatero esofagico, sendo que apenas quatro
de todos os 186, apresentaram a regido preservada. Acredita-se que o contato
constante da secrecdo gastrica na regido aglandular resulte em hiperplasia das
células epiteliais, espessamento e queratinizacdo do tecido, resultando na
paraqueratose e por consequéncia fadiga e ruptura das juncdes intercelulares das
células epiteliais, permitindo a infiltracdo do suco gastrico nas camadas mais
profundas dos tecidos. Primeiramente, visualizam-se erosdes que posteriormente
podem atingir as camadas internas (lamina prépria, muscular da mucosa e
submucosa), resultando nas ulceragdes. As consequéncias podem ser graves, como
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hemorragias, perfuracdo da parede do estobmago e morte, deixando cicatrizes na
regido ou até mesmo substituicdo por tecido glandular (SOBESTIANSKY e
KIECKHOFER, 2007).

No Brasil, um estudo conduzido por Carvalho e colaboradores em 1999 em
que foi avaliada a frequéncia de lesdes gastricas em suinos destinados ao abate na
regido de Ribeirdao Preto - SP, os autores observaram que dos 1085 estdomagos
analisados, 694 (64%) estdbmagos possuiam algum tipo de lesdo observada
macroscopicamente, esses autores classificaram as lesdes em paraqueratose,
erosoes, ulceracbes da mucosa gastrica e suas combinacdes. Dalla Costa e
colaboradores (2006) os autores observaram que 52,9% dos estomagos avaliados
possuiam lesdes pré-ulcerativas ou ulceras, sendo 47,1% dos animais com mucosa
gastroesofagica normal, 41,9% com paraqueratose, 10,5% lesdo gastroesofagica
escore dois e 0,5% escore trés. Em outro trabalho realizado por Dalla Costa e
colaboradores (2008) também no Brasil, ao acompanharem 192 fémeas oriundas de
duas granjas (96 por granja), nesse caso o numero de lesdes foi considerado baixo
(14,97%), sendo que; 13,90% (26 suinos) apresentaram escore de ulcera um e
1,09% (dois suinos) apresentaram dlcera com escore dois. A prevaléncia de animais
sem lesdo foi de 48,13% e com paraqueratose de 36,90%. Vogt e colaboradores
(2008) ao classificarem as lesdes de 20.792 estdmagos de suinos abatidos em
frigorifico no Rio Grande do Sul obtiveram 18.657 (89,7%) estomagos com algum
grau de lesdo, sendo 10,3% de grau 0, 12.148 (58,4%) de grau 1; 5.145 (24,7%) de
grau 2; 1.004 (4,8%) de grau 3 e 368 (1,8%) de grau 4. Na Inglaterra, Swaby e
Gregory (2012) acompanharam o abate de 9.827 suinos e classificaram as lesdes
gastricas em 4 graus, 0 sem lesao, 1 lesdo leve, 2 lesdo média e 3 lesdo severa, esses
autores observaram 20,4% estomagos de escore 0; 49,2% de escore 1; 23,9% de
grau 2 e 6,4% de grau 3. Em um estudo conduzido em Gana, por Laryeae e
colaboradores (2016) em que 75 estomagos foram avaliados e as lesdes
classificadas de 1 a 5 (1 hiperqueratose leve, 2 hiperqueratose severa, 3 erosao, 4
lesdo na mucosa e 5 udlcera) os resultados obtidos foram de 3/75 grau 1; 5/75 grau
2; 2/75 grau 3; 0/75 grau 4 e 3/75 grau 5. Herskin e colaboradores (2016)
submeteram 15 grupos de suinos a um ensaio clinico, divididos em 3 animais por
baia, totalizando 45 suinos. Os autores proveram palha em diferentes quantidades
por dia como fator de enriquecimento ambiental para avaliar as lesGes gastricas
depois de eutanasiar esses animais, e concluiram que 67% dos animais
apresentaram lesdes gastricas, no entanto, nos animais que tiveram acesso
permanente a palha, a severidade foi menor, fato importante para a satide e bem-
estar desses animais. Gottardo e colaboradores (2017) na Itélia, avaliaram 22551
estdbmagos suinos, classificando-os em escores, sendo: 0 (saudavel), 1
(hiperqueratose), 2 (erosao e/ou ulcera média) e 3 (dlcera severa), eles obtiveram
como resultado 3786 (16,8%) escore 0, 14086 (62,5%) escore 1, 3746 (16,6%)
escore 2 € 933 (4,1%) de escore 3.

O estdbmago normal ndo contém foliculos linfoides, no entanto, esta presente
em pacientes com gastrite cronica associada com H. pylori (Torres et al., 2000). Dos
estdmagos avaliados, 113 (91,2%) possuiam foliculos linfoides, o que pode sugerir
presenca bacteriana, o que se assemelha ao encontrado por Yamasaki e
colaboradores (2009) que ao avaliarem 67 estdomagos no Brasil, detectaram
foliculos linfoides em 80,5% (54) das amostras.

Segundo Abbas, Lichtman e Pillai (2015) a inflamag¢do aguda, que pode se
desenvolver em minutos a horas e durar por dias, é a principal maneira como o
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sistema imune reage as infeccdes e lesbes teciduais, através do acumulo de
leucdcitos, proteinas plasmaticas e fluido derivado do sangue em tecido
extravascular, local de infec¢do ou lesdo. Esses componentes sanguineos sdo
recrutados para os locais, onde realizam fun¢des como combate aos micro-
organismos e inicio do reparo do tecido danificado. A inflamac¢do cronica é um
processo que demora mais do que aguda caso a infec¢do ndo seja eliminada ou se a
lesdo tecidual for prolongada. Normalmente, envolve o recrutamento e ativacdo de
mondcitos e linfocitos. Os locais de inflamacgao cronica frequentemente passam por
remodelamento tecidual, com angiogénese e fibrose. Conforme Kumar, Abbas e
Aster (2013) nas ulceragdes coexistem inflamag¢des aguda e cronica, onde durante
no estagio agudo, ha infiltracao polimorfonuclear intensa e dilatacdo vascular nas
margens do defeito. Com a cronicidade, as margens e a base da dlcera desenvolvem
cicatrizacdo, com acumulo de linfécitos, macréfagos e plasmocitos. Neste trabalho,
além dos foliculos linfoides, as lesdes mais encontradas nas amostras avaliadas
nesse estudo foram: infiltrado inflamatério (121); presenca de linfécitos (120);
macrofagos (108); vacuolizagdo da camada muscular (80); hiperqueratose (64) e
ulceras (11).

Park e colaboradores (2000) ao avaliarem estdmagos de 50 suinos na Coreia,
visualizaram hiperqueratose em 10 amostras. No presente trabalho a metodologia
utilizada para a classificagdo dos escores foi a mesma utilizada por esses autores que
fizeram uma média dos escores encontrados e foi de 2,86 + 0,09; ja neste estudo,
48/126 foram classificadas conforme os escores mais graves, 3 e 4. Da Silva, Santos
e Barbosa (2001) avaliaram estdomagos de 64 suinos e classificaram esses
estdmagos em com Ulcera e sem Ulcera. Desses 64, 13 (20,31%) apresentaram lesdo
macroscépica e 51 (79,59%) nao. Os autores realizaram quatro cortes histolégicos
por estdmago e a analise dos 256 cortes histologicos mostrou que 98 (38,28%) casos
exibiam altera¢des histoldgicas indicativas de gastrite, em diferentes graus, sendo
que 55 (21 ,48%) casos pertenciam ao grupo de suinos portadores de ulcera
gastrica, enquanto os 43 (16,80%) casos restantes, aos suinos controles. Os autores
ainda concluiram que as reagdes inflamatérias foram mais frequentes em
fragmentos da mucosa cardica. Para Yamasaki e colaboradores (2009) as alteracdes
histolégicas mais frequentes foram a degeneracgdo epitelial e o alongamento de
papilas, identificadas em 56 (83,5%) amostras analisadas; paraqueratose em 52
(77,6%) e hiperplasia epitelial em 41 (61,1%). As erosdes de epitélio foram
verificadas em 40 (59,7%) amostras, enquanto a ulcera¢do do pars esophagea foi
identificada em 12 (17,9%), 50 amostras apresentaram algum grau de infiltrado
inflamatério misto ou mononuclear. Neste trabalho, infiltrado inflamatério foi
observado em 121/126 amostras e tlceras em 11/126 amostras.

Segundo Krauss et al. (2018), a classificacao através das duas técnicas,
macroscépica e microscopica, prové informagdes complementares sobre a satde
gastrica dos animais, pois enquanto a gravidade das lesGes macroscopicas pode ser
classificada através de escores, a profundidade das erosdes e as alteragdes recentes
podem ser visualizadas através da técnica de histopatologia. Mesmo a classificacdo
por escores levando em consideracdo a observacdo de diferentes estruturas, pode
ser observado que tanto no presente trabalho, quanto no citado, os escores com
maior graduacao foram os mais frequentes.

Pode ser percebido por meio da literatura que ha diversas formas de
classificacdo da gravidade das lesdes, mas que de maneira geral classificam os
estdmagos em sem lesdo, lesdes moderadas e graves, sendo que os escores de graus
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3 e 4 sao os mais graves e podem causar morte subita em suinos nas granjas, e 0s
mais leves (1 e 2) perdas no ganho de peso e refugagem (SOBESTIANSKY e
BARCELLOS, 2007). Gottardo e colaboradores (2017) citaram que o uso profilatico
de medicamentos antiparasitarios, direcionados ao tratamento de nematdédeos
gastrointestinais e fatores relacionados ao bem-estar animal, como tipo de piso,
enriquecimento ambiental e auséncia de mistura de animais diminuem o risco dos
animais desenvolverem lesdes gastricas. Por se tratarem de lesdes de causas
multifatoriais, o cuidado com a alimentagdo, estresse e instalacdes em que esses
animais recebem e a que sdo submetidos devem ser avaliados e observados
constantemente, a fim de que ndo ocorra atraso no desenvolvimento dos animais ou
nos casos mais severos, sua morte.

CONCLUSAO

Por meio deste trabalho foi possivel concluir que houve diferen¢a quanto a
classificacao de lesbes macroscopicamente e microscopicamente. Esse resultado
possivelmente se deve ao fato de a analise macroscopica ser uma analise subjetiva,
mesmo utilizando graduacdo por escores. A andlise microscépica é mais precisa,
pois avalia as células presentes na inflamacao. Essa andlise pode mostrar um
agravamento da lesdo antes que ela seja visualizada na mucosa gastrica. Mesmo a
classificacdo microscépica sendo mais precisa, a classificacdo macroscépica é
importante, pois é através dela que ha a possibilidade em realizar uma rapida
analise das condicoes de saide dos animais e a partir disso avaliar as condi¢des a
que sdo submetidos e tipo de alimentacdo de recebem.
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Detecc¢ao de Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis em lesoes de
estdmagos de suinos

Marina de Mattos Ferrasso, Tais Fukuta da Cruz, Marianna Vaz Rodrigues, Joao
Pessoa Araujo Junior

RESUMO. A suinocultura é uma das principais atividades do agronegocio, por isso
perdas devem ser evitadas a fim de satisfazer a indudstria e o bem-estar dos animais.
O aparecimento de ulceras gastroesofagicas em suinos causa prejuizos para o
produtor e pode levar os animais a morte. O objetivo do trabalho foi verificar a
participacao de Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis como agentes
etioldgicos das ulceras nos suinos. Foi realizada avaliacdo macroscépica das lesdes,
padronizacdo de qPCR para diagndstico bacteriano e visualizacdo de micro-
organismos em laminas de histologia coradas por prata em estdmagos de suinos
com e sem ulceras. Foram avaliados 126 estomagos, 63 sadios e 63 com ulcera. DNA
extraido de fragmento de tecido da regido do pars oesophagea foi utilizado para a
analise por gPCR. Os dados apontaram uma associa¢do entre a deteccdo de H. suis e
a presenca de ulceras. Para ambos os micro-organismos se observou associagao
entre a gravidade das lesOes e a presenca das bactérias. Nao foi observada diferenca
entre deteccdo de micro-organismos pela qPCR ou coloragdo por prata. Tanto
coloracdo por prata quanto qPCR podem verificar a presenga desses micro-
organismos no tecido analisado, no entanto, com a qPCR ha precisdo de género ou
espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: LesOes estomacais; suinocultura; ulceras; pars
oesophagea; qPCR; histopatologia.

INTRODUCAO

O bem-estar animal garante aos animais principios de boa alimenta¢do, bom
alojamento, boa saude, evita situacdes de estresse e também a possibilidade do
suino expressar seu comportamento natural, além de melhorar resultados dos
indicadores zootécnicos. As enfermidades sdao um dos principais desafios da
suinocultura, pois influencia os resultados zootécnicos e financeiros das granjas,
seja por altas taxas de mortalidade ou perdas em desempenho. Por isso, é
importante a aplicagdo de normas e procedimentos para prevencao da introducao
de doengas infecciosas nos locais de producao (EMBRAPA, 2011).

A visualizacdo de ulceras gastricas em animais abatidos ou até mesmo seu
Obito é uma preocupacdo na suinocultura. Dessa maneira, os fatores que influenciam
o aparecimento dessas lesdes, sejam infecciosos ou ndo, e as medidas preventivas
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precisam ser investigados para garantir o bem-estar dos animais e a lucratividade
da atividade para o produtor. A etiologia dessa lesdo é multifatorial podendo ser
relacionada ao estresse do confinamento, manejo alimentar, granulometria e
peletizacdo da racdo, causas infecciosas (bactérias do género Helicobacter) e lesdes
locais entre outros (GELBERG, 2013; SOBESTIANSKY e KIECKHOFER, 2007). A
granulometria da ragdo, a composi¢do e a baixa concentracao de fibras parecem
desequilibrar o gradiente de acidez entre a regido do pars oesophagea, aumentando
a fluidez do alimento no estdmago suino (FRIENDSHIP, 1999).

O aparecimento de ulceras na regido gastroesofagica ocorre exclusivamente
em suinos e mais comumente em suinos criados em confinamento (GELBERG,
2013), que é a principal forma de criagdo de suinos no Brasil, juntamente a adogdo
de modelo de produgao a integracdo entre produtores e industria. Os animais em
fase de terminacdo em granjas produtoras sdao enviados ao abatedouro com
aproximadamente 150 dias de vida e pesam em torno de 100 kg (EMBRAPA, 2003).

As tlceras gastricas em suinos sdo um problema na suinocultura em todo o
mundo, havendo relatos em diferentes continentes e a incidéncia é variavel
(RADOSTITS, 2010). O aparecimento das lesdes é rapido (FRIENDSHIP,1999). A
incidéncia da doenga clinica é baixa, mas quando ocorre hemorragia, a taxa de
mortalidade é alta, sendo essa a maior relacdo com as perdas econémicas. Ainda ndo
se tem um consenso sobre a influéncia das lesGes no crescimento dos animais. Mas,
caso a morte do animal tenha decorrido em fungao da tulcera, a carcaca pode ficar
palida e haver presenga de sangue no estdmago e intestinos (RADOSTITS, 2010).

Suinos com doenga gastrica tém alta prevaléncia de Helicobacter suis,
associada a ulceras gastricas localizadas principalmente na regido paraesofagica
(FOX, 2004), essa é a principal espécie que coloniza estdmagos de suinos
(HAESEBROUCK et al., 2009), cuja prevaléncia é maior de 60% em suinos abatidos
(JACOB, 2016).

Ainda ndo existem relatos da participacdo do Fusobacterium necrophorum na
etiopatogenia de ulceras gastricas em suinos, no entanto, a bactéria F. necrophorum
esta ligada a diversas doengas, sempre em associacdo a outros micro-organismos,
como abscessos hepaticos e footrot em bovinos (associado a Arcanobacterium
pyogenes), necrobacilose em bovinos (associado a Bacterioides melaninogenicus),
rinite necrdtica em suinos (associado a outros micro-organismos anaerdbicos),
dermatite interdigital em ovinos ou footrot (associado a Dichelobacter nodosus),
disenteria em suinos (em associagdo com Brachyspira hyodysenteriae e Bacterioides
vulgatus), entre outros (QUINN et al., 2001; GELBERG, 2013; HARGIS e GINN, 2013).
De Witte e colaboradores (2017), na Bélgica isolaram bactérias do género
Fusobacterium do estémago de suinos e sugeriram uma nova espécie para esse
género: Fusobacterium gastrosuis. Acredita-se que a prevaléncia de infec¢des por F.
necrophorum seja subestimada (NAGARAJA, 2016) e ndo ha descricdo de sua
associacao com o H. suis.

Tendo em vista que a suinocultura é uma das principais atividades
econémicas do agronegocio brasileiro e que perdas devem ser evitadas a fim de
satisfazer aos interesses da industria e o bem-estar dos animais. Uma pesquisa sobre
a presenca F. necrophorum e H. suis e a relagdo com as lesdes gastricas e sua
gravidade foi proposta. Este trabalho objetiva avaliar a presenca de F. necrophorum
e H. suis em estdmagos suinos sadios e com diferentes graus de lesdes através da
técnica de qPCR e da observagdo de micro-organismos através de laminas
histologicas coradas por prata e comparar essas técnicas.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdao das amostras. Este trabalho foi aprovado sob o numero de
protocolo 167/2015 na Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista - Botucatu/SP.

As amostras de estdomago foram coletadas de carcacas oriundas de oito
granjas duas do Estado de Sdo Paulo e seis do Mato Grosso do Sul em frigorificos
legalmente estabelecidos, cadastrados e inspecionados pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento. A obtencdo desse material se deu apés a
etapa de evisceragcdo durante o fluxograma de abate desses animais. O calculo
amostral levou em considera¢do o nimero de animais produzidos no pais e chegou-
se ao numero de 150, foram colhidos 186 estémagos, desses, 69 apresentaram
lesdes. A partir disso, foi realizada a sele¢do dos casos e dos controles de cada granja
separadamente para que a propor¢do de um caso para um controle (1:1) fosse
alcancada e as condi¢des a que os animais eram expostos fossem as mesmas, a
exclusdo das amostras foi aleatoria para que ndo houvesse qualquer interferéncia
na pesquisa. Para a classificagdo dos casos, foram consideradas as amostras cujo
escore macroscopico foi maior ou igual a 2, pois é o grau em que as ulceragdes
passam a ser observadas na mucosa gastrica. O total de amostras analisadas foi de
126 sendo 63 casos e 63 controles. As amostras foram doadas pelos frigorificos e
encaminhadas ao Laboratoério de Virologia onde foram processadas. As amostras
foram mantidas sob refrigeracao em até no maximo 48 horas apds a colheita.

Analise macroscopica. A avaliagdo macroscépica das lesdes dos estdbmagos
analisados foi realizada conforme escore descrito por Sobestiansky, Matos e Souza
(2001), a qual estd demonstrada na Tabela 1. Essa avaliac¢ao foi realizada por dois
ou mais pesquisadores por tratar-se de uma analise subjetiva e foi realizada por
consenso.

TABELA 1. Escore e lesdes observados pela analise macroscépica (SOBESTIANSKY, MATOS
e SOUZA, 2001).

Escore LesOes Macroscopicas
Estdmago normal - Mucosa esofagica-gastrica com epitélio liso, brilhante e

0 sem alteragoes visiveis

1 Paraqueratose — Mucosa esofagica-gastrica com epitélio proliferado, rugoso,
sem brilho, podendo ter pequenas erosoes

9 Paraqueratose e ulceragdo - Mucosa esofagica-gastrica com paraqueratose
e ulceragdo menor que 33%

3 Paraqueratose e ulceragdo - Mucosa esofagica-gastrica com paraqueratose
e ulceracio entre 34% e 65%

4 Paraqueratose e ulceragdo - Mucosa esofagica-gastrica com paraqueratose

e ulceracdo entre 66% e 100%
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Analise histologica. Para a confecgdo das laminas, os fragmentos de tecido
foram fixados em solugao de formalina tamponada a 10% por 24h e posteriormente
acondicionados em alcool 70% até o encaminhamento para o Laboratério de
Histologia da Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex - Faculdade de Medicina
de Botucatu - Unesp de Botucatu/SP) para confec¢do das laminas e coloracdo de
Bielschowsky. As lesdes histologicas dos estobmagos foram avaliadas segundo escore
descrito por Park, Kim e Park (1995), conforme descrito na Tabela 2.

TABELA 2. Classificacdo da presenca de bactérias segundo Park, Kim e Park (1995).

Escore Total de micro-organismos na limina
0 Nenhum
1 Poucos (1a3)
2 Alguns (3 a10)
3 Muitos (>10)

Extracdo de DNA. O DNA foi extraido a partir de um fragmento de 20mg do
estdmago. Depois de pesado o material, o kit GeneJET Genomic DNA Purification
(Thermo Fisher Scientific, USA) foi utilizado segundo as orientagdes do fabricante,
sendo o DNA eluido com 100uL. Para todas as extracdes de DNA foi feito um controle
de extracao utilizando 4gua como amostra.

Reacdao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR). A
identificacdo do controle enddégeno c-myc, foi realizada segundo Wilhelm e
colaboradores (2006). Para a padronizagdo da qPCR para deteccao de F.
necrophorum e H. suis, os primers descritos por Aliyu e colaboradores (2004) e Foss
e colaboradores (2013) foram selecionados, respectivamente para cada agente.
Esses pares de primers foram analisados pelas ferramentas OligoAnalyzer
(Integrated DNA Technologies - IDT) e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
NCBI - NIH) onde nao foi observado formag¢do de dimeros ou “hairpins” e estdo
listados na Tabela 3.

TABELA 3. Primers utilizados para deteccdo do gene c-myc, F. necrophorum e H. suis.

Tamanho
Primer* Alvo Sequéncia (5’ a 3’) esperado
do produto
c-mycF1! Controle endégeno CTCCCTGAGACTCTGCCATC
c-mycR1 gene c-myc GCTGCCTCTTTTCCACAGAA 208 pb
RPOF? F. necrophorum gene TCTCTACGTATGCCTCACGGATC
RPOR? rpoB CGATATTCATCCGAGAGGGTCTCC 277 pb
HsF3 GGGAGGACAAGTCAGGTGTGAA
H. suis gene 16s 79 pb
HsR3 TCTCCCACACTCCAGAAGGATAG

1Wilhelm et al., 2006; 2Aliyu et al., 2004; 3Foss et al,, 2013; *: F - Forward, R - Reverse

As condicbes das qPCR (c-myc, H. suis e F. necrophorum) foram de 95°C por 2
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto, seguido
da curva de dissocia¢do de 95°C por 15 segundos, 60°C por um minuto, 95°C por 30
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segundos e 60°C por 15 segundos. Para a realizacao das reacgoes foi utilizado o
equipamento de qPCR 7500 Fast Real-time PCR Systems (Applied Biosystems/Life
Technologies).

Para cada reacao foi adicionado 1X (5pL) de GoTaq® qPCR Master Mix
(Promega, EUA), 0,3uM dos primers foward (F) e reverse (R); 2,4uL de agua nuclease
free e 2uL. de DNA. O volume final da reacao foi de 10puL. As amostras foram testadas
em duplicata, além de terem sido adicionados controles negativos e positivos. As
condig¢des da reacao para deteccao do gene c-myc foram as mesmas descritas acima,
exceto o volume dos primers que foi de 0,15uM e 0,2uM, respectivamente, sendo o
volume final corrigido através do volume de agua da reagao.

Em cada placa de reagdo para deteccao de F. necrophorum e H. suis foi
realizada uma curva padrdo, composta por cinco pontos, em triplicata,
correspondentes a amostra pura e com diluigdes da amostra com dgua nuclease free
de 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000. As amostras padrao de F. necrophorum e H. suis
utilizadas para a realizacao da curva de diluicdo foram obtidas a partir do DNA
extraido do raspado de estdbmagos enviados para a analise. Foi realizada PCR e foi
visualizada a amplificacao esperada, a partir disso foi realizado sequenciamento de
Sanger e as sequéncias resultantes foram analisadas pelo software MEGA 6.0
(TAMURA, 2013). As sequéncias das amostras compativeis com as bactérias foram
utilizadas como amostras padrao para as curvas.

Analise dos resultados. A analise dos resultados das qPCR foi realizada no
7500 software v2.0.6 do equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-time PCR
Systems (Applied Biosystems/Life Technologies). As curvas de diluicdo foram
utilizadas para verificar a eficiéncia da reagdo e coeficiente de correlacao r? entre Ct
e diluigcoes.

Para todos os agentes pesquisados as amostras foram consideradas positivas
quando o Ct foi menor que 32 e negativas quando o Ct foi maior ou igual a 32 ou
quando ndo apresentaram amplificacdo. As amostras consideradas positivas foram
as que apresentaram curva de dissociacao coincidente com o padrao.

O trabalho foi conduzido como um estudo de caso-controle. Para a analise
dos resultados foi utilizado Chi-quadrado do software Statistica v.10 (StatSoft 2011)
e os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.

RESULTADOS

As amostras apresentaram variagoes de Ct entre 17,81 a 25,06 para para o
gene endogeno c-myc e todos os controles de extracdo foram negativos.

A gPCR para deteccao de F. necrophorum foi padronizada com threshold de
0,4 e baseline do terceiro ao 152 ciclo. A temperatura de melting foi de 80,6°C + 1,5°C.
A curva padrao apresentou um slope de -3,274; interse¢do de 28,516; r2 de 0,998 e
uma eficiéncia da reacao de 102,022%. Seis amostras (4,8%) foram positivas para o
patégeno e a variacao de Cts foi de 19,97 a 31,1.
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TABELA 4. Numero e porcentagem de estdmagos positivos para Fusobacterium
necrophorum.

Ulcera
. . Total
Negativo Positivo
i [ 0 0
F. necrophorum Neg.aflvo 62 (51,7%) 58 (48,3%) 120 (100%)
Positivo 1 (16,7%) 5 (83,3%) 6 (100%)
Total 63 (50%) 63 (50%) 126 (100%)

Foi detectado DNA de F. necrophorum em seis (4,8%) estdbmagos (Tabela 4)
e a variacdo de Cts foi de 19,97 a 31,1. A partir desses resultados foi possivel
perceber que ndao houve associacdo significativa entre F. necrophorum com a
presenca de ulcera (p=0,20).

A gPCR para detecgdo de H. suis foi padronizada com threshold de 0,25 e
baseline do terceiro ao 152 ciclo. A temperatura de melting foi de 76,3°C £1,5°C. A
curva padrao apresentou um slope de -3,303, intersecao de 27,655; R% de 0,996 e
uma eficiéncia da reacdo de 100,792%.

Das amostras analisadas, 16 (12,7%) das 126 foram positivas para o
patogeno e 110 (87,3%) negativas, conforme demonstrado na Tabela 3. A variacdo
nos Cts das amostras positivas foi de 26,01 a 31,99.

TABELA 5. Numero e porcentagem de estdbmagos suinos positivos para Helicobacter suis.

Ulcera
. . Total
Negativo Positivo
H. suis Negativo 59 (53,6%) 51 (46,4%) 110 (100%)
] Positivo 4 (25%) 12 (75%) 16 (100%)
Total 63 (50%) 63 (50%) 126 (100%)

Foi encontrada uma associa¢ao significativa entre a presenca de tlcera e de
H. suis (p<0,05). Demonstrando que esse micro-organismo esta envolvido com a
presenca das lesoes.

As amostras positivas para F. necrophorum e para H. suis e o grau de lesdo
podem ser observados na Tabela 4. Das seis amostras positivas para F. necrophorum,
cinco foram classificadas como escore 4 e uma como escore 1. Uma associagdo
significativa (p<0,05) foi encontrada ao ser analisada a deteccao de F. necrophorum
e a gravidade das lesdes. J4 das 16 amostras positivas para H. suis, oito foram
classificadas como escore 4, trés como escore 3, uma como escore 2 e quatro como
escore 1. Ao avaliar a presenca de H. suis e o escore das Ulceras, observa-se que
houve associagdo significativa (p<0,05) entre a presenca dessa bactéria e a
gravidade das lesodes.
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TABELA 6. Classificagdo por escore de estdmagos suinos positivos para F. necrophorum e
H. suis.

N° de amostras

N° total de o N° de amostras
Escore amostras positivas ositivas (H. suis)
(F. necrophorum) P )

0 2 (1,6%) 0 0

1 61 (48,4%) 1(16,7%) 4 (25%)

2 15 (11,9%) 0 1(6,3%)

3 23 (18,3%) 0 3 (18,7%)

4 25 (19,8%) 5 (83,3%) 8 (50%)
Total 126 (100%) 6 (100%) 16 (100%)

Os fragmentos dos estdémagos classificados macroscopicamente foram
submetidos a anadlise histopatoldgica através da coloracdo por prata sendo
classificados quanto a concentracdo de bactérias presentes na lamina. O nimero de
amostras por escore na coloracdo por prata e a relagio com a qPCR esta
representado na Tabela 7.

TABELA 7. Classificacdo microscépica por coloracio de prata e qPCR dos estbmagos suinos.

Coloragdo por prata gqPCR (positivas)
Escore n2 de amostras F. necrophorum H. suis

0 4 0 0

1 10 0 1

2 19 0 2

3 83 5 13

Sem lamina 10 1 0
Total 126 6 16

*Nao foi possivel a leitura de dez laminas.

GRAFICO 1. Comparacdo entre microscopia por coloragio com prata e qPCR para
Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis em estdbmagos suinos com o total de
escores.
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Também ndo houve diferenga significativa entre os resultados da
microscopia por coloragdo de prata e qPCR (p = 0,9), demonstrando que nao ha
diferenca para a detecgdo bacteriana entre as duas técnicas. A analise comparando
a deteccao bacteriana pela qPCR e pela microscopia através da coloracao por prata
e classificacdo por escores também nao demonstrou diferenca estatistica (p = 0,7),
conforme demonstrado no Grafico 1, ou seja, houve maior nimero de amostras
positivas para as bactérias na qPCR nas amostras cujo escore microscopico também
foi maior.

DISCUSSAO

Por tratar-se de um estudo de caso-controle, 63 estomagos foram
classificados como sem lesdes ou com lesdes ulcerativas discretas ou iniciais
apresentando ou ndo paraqueratose (escore 0 ou 1) e 63 foram classificados com
lesGes mais graves (escore 2 a 4).

A padronizacao e a realizacao de qPCR para o diagnoéstico de F. necrophorum
e H. suis foi realizada a fim de pesquisar a possivel associacao desses agentes com a
presenca de ulceras em estdmagos suinos, sendo realizada a partir de fragmentos
de tecido. Inicialmente, durante a padronizacdo do experimento foi realizada a
extracdo e deteccdo desses micro-organismos em amostras de raspado do contetddo
estomacal, no entanto, os fragmentos de tecido mostraram representar a biologia do
estdmago. O raspado da mucosa do estdbmago retirava todo o contetido da superficie
de aproximadamente 50 cm? da regido do quadrilatero esofagico, o que poderia ndo
ser fidedigno como causa de lesao.

Na gPCR de F. necrophorum, foi detectado esse micro-organismo em seis
(3,2%) das 126 amostras, das seis amostras positivas, cinco foram originadas de
estobmagos com ulceras e uma de estdmago sadio ndao demonstrando valor
estatisticamente significativo (p=0,20). No entanto, esses dados quando
estratificados e analisados quanto a presenca da bactéria e os graus das lesdes, foi
possivel perceber que cinco, das seis amostras positivas foram de grau 4 e uma de
grau 1, o que apresentou possivel associa¢do entre a presenca de F. necrophorum e
a gravidade das lesdes (p<0,05).

Aliyu e colaboradores (2004) realizaram swabs para detectar a presenca de
F. necrophorum, de gargantas de pacientes com e sem dor de garganta e perceberam
que houve associacao desse patogeno concomitante a inflamacdao, demonstrando
esse ser um material adequado para a pesquisa desse micro-organismo. As infec¢des
causadas por F. necrophorum em animais sao geralmente enddgenas e iniciadas pela
entrada em tecidos comprometidos, normalmente polimicrobianas (NAGARAJA,
2016), o que pode justificar a deteccdo dessa bactéria em lesGes mais graves. Nao
existem relatos da associacdo de F. necrophorum com a presenca de ulceras gastricas
em suinos. De Witte e colaboradores (2017), identificaram uma nova espécie do
género Fusobacterium, a partir de amostras de estdomagos de suinos, a qual
denominaram Fusobacterium gastrosuis. Os autores sugeriram que essa nova
espécie precisa ser investigada para possivel associacdo com o aparecimento de
ulceras gastricas em suinos. No presente trabalho, o intuito foi detectar a associacao
de F. necrophorum com a presenca de lesdes em estdmagos suinos, no entanto nao
foi possivel, ja a associacdo com a gravidade da lesdo e a presenca da bactéria sim.

Os resultados obtidos por meio da qPCR para deteccao de H. suis em que as
amostras de tecido foram testadas mostrou que 16 (12,7%) das 126 foram positivas
para H. suis. Das 16 amostras positivas para H. suis, 12 foram oriundas de estdbmagos
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com Ulceras e quatro de estdbmagos sadios. Assim, foi possivel estabelecer associacao
significativa entre a presenca de Ulcera e de H. suis (p < 0,05) mostrando que a
presenca desse micro-organismo parece estar envolvida com a presenca das lesdes.
Esses resultados ao serem estratificados e analisados comparando também os graus
de lesdo demonstrou que das 16 amostras positivas para H. suis obtidas a partir de
tecido, oito (50%) foram classificadas como escore 4, trés (18,7%) como escore 3,
uma (6,3%) como escore 2 e quatro (25%) como escore 1. Essa andlise também
revelou que houve associacao significativa (p < 0,05) entre a detec¢ao da bactéria
em fragmento de tecido e a gravidade das lesdes. Queiroz e colaboradores (1996),
em um estudo no Brasil mostraram que a presenca de Helicobacter em estdmagos
de suinos com lesdes macroscopicas é mais comum do que em estdmagos higidos.
Grasso e colaboradores (1999) na Italia analisaram 85 estdmagos em um frigorifico,
desses, 62 apresentaram gastrite e em oito desses 62 houve presenca de
Helicobacter. Em nenhum dos estdomagos sem gastrite foi observado o micro-
organismo, dessa forma os autores sugerem a relacdo da presenca do género
bacteriano com as lesdes. Choi e colaboradores (2001) nos Estados Unidos,
avaliaram 160 estomagos de suinos em um abatedouro e selecionaram 40
estdbmagos de cada grau de lesdo (0 sem lesdo; 1 paraqueratose; 2 com erosao e 3
com Ulceras e cicatrizes). Os autores também utilizaram raspado da camada mucosa
e detectaram Helicobacter sp.em 9 (22,5%) estomagos com grau 0; 21 (52,5%) grau
1;34 (85%) grau 2 e 38 (95%) grau 3 e os resultados obtidos por eles demonstraram
que quanto maior a severidade da tulcera maior a prevaléncia de Helicobacter. O
resultado que é compativel com o reportado do presente estudo. O estudo realizado
por Park, Hong e Park (2003) com camundongos experimentalmente infectados por
Helicobacter, também demonstrou associagdo entre a infeccdo dos animais com a
presenca de gastrite. Por meio dos dados obtidos no presente estudo é possivel
inferir que a presenca e severidade da lesdo podem ter associacdo com a presenga
dessa bactéria. Yamasaki e colaboradores (2006) no Brasil examinaram 236
estdmagos de suinos. As lesdes do pars esophagea foram classificadas conforme a
severidade em graus 0, 1, 2 e 3. A ulceragdo na regiao estava presente em 45 animais
(19,1%). Utilizando a coloragdo de Warthin-Starry (outro tipo de coloracao por
prata), foi observado Helicobacter spp na mucosa gastrica de 112 (47,5%) amostras.
Destas, 54 (48,2%) foram classificadas como ulceras de grau 2 ou 3 e 58 (51,8%)
como grau 0 e 1. Dos animais positivos para o Helicobacter spp, 26 (23,2%)
apresentavam ulceras na pars esophagea e 24 (21,4%) ndo. A andlise estatistica
revelou que assim como no presente estudo ndo houve diferenca significativa entre
suinos com ou sem lesdes gastricas em relagdo a presenca de Helicobacter spp. Baele
e colaboradores (2008) isolaram através de cultivo microbiolégico, H. suis em trés
de cinco amostras de estomago coletadas de matrizes suinas em um abatedouro na
Bélgica. Um estudo realizado através da infec¢do experimental de suinos pelo H. suis
por De Bruyne e colaboradores (2012) também na Bélgica, mostrou que além de
causar as ulceras gastricas, houve também diminuicao de cerca de 10% no ganho de
peso didrio desses animais. Bracarense e colaboradores (2013) confirmaram
presenca de Helicobacter spp. em 47 dos 67 (70%) estdmagos de animais sadios
amostrados em um abatedouro no Brasil. Foss e colaboradores (2013) detectaram
DNA de H. suis em estdmagos de suinos nos Estados Unidos a partir de raspado da
mucosa gastrica e de tecido e determinaram que o método do raspado foi mais
sensivel para a deteccdo de DNA de H. suis. Esses autores também avaliaram 118
estdmagos e H. suis esteve presente em 55,1% deles. Por este se tratar de um estudo
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de caso controle, nao foi possivel calcular a prevaléncia e como foram avaliados
estdbmagos com e sem lesdo em mesma propor¢ao, houve um ndimero menor de
amostras positivas.

Das 6 amostras positivas para F. necrophorum, duas foram também positivas
para H. suis. A hipotese inicial era de que o H. suis pudesse favorecer o
desenvolvimento e multiplicacdo de F. necrophorum, o que nao ficou comprovado,
no entanto, o escore das lesdes dessas duas amostras foi 4, o que demonstra o
envolvimento das duas bactérias na gravidade das lesoes.

Melnichouk e colaboradores (1999) no Canada, analisaram amostras de
quatro granjas de suinos, sendo que organismos semelhantes a Helicobacter foram
encontrados em trés das granjas e em18 dos 95 (18,9%) estbmagos com erosoes e
em 47 dos 104 (45,2%) estdmagos sem lesdes. O exame dos estdmagos das granjas
onde foram observados organismos semelhantes a Helicobacter revelou que ha
quase igual probabilidade de que organismos semelhantes a Helicobacter serem
encontrados em estdmagos com lesdes como estdmagos sem lesdes. Fato, que
concorda com o encontrado no presente trabalho, em que a presenca de H. suis pode
estar associada a presenca de ulceras. Na Coreia, Park e colaboradores (2000)
visualizaram micro-organismos compativeis com Helicobacter em quatro (8%) de
50 estdmagos avaliados, todos na regido pilérica e ndo foram visualizados micro-
organismos na regido do pars esophagus. Na Tailandia a presenca de Helicobacter
spp. pela coloracdo de Warthin-Starry foi em 16,52% (19/115) das amostras
analisadas, observado principalmente na superficie epitelial da regido do pars
esophagum do estdomago (16/19). Os resultados encontrados pelos autores ndo
mostraram correlacao entre as alteracdes histopatolégicas nos estdbmagos de suinos
e a presenca de Helicobacter spp. (Pirarat et al., 2007). Das 48 amostras de
estdmagos corados por prata, selecionados por Omotosho e colaboradores (2015)
na Nigéria, 24 com lesdes macroscopicas e 24 sem lesodes, 17 (71%) dos estbmagos
com lesdes e 9 (37,5%) dos estdmagos sem lesdo foram positivos para Helicobacter
sp. na mucosa do fundo ou antro, apresentando maior frequéncia de infec¢do por
espécies de Helicobacter em estdmagos com lesOes gastricas. Laryea e
colaboradores (2016) em Gana, visualizaram a presenca de bactérias espiraladas,
compativeis com o género Helicobacter coradas por prata em sete (29,2%) das 24
amostras analisadas. Neste trabalho em 112 (88,9%) das 126 amostras pelo menos
uma célula bacteriana foi visualizada na coloragao de prata. A coloragao por prata é
util na visualizacdo de micro-organismos, a fim de se verificar se ha a presenca
desses no tecido analisado, no entanto, diferentemente da qPCR nao ha precisao de
género ou espécie.

CONCLUSAO

Por meio deste trabalho foi possivel concluir que nao houve diferenca quanto
a deteccdo de bactérias através da técnica de qPCR e histologia pela coloracdo por
prata. A presenca de Fusobacterium necrophorum nao parece estar relacionada a
existéncia de ulceras gastricas, no entanto, pode estar relacionado ao agravamento
das lesdes. ]Ja, Helicobacter suis, mostrou que pode estar relacionada tanto a
presenca de lesdo no estbmago quanto a gravidade da mesma.
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CAPITULO IV

DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho estudou a presenca de Ulceras gastricas em suinos.
Foi conduzido como um estudo de caso-controle, um grupo de animais doentes
(casos) e um grupo de animais nédo doentes (controles) foram selecionados e
comparados com relacéo a presenca do fator de risco (a presenca das bactérias
pesquisadas) (TRHUSFIELD, 2005). Por esse motivo, a partir da totalidade de
estbmagos analisados (n = 186), de oito granjas distintas, partiu-se de um grupo
de suinos acometidos por Ulceras, 0s casos, € comparou-se a outro grupo de
suinos, que ndo apresentaram a lesdo, os controles, dentro de cada granja
individualmente, para que as condicbes as quais esses animais foram
submetidos ao longo de sua criacdo ndo se tornassem fatores de interferéncia.
Assim 63 estdmagos sem lesdo e 63 com lesao foram analisados quanto ao grau
de lesdo macroscopica, sendo classificados por escores, tipos celulares
envolvidos nas lesdes, gerando também uma classificacdo por escore
microscopico e presenca de Fusobacterium necrophorum e Helicobacter suis
pelas técnicas de qPCR e histoldgica por coloracéo por prata.

O primeiro artigo apresentou dados relativos a classificacdo macroscépica
e microscopica das lesdes, comparando os escores observados em ambas
classificacdes. Assim, nesse primeiro artigo evidenciou-se que as classificacdes
macroscopica e microscopica apresentam varias divergéncias. Pode ser
percebido por meio da literatura que ha diversas formas de classificacdo da
gravidade das lesbes, mas que de maneira geral classificam os estbmagos em
sem lesao, lesbes moderadas e graves. Por tratar-se de um estudo de caso-
controle ndo pode ser realizada a estimativa de prevaléncia e incidéncia das
lesbes encontradas.

No segundo artigo, foi realizada a deteccéo de F. necrophorum e H. suis
nos 126 estbmagos (63 sem leséo e 63 com leséo) através de gPCR e analisada
a presenca desses micro-organismos nos diferentes graus de lesdo. Foi
realizada também uma comparacéao entre a deteccao dos micro-organismos pela

técnica de gPCR e de coloracéo por prata em laminas histolégicas. Neste artigo
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verificou-se que ndo houve diferenca estatistica entre a detec¢cdo de micro-

organismos pelas duas técnicas.

As infeccbes causadas por F. necrophorum em animais sdo geralmente
enddgenas e iniciadas pela entrada em tecidos comprometidos, normalmente
polimicrobianas (NAGARAJA, 2016), o que pode justificar a deteccdo dessa
bactéria em lesbes mais graves. Nao existem relatos da associacdo de F.
necrophorum com a presenca de Ulceras gastricas em suinos. No entanto, De
Witte e colaboradores (2017) identificaram uma nova espécie do género
Fusobacterium, a partir de amostras de estbmagos de suinos, a qual
denominaram Fusobacterium gastrosuis. Os autores sugeriram que essa nova
espécie precisa ser investigada para possivel associacdo com o aparecimento
de Ulceras gastricas em suinos. Tal afirmacao, é compativel com os resultados
deste trabalho, tendo em vista que as espécies F. necrophorum e F. gastrosuis
possuem diferencas em sua filogenia, sendo dessa forma diferentes espécies do
mesmo género que podem estar relacionadas com o aparecimento das lesGes
nos estdbmagos dos suinos e ndo ha outros relatos desses micro-organismos na

etiopatogenia das Ulceras gastricas.

Os resultados obtidos por Queiroz e colaboradores (1996) no Brasil
mostraram que a presenca de Helicobacter em estdmagos de suinos com lesdes
macroscopicas é mais comum do que em estdbmagos higidos. Grasso e
colaboradores (1999) na Italia analisaram 85 estdbmagos em um frigorifico,
desses, 62 apresentaram gastrite e em oito desses 62 houve presenca de
Helicobacter. Em nenhum dos estdmagos sem gastrite foi observado o micro-
organismo, dessa forma os autores sugerem a relacdo da presenca do género
bacteriano com as lesdes. O estudo realizado por Park e Park (2003) com
camundongos experimentalmente infectados por Helicobacter, também
demonstrou associagéo entre a infecgédo dos animais com a presenca de gastrite.
Bracarense e colaboradores (2013) confirmaram presenca de Helicobacter spp.
em 47 dos 67 (70%) estbmagos de animais sadios amostrados em um
abatedouro no Brasil. Os resultados demonstrados por esses autores sao
semelhantes aos encontrados neste estudo, tendo em vista que a detec¢éao de

H. suis foi maior em estdmagos classificados como os casos do estudo.
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A partir do exposto e considerando os achados evidenciados nos dois
artigos, pode-se inferir que a classificacdo macroscopica das lesdes dos
estdbmagos pode servir como uma forma de triagem a fim de demonstrar as
condicbes de saude do animal abatido. A histopatologia pode demonstrar o
processo inflamatério desde o seu inicio, quando a lesdo ainda nao é visivel
macroscopicamente favorecendo o rastreamento das possiveis causas das
lesbes. A presenca dos micro-organismos pesquisados parece estar ligada
principalmente com a gravidade das lesGes encontradas. H. suis parece estar
relacionado tanto com a presenca das lesdes quanto com a gravidade das
mesmas, enquanto F. necrophorum parece estar ligado apenas com o
agravamento das lesdes. Em algumas laminas coradas por prata foi verificada a
presenca de bactérias, no entanto, ndo foram amostras positivas para os micro-
organismos na gPCR, dessa maneira, outras técnicas devem ser utilizadas em
estudos futuros para que sejam pesquisados outros micro-organismos com

potencial efeito patogénico nos estbmagos suinos.
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