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For Rex and His namesake Pharaoh

“See first that the design is wise and just: that ascertained, pursue it resolutely;
do not for one repulse

forego the purpose that you resolved to effect”

-W.S
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Resumo

Helicobacter spp. e gastrite cronica em canideos e felideos

Em clinica de animais de companhia, uma das doencas mais frequentemente encontradas é
a gastrite idiopética, uma situagao frustrante tanto para o clinico como para os proprietarios.
No Homem, a bactéria Helicobacter pylori tem recebido muita atencéo pela sua capacidade
oncogénica e existe a possibilidade de algumas espécies, nomeadamente “H. heilmannii”, H.
salomonis, H. felis, H. bizzozeronii, € H. bilis, terem algum poder patogénico em animais de
companhia. A finalidade do estudo desenvolvido ao longo do estagio foi de estabelecer a
prevaléncia de varias espécies de Helicobacter numa populagdo Portuguesa tipica de
animais de companhia, e de procurar eventuais relagées entre estado de colonizagéo e

patologia gastrica.

Num total de 103 animais (56 canideos, 47 felideos) foram determinadas, com recurso a
técnicas de PCR, prevaléncias de 37,5%/48,9% para H. spp., 28,6%/34% para H.
bizzozeronii e 17,9%/48,9% para “H. heilmannii’ em cées e gatos respectivamente. H. pylori
foi identificado num Unico gato (2,1%); H. salomonis e H. felis foram identificados
exclusivamente em caes, com prevaléncias de 10,7% e 7,1%, respectivamente. H. bilis nao
foi identificado em qualquer animal. Em 19 das amostras fecais testadas (14 de origem
canina e cinco de origem felina) 50% dos cées e 60% dos gatos acusaram a presencga de H.
spp, sendo apenas possivel identificar, a nivel de espécie, H. felis e H. bizzozeronii em
amostras de dois cées.

2]

Foi identificada uma relagdo entre sintomatologia gastrica e colonizagao por “H. heilmannii’
nos gatos, enquanto nos cées se determinou uma relagdo entre colonizagédo por H.
bizzozeronii e a presenga de alteragdes inflamatdrias na mucosa gastrica. A utilizagdo de
esfregacos da mucosa gastrica permitiu avaliar mais adequadamente o estado de
colonizagao dos animais do que a observagao de espiroquetas em cortes histolégicos.

Este estudo demonstra a presenca de Helicobacter spp. numa populagao Portuguesa tipica
e sugere uma potencial relacdo entre Helicobacter spp. e gastrite cronica em animais de
companhia, especialmente em gatos. A informacdo sobre presenca de espécies de
Helicobacter e respectivas prevaléncias podera contribuir para uma decisdo mais
fundamentada sobre a prescricdo de antibioterapia especifica para Helicobacter em
pacientes apresentados a consulta com sinais gastrointestinais e um diagndstico de gastrite

idiopatica.

Palavras chave: Helicobacter, gastrite cronica, prevaléncia, histopatologia, PCR, esfregaco
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Abstract
Helicobacter spp. and chronic gastritis in dogs and cats

Chronic idiopathic gastritis, one of the most frequently observed diseases in companion
animal practice, can be a source of frustration for both the clinician and the owner. In
humans, Helicobacter pylori has been thoroughly investigated due to its’ oncogenic
capabilities. The possibility exists that some species of Helicobacter, namely H. salomonis,
“H. heilmannii’, H. felis, H. bizzozeronii and H. bilis may play a role in the pathogenesis of

chronic gastritis in companion animals.

The current study, completed as part of the final year trainee program, was designed to
investigate the prevalence of Helicobacter in a typical companion animal population, while
searching for any eventual relationship between colonization and gastric disease.

Prevalence was determined through the use of PCR in 103 animals (56 canines, 47 felines)
as 37.5%/48.9% H. spp, 28.6%/34% H. bizzozeronii and 17.9%/48.9% “H. heilmannii’ in
dogs and cats, respectively. H. pylori was identified in a single feline sample (2.1%) while H.
salomonis and H. felis were oberved exclusively in canine samples with a prevalence of
10.7% and 7.1% respectively. H. bilis could not be demonstrated in any of the samples
analysed. Fecal samples from 19 patients were similarly tested (14 from canines, 5 from
felines), 50% of dogs and 60% of cats tested positive for H. spp. Species specific PCR,
identified the presence of H. felis and H. bizzozeroniiin two dogs.

In canines, a relationship between colonization with H. bizzozeronii and inflammatory
alterations in the gastric mucosa was shown, while in cats colonization with “H. heilmannii’
could be related to the presence of clinical signs of gastritis. Brush cytology was found to be
more effective than histology in demonstrating the presence of Helicobacter in the gastric

mucosa of both canines and felines.

This study showed the presence of Helicobacter in a sample population of companion
animals and the data gathered strongly suggests a relationship, especially in cats, between
colonization and disease. The results obtained may contribute to an informed decision in
prescribing antibiotic therapy for Helicobacter-associated gastritis in patients that present
idiopathic chronic gastritis.

Keywords: Helicobacter, chronic gastritis, prevalence, histopathology, PCR, brush cytology
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1. Descricao das actividades desenvolvidas durante o estagio

Esta dissertacao tem por base o trabalho realizado durante o estagio curricular que decorreu
entre Setembro de 2009 e Setembro de 2010. As actividades compreenderam um estagio
realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterindria, Universidade Técnica
de Lisboa (FMV/UTL), e um trabalho de investigacdo realizado no Laboratério de

Bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria.

No Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria, foram acompanhados os varios
servicos da subunidade de Clinica de Animais de Companhia, incluindo servico de
internamento, consulta de primeira opindo ou de especialidade, cirurgia e imagiologia. O
trabalho no servico de internamento consistiu no apoio ao médico veterinario responsavel
pelos internamentos e na orientacdo dos alunos destacados para esse servico. Foram
cumpridos 2 turnos de 24 horas por més, incluindo feriados e fins-de-semana. Foi observado
um total de 675 animais, que se encontram discriminados por area clinica na figura 1.
Informacao mais detalhada da casuistica observada no Hospital Escolar encontra-se reunida
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Figura 1: Casuistica seguida no Hospital Escolar da FMV, discriminada por &rea clinica.



A componente de investigacao do estagio no Laboratério de Bacteriologia da FMV/UTL,
decorreu entre Margo de 2009 e Setembro de 2010 e consistiu na recolha de biopsias,
obtencdo de esfregacos da parede da mucosa gastrica, extraccdo de acido
desoxirribonucleico (ADN) e identificacdo de microrganismos do género Helicobacter
presentes com recurso a reac¢ao da polimerase em cadeia (PCR). No Laboratério de
Anatomia Patolégica os esfregacos foram corados e observados enquanto as biopsias

obtidas foram processadas e examinadas macroscopicamente.

Assim, a componente préatica do estagio compreendeu cerca de 1260 horas no Hospital
Escolar e 1225 horas no Laboratério de Bacteriologia e Laboratério de Anatomia Patolégica
da FMV/UTL, num total aproximado de 2770 horas.



2. Estado da Arte

Nas ultimas décadas, desde que Helicobacter pylori foi identificado como um agente
ulcerogénico e potencialmente carcinogénico nos seres humanos (Kusters, van Vliet &
Kuipers, 2006), o estudo de Helicobacter spp em animais de companhia tem sido
aprofundado, ndo s6 pelo seu potencial zoonoético (Solnick & Schauer, 2001), mas como um
possivel modelo da doenga humana.

Existem neste momento 32 espécies de Helicobacter descritas (Euzéby, 2010), das quais
quatro sado consideradas colonizadoras comuns da mucosa gastrica dos carnivoros
domésticos: Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter salomonis,
“Helicobacter heilmannii”, e Helicobacter bilis (O'Rourke et al., 2004). O seu interesse em
Medicina Veterinaria advém da possibilidade de existirem espécies patogénicas que possam
estar na origem de gastrites idiopaticas, em canideos e felideos (Neiger & Simpson, 2000;
Simpson, Neiger, DeNovo & Sherding, 2000). A recente ligacao estabelecida entre
Helicobacter e linfoma alimentar nos felideos (Bridgeford et al., 2008) veio aumentar as
suspeitas de esta bactéria ser, tal como no Homem, potencialmente oncogénica em animais

de companbhia.

Visto alguns animais com gastrites idiopaticas demonstrarem melhorias clinicas apés
tratamento (Jergens et al., 2009), existe uma necessidade de avaliar a prevaléncia destes
microrganismos em populacdes tipicas de animais de companhia, em Portugal, tal como a
observada no Hospital Escolar da FMV/UTL. Os resultados poderao contribuir para avaliar a
necessidade da introducdo de uma terapéutica especifica para Helicobacter em pacientes
com gastrites idiopaticas.

De facto, uma fonte de frustragdo tanto para os proprietarios como para os veterinarios
assistentes é o facto de se raramente se determinar concludentemente a etiologia das
gastrites cronicas em canideos e felideos (Simpson, 2005; Wiinberg et al., 2005). Os
pacientes sao descritos como tendo uma gastrite cronica idiopatica e tratados
sintomaticamente (Simpson et al., 2000; Wiinberg et al., 2005). A possibilidade de algumas
destas gastrites cronicas idiopaticas serem causadas pela presenca de Helicobacter spp.,
permitindo a implementagdo de uma terapéutica eficaz preconizada para o seu tratamento,
pode reverter este ciclo. Conhecendo a prevaléncia destas bactérias numa dada regiao, e
face a uma gastrite idiopatica, o clinico tem a possibilidade de iniciar uma terapéutica que
permita eliminar os sinais clinicos evidenciados pelo paciente, melhorando a sua qualidade
de vida, bem como a dos proprietarios.



2.1 Taxonomia

A Familia  Helicobacteraceae pertence a Ordem  Campylobacteria, Classe
Epsiolonproteobacteria, Filo Protobacteria. Os membros desta Familia distribuem-se pelos
géneros  Sulfuricurvum, Sulfurimonas,  Sulfurovum, Thiovulum, Wolinella e
Helicobacter (Euzéby, 2010).

Helicobacter sao espiroquetas nao esporuladas, de Gram negativo, oxidase positivas, sendo
algumas catalase positivas (Lecoindre et al., 2000; Mobley, Mendz & Hazell, 2001). Séao
bactérias colonizadoras do tracto gastrointestinal de todo o reino animal (De Bock,
Decostere, Hellemans, Haesebrouck, & Ducatelle, 2006; Van den Bulck et al., 2005a), desde
aves a mamiferos marinhos (Goldman et al., 2009; Oxley, Argo & McKay, 2005), com a
excepgao de cabras (Gueneau et al., 2002). A sua colonizagdo da mucosa gastrica é focal,
frequentemente encontrando-se exclusivamente numa ou duas regides gastricas (Happonen
et al., 1996b; Neiger & Simpson, 2000). Tipicamente, tém um diametro de 0,2 a 1,2 pm com
1,5 a 10,0 um de comprimento e a sua mobilidade é assegurada pela presenca de flagelos
que, dependendo da espécie, podem ser multiplos ou Unicos, com uma distribuicdo polar ou
bipolar (Mobley et al., 2001).

Encontram-se descritas 32 espécies (Euzéby, 2010), dividas em dois grupos, gastricas e
entéricas (Haesebrouck et al., 2009). De entre as espécies descritas, 20 sdo entéricas,
colonizando varios 6rgaos do tracto gastrointestinal posterior, tais como o intestino e o
figado (Fox et al., 1995b). Na sua maioria sdo urease negativas e tolerantes a bilis
(Gueneau & Loiseaux-De Goer, 2002; Solnick & Schauer, 2001; Stanley et al., 1993). Todas
as 12 espécies gastricas sao produtoras de urease, e é neste grupo que se encontram as
espécies que podem ter um papel fundamental no desenvolvimento de gastrites cronicas
(Lee et al., 1992; Takemura, Camargo, Alfieri & Bracarense, 2009).

Morfologicamente sdo reconhecidas quatro formas distintas de Helicobacter sp., inicialmente
descritas por Lockard e Boler (1970): a primeira, de nome Lockard tipo 1, distingue-se por
ser fusiforme, ligeiramente espiralada e pela presenca de mdultiplas fibras periplasmaticas ao
longo de toda a superficie. Esta morfologia é tipica das espécies entéricas como H. bilis. A
segunda forma descrita, designada por Lockard tipo 2, distingue-se pela forma
completamente espiral e pela presenga de fibras periplasmaticas, formando grupos de duas

a quatro, morfologia tipica de H. felis. A terceira forma, Lockard tipo 3, diferencia-se da
4



anterior pela auséncia de fibras periplasmaticas, encontrando-se representada pela espécie
H. bizzozeroni. A Ultima forma refere-se a uma Unica descricao, por Weber e Schmittdiel
(1962), de H. salomonis (Solnick & Schauer, 2001).

As relagbes filogenéticas entre algumas espécies de Helicobacter encontram-se resumidas
na figura 2. Realga-se a presencga clara de dois grandes agrupamentos, justificando assim a
divisdo do género em dois grupos, gastrico e entérico.

H. bilis T H. muridarim T GRUPO ENTERICO
H. canis T,
H. cingedi T, H. hepaticus T
H. typhionicus T H. cinaglh
H. fennaliing T

— urzaze negative

urease positivo

H. trogontum T
Ave-C
H. oaurati T Ave- B
H. mustelae

GRUPO GASTRICO
H. suncus

— Urease positivo

. - H. pamelensis T
H. mesocricetorum | H. cholecystus T

H. rodentium T
H. canadensis T+

H. puliorum T ] ]
H. puliorum 7 Wolinella succinogenas

H. hemestringe T,

H.acinome T “Candidatus H. bovis”

Helicobacter zp. Tigre

oo
Salomonls H. helimannil bgpe 2
H. felis T

H. cypogastricus

H. heilmannil type 1 e hirsozemn T

H. baculiformis

Figura 2: Relacdes filogenéticas do género Helicobacter.

Adaptado de Gueneau & Loiseaux-De Goer, 2002; Haesebrouck et al., 2009.

2.2 Helicobacter spp. em céao e gato

A presenca de espiroquetas na mucosa gastrica de animais de companhia foi inicialmente
descrita por Salomon em 1896 (Hermanns, Kregel, Breuer & Lechner, 1995) sendo, as suas
caracteristicas descritas mais tarde (Lockard & Boler, 1970; Weber & Schmittdiel, 1962). Foi

a ligagao de uma destas espiroquetas - Helicobacter pylori - a gastrite cronica e Ulceras em



humanos (Marshall & Warren, 1984) que despoletou o interesse intenso no estudo das
populacdes presentes nos animais de companhia, como possiveis fontes de infeccao. Lee,
Hazell, O’'Rourke e Kouprach (1988) isolaram a primeira espiroqueta do estbmago de um
gato, posteriormente classificada como H. felis (Paster et al., 1991), tendo sido postulada a
possibilidade de se tratar de um agente zoondético. Outros investigadores continuaram a
procurar uma fonte de infec¢cdo de origem animal (Fox, 2002; Lecoindre et al., 2000; Otto et
al., 1994; Queiroz et al., 1996), acreditando que existia uma grande probabilidade de se
encontrarem espécies de Helicobacter com potencial zoon6tico nos animais de companhia
(De Groote et al., 2005; Ganiéere, Ruvoen & André-Fontaine, 2001).

Conforme se foi progredindo no estudo destas bactérias, foram descritas outras espécies
para além de H. felis, como colonizadores da mucosa gastrica do cdo e do gato. H.
bizzozeronii foi isolado da mucosa gastrica de caes (Hanninen, Happonen, Saari & Jalava,
1996) seguido por H. salomonis (Jalava, Kaartinen, Utriainen, Happonen & Hanninen, 1997)
e H. bilis (Eaton et al, 1996). Uma outra espiroqueta, inicialmente conhecida como
Gastrospirillum hominis (Heilmann & Borchard, 1991), revelou ser de facto um grupo de
bactérias geneticamente similares a H. felis, que foram designadas provisoriamente como
“H. heilmannii” (Solnick et al., 1993). Hoje sabe-se que existem pelo menos quatro tipos de
“H. heilmannii’, todas eles colonizadores da mucosa gastrica dos animais de companhia
(Bridgeford et al., 2008; O'Rourke et al., 2004).

Contudo, é importante referir que colonizagdo nao significa necessariamente doenga. S6
com a descoberta que caes inoculados experimentalmente com H. pylori desenvolviam
gastrites linfoplasmociticas semelhantes as presentes no Homem (Radin et al., 1990) é que
se atribuiu um papel activo a Helicobacter nas gastrites de pequenos animais. Inicialmente o
interesse nestes estudos limitava-se a encontrar um modelo animal para a doenga no
Homem (Dieterich, Wiesel, Neiger, Blum & Corthesy-Theulaz, 1998; Lee et al., 1988), mas
rapidamente se expandiu para clarificar a importancia destas bactérias em gastrites cronicas
nos caes e gatos, afec¢des cuja causa primordial é raramente identificada e frequentemente
tratadas apenas de forma sintomatica (Simpson et al., 2000a; Wiinberg et al., 2005).

A demonstracdo de uma relagdo entre colonizacdo com Helicobacter spp. e grau de
inflamagao e desgenerescéncia da mucosa gastrica em gatos (Hermanns et al., 1995) deu
inicio a 15 anos de pesquisa, visando clarificar o papel de Helicobacter no desenvolvimento
de gastrites.



Verificou-se que a presenca de Helicobacter na mucosa de gatos sintomaticos se reflecte
num maior grau de inflamacéo gastrica em comparacdo com gatos assintomaticos (Strauss-
Ayali, Scanziani, Deng & Simpson, 2001), sugerindo que a bactéria interfere de alguma
forma no desenvolvimento de gastrites. A observacao de que gatos SPF inoculados
experimentalmente com H. felis desenvolveram gastrites com hiperplasia linfofolicular
(Simpson et al., 2000a), demonstrou que o género Helicobacter tem mais do que uma
espécie com potencial patogénico (Erginsoy & Sozmen, 2006), uma possibilidade que se
confirmou com a descoberta de uma ligagcdo entre a presenca de “H. heilmannii’ e o
desenvolvimento de gastrite crdnica tanto em gatos domésticos sintomaticos (Feinstein &
Olsson, 1992) como em gatos vadios (El-Zaatari et al., 1997). Mais recentemente, “H.
heilmannii’ foi implicado na patogénese do linfoma alimentar felideo (Bridgeford et al., 2008)
e na hiperplasia linféide (Takemura et al., 2009).

Relativamente aos cades, Hwang et al. (2002a) demonstraram que animais sintomaticos
estavam significativamente mais colonizados com Helicobacter spp. do que o0s
assintomaticos, uma situagdo em todo semelhante a dos gatos (Strauss-Ayali et al., 2001).
H. felis tem sido identificado como possivel agente causal, em caes com gastrite cronica,
uma vez que se encontra ausente em animais saos (Haesebrouck et al., 2009), causando
gastrites linfoproliferativas quando inoculado em caes gnotobidticos (Lee, et al., 1992). Em
comparagdo com animais nao infectados, os cées colonizados com Helicobacter
demonstram maior atrofia glandular (Neiger & Simpson, 2000), o que pode indicar uma
ligacdo entre colonizagdo e doenca. Esta ligacdo é reforgcada pela observacdo de que caes
colonizados desenvolvem mais frequentemente fibrose gastrica do que os nao colonizados
(Wiinberg et al., 2005).

E importante notar que ndo é exclusivamente no cdo, gato e Homem que o género
Helicobacter tem potencial patogénico, com reflexos sobre o desenvolvimento de alteragdes
gastricas. Nos mamiferos marinhos, a espécie implicada é H. cetorum (Harper et al., 2002),
nos grandes felideos H. acinonyx (Eaton et al., 1996), e em furdes H. mustelae (Erdman et
al., 1997; Fox et al., 1990). Em conjunto, estes dados reforcam o potencial patogénico do
género, sendo possivel a existéncia de uma espécie de Helicobacter particularmente
patogénica para cada mamifero (Harbour & Sutton, 2008). Em geral, H. felis, H. bizzozeronii,
H. bilis, “H. heilmannii” e H. salomonis - espécies ja identificadas como comensais ou
colonizadores oportunistas da mucosa gastrica em animais de companhia (Haesebrouck et
al., 2009; Jalava et al., 1998; Priestnall et al., 2004; Van den Bulck et al., 2005b), cujas

caracteristicas morfoloégicas se encontram descritas na tabela 1, podem apresentar uma
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relagdo causa-efeito nas gastrites cronicas do cao e do gato, tal como H. pylori em

humanos.

Tabela 1: Descrigcdo morfologica das espécies de Helicobacter em estudo.

Caracteristica H. felis®  H. bizzozeronii® H. heilmannif  H. salomonis® H. bilis®

Diametro celular 0,4 0,3 0,5 0,8a1,2 0,5

Localizacao de Bipolar Bipolar Bipolar Bipolar Bipolar
flagelos

Flagelos com + + + + +

bainha

Actividade oxidase + + ND +

Reducéo de nitrato + + ND + +

Hidrolise de acetato + - ND + -

Reducéao TTC + - ND +

Actividade DNase

Tolerancia a bilis a ND +
1%

+, 100% de estripes positivas; -, 0% de estirpes negativas; ND, informagéo néo determinada
a Jalava et al.(1997) ; b Paster et al. (1991) ; ¢ Hanninen et al. (1996) ; d Haesebrouck et al.(2009); e Fox et al.(1995a)



2.3. Epidemiologia

Existe algum grau de heterogeneidade, tanto na prevaléncia, como na composicao das
populacdes de Helicobacter identificadas na mucosa gastrica de caes e gatos. Priestnall et
al. (2004) estudaram duas populagdes de animais de companhia oriundas dos Estados
Unidos da América e da Alemanha, verificando que, apesar de ambas as populagdes serem
colonizadas por mais do que uma espécie, a composi¢ao variava. Verificou-se igualmente
uma diferenca geogréfica na prevaléncia de animais colonizados. Na Dinamarca, 76,7% dos
caes foram identificados por PCR como colonizados por Helicobacter (Wiinberg et al., 2005),
enquanto na Coreia a prevaléncia encontrada foi de 82,3% (Hwang et al., 2002a). Se
considerarmos os estudos que utilizam outras técnicas para identificar a presenga de
Helicobacter, como a microscopia Optica, existe ainda maior variagdo (Hermanns et al.,
1995; Wiinberg et al., 2005). Esta heterogeneidade nos resultados e metodologias aplicadas
originou dados discrepantes relativamente a prevaléncia de Helicobacter em animais de
companhia (Strauss-Ayali et al., 1999; Van den Bulck et al., 2005b).

Com a identificacao de sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras (primers) especificas para
cada espécie, a incerteza aumentou, uma vez que alguns estudos continuam a utilizar
exclusivamente primers para Helicobacter spp. (Shojaee Tabrizi et al., 2010; Takemura et
al., 2009) enquanto outros aprofundam a sua pesquisa com primers especificos (Bridgeford
et al., 2008; Wiinberg et al., 2005). Assim, quando se tenta interpretar as diferengas entre as
populagdes e prevaléncias de Helicobacter no céo e no gato, ha que ter em consideragao
qual a metodologia utilizada e a sua especificidade.

Relativamente aos animais de companhia, é importante diferenciar entre populacdes
domeésticas e silvaticas. A maioria das doencas infecto-contagiosas tendem a disseminar-se
muito mais eficazmente em populagdes silvaticas do que em domésticas devido ao contacto
intimo, e por vezes violento, entre os individuos e as deficientes condi¢cdes higio-sanitarias.
No caso de Helicobacter, Ghil et al. (2009) demonstraram que a prevaléncia de colonizacao
em animais domeésticos é metade da observada numa populacao silvatica. Em Portugal,
onde € comum os animais de companhia - especialmente gatos - terem vida livre, permitindo
livre contacto com populagdes silvaticas, estas diferengas podem vir a ser importantes para
a compreensao da transmissao de agentes potencialmente patogénicos.



Na tabela 2 encontram-se discriminadas as populagdes e prevaléncias de Helicobacter
encontradas na América do Norte, América do Sul, Asia e Europa. Em Portugal, ndo existe
informacgao disponivel acerca da composi¢cdo ou prevaléncia da populacdo de Helicobacter
em animais de companhia, dados essenciais para o estabelecimento de uma ligagéo entre
colonizacao e gastrites cronicas (Al-Soud et al., 2003; Eaton et al., 1996; Solnick & Schauer,

2001)
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Tabela 2: Prevaléncia de Helicobacter spp. em varias populacées de canideos e felideos.

] . Nivel de Canideos Felideos Populacao
Localidade Metodologia L ) Ref.
Identificacao (%) (%) Helicobacter
Alemanha FISH e PCR Espécie ND 100 1,2,3 a
Australia Urease ND ND 86 ND c
Bélgica PCR Espécie 71,8 79,1 1,2, 4 m
Brasil Microscopia ND 96 ND ND q
Coreia PCR Género ND 56,3/91,1*** ND P
Coreia Urease ND 78,4 64 ND b
Coreia PCR Espécie 82,3 84 1,3 b
Dinamarca PCR Género 76,7 ND ND n
Dinamarca FISH e PCR Espécie 100 ND 1,2,3 a
E.U.A. FISH e PCR Espécie ND 100 1,2,3 a
E.U.A. PCR* ND ND 41 ND ad
E.U.A. Microscopia ND 100 ND ND e
E.U.A. PCR Espécie ND 100 3 J
E.U.A PCR Género 77,2 ND ND k
E.U.A PCR Espécie ND 37,7 1,3 /
Finlandia Microscopia Espécie 100 ND 1,2, 4 f
Cultura

Finlandia  Cultura Espécie 51 ND 1,2,3,4 g
Holanda Microscopia ND 92 ND ND** i
Irao PCR Género ND 67,5 ND
Suica PCR Espécie ND 78 3

a- Priestnall et al., 2004 1-  H. felis

b- Hwang et al., 2002a 2-  H. bizzozeronii

c- Ottoetal 1994 8- "H. heilmannii”

d- Shen, Feng, Dewhirst & Fox, 2001 4- H. salomonis

e- Eaton et al., 1996

f-  Happonen et al., 1998

g- Jalavaetal., 1998

h- Neiger et al., 1998

i-  Cattoli et al., 1999

J-  Norris et al., 1999

k- Strauss-Ayali & Simpson, 1999

I- Strauss-Ayali et al., 2001 FISH; hibridagao in situ fluorescente

m- Van den Bulck et al., 2005b ND; n&do determinado

n- Wiinberg et al., 2005 * amostras fecais

0- Shojaee Tabrizi et al., 2010 ** populacao 1 e 2 determinagao apds cultura de 5

p- Ghil et al., 2009 biopsias

g- Moutinho, Thomassian, Watabe, Suzano & Sequeira, 2007  ~ gatos domésticos/gatos silvestres
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2.4. Patogenia

2.4.1 Transmisséo

Em qualquer doenca infecto-contagiosa, é imprescindivel conhecer a forma pela qual o
agente contagia ou coloniza uma dada populacao (El-Zaatari et al., 1997). Considerando o
potencial patogénico de varias espécies de Helicobacter, é essencial determinar a forma de
transmisséo destas bactérias. Radin et al. (1990) observaram que, apés inoculagdo com H.
pylori, cdes gnotobidticos transmitiam a bactéria para co-habitantes saudaveis e que alguns
desenvolviam esofagites, concluindo que a transmissédo ocorreu por via fecal-oral/oral-oral.
Esta situacdo é em tudo semelhante a transmissao de H. pylori entre pessoas, na qual se
pensa ser essencial a proximidade e contacto fisico (Happonen et al., 1998). A observagao
de transmissao de H. salomonis de uma cadela para os seus filhos, ainda durante o periodo
de lactacdo, € fortemente sugestiva de transmissdo oral-oral (Hanninen, Happonen, &
Jalava, 1998).

Os préprios sinais clinicos da doenga gastrica cronica sugerem uma transmissao oral-oral,
uma vez que o vémito é uma caracteristica importante em animais sintomaticos colonizados
com Helicobacter (Leib, 2005), resultando na conspurcacdo do meio ambiente com
conteudo estomacal contaminado. Pelo contrario, a diarreia, uma potencial via de
transmisséo fecal-oral, ndo é tao caracteristica de gastrites crénicas (Simpson, 2006). Um
estudo de Lee, Fox, Otto, Dick & Krakowka (1991) demonstrou que caes colonizados com H.
pylori transmitiam a bactéria a co-habitantes sdos, enquanto que em ratinhos tal ndo se
verificava, reforcando a possibilidade da ocorréncia de transmissao oral-oral, uma vez que
os ratinhos sao coprofagos e ndo vomitam. Helicobacter spp. pode ocorrer na cavidade
bucal de animais de companhia (Recordati et al., 2007). No entanto, a densidade de
colonizacao neste local ndo reflecte a da mucosa géastrica (Shojaee Tabrizi et al., 2010),
sugerindo que 0s animais podem ser reservatorios transitérios destas bactérias. Assim, um
animal saudavel pode transmitir a bactéria a outro animal que podera posteriormente
desenvolver uma gastrite cronica considerada idiopatica.

E possivel detectar Helicobacter spp. em amostras fecais de varios animais com recurso a
técnicas de PCR (Harper et al., 2002; Oxley, 2004), pelo que nao se pode pér de parte a via
de transmissao fecal-oral. A investigacdo da excrecao de espécies de Helicobacter por via
fecal em animais de companhia tem originado resultados divergentes. Alguns estudos
demonstram que é possivel detectar ADN de Helicobacter spp. (Fox et al., 2002; Ghil et al.,
2009; Kostia, Veijalainen, Hirvi, & Hanninen, 2003; Shen et al., 2001) e H. pylori (Fox et al.,
1996) em amostras fecais. No entanto, as tentativas de isolamento de outras espécies
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gastricas a partir de material fecal ndo obtiveram sucesso (Hanninen et al., 1998). Como a
técnica de PCR nao permite a diferenciagéo entre bactérias viaveis e ndo-viaveis (Recordati
et al., 2007), é necesséria alguma precaucao antes de concluir que a presenca de ADN

bacteriano em amostras fecais é indicativa de transmissao fecal-oral.

E claro que muitas questdes ainda se encontram por esclarecer relativamente ao modo de
transmissédo de Helicobacter spp., mas € possivel que a transmissao possa ocorrer através
de fomites, ndo sendo estritamente necessario o contacto entre individuos. Ha mais que
uma década que se sabe que agua contaminada com H. pylori € uma possivel fonte de
contaminagdo em paises industrializados (Klein, Graham, Gaillour, Opekun & Smith, 1991),
hipétese que veio mais tarde a ser confirmada com a descoberta de que Helicobacter spp. é
mais resistente ao cloro que Escherichia coli (Neiger & Simpson, 2000). Recentemente, um
estudo internacional com colaboragéo de investigadores portugueses demonstrou que, em
geral, o género Helicobacter tem a capacidade de sobreviver quatro dias em meio aquatico
(Azevedo et al.,, 2008). Parece claro que as fomites podem constituir um interveniente
importante na transmissédo de Helicobacter, e que os animais de companhia com vida livre

podem estar mais sujeitos a infeccao do que os exclusivamente domésticos.

2.4.2 Colonizacéo

Na tentativa de esclarecer o papel de Helicobacter spp. na gastrite cronica em animais de
companhia, é importante perceber a forma como estas bactérias sao capazes de ultrapassar
0S mecanismos protectores no ambiente gastrico dos animais (Lecoindre et al., 2000). Antes
de atingirem a mucosa gastrica, Helicobacter spp. tém de sobreviver ao ambiente acido do
estbmago, devido ao acido cloridrico, e simultaneamente contrariar o fluxo natural dos sucos
gastricos, que se encontram em constante movimento. Ap6s atingir a zona da mucosa
gastrica, Helicobacter spp. tém de conseguir aderir a superficie, evitando ser arrastados
para o intestino, onde existe bilis, ao qual as espécies de Helicobacter gastricas nao sao
resistentes (tabela 1). Helicobacter possui vérios factores de colonizagdo que permitem o

seu estabelecimento na mucosa gastrica.

2.4.2.1 H. pylori

Os factores que permitem a colonizagdo da mucosa gastrica por H. pylori ja foram
amplamente estudados, sendo eles a mobilidade, a enzima urease, a quimiotaxia negativa,

a disrupgao da polaridade das células gastricas e a expressdao de varias adesinas
(Haesebrouck et al., 2009).
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O primeiro factor a ser investigado foi o da mobilidade, verificando-se que sé estirpes de H.
pylori com capacidade de locomocdo sdo capazes de colonizar o estdmago de leitdes
(Eaton, Morgan & Krakowka, 1989). A mobilidade permite a deslocagdo das bactérias do
limen gastrico, onde o pH é &cido, para a mucosa, com pH é mais proximo da neutralidade
(Ottemann & Lowenthal, 2002). De igual importdncia em termos de mobilidade, € a
expressao do receptor TlpB, que confere a bactéria uma quimiotaxia negativa em relacao a
acidez do meio ambiente, movimentando-se rapidamente em direccdo a um pH mais
alcalino e diminuindo a velocidade de deslocacdo a medida que o ambiente fica menos
acido (Croxen, Sisson, Melano & Hoffman, 2006). Para todos os efeitos, o receptor TlpB é
de facto um detector de pH que permite a bactéria orientar a sua locomogéao em direcgéo a
mucosa gastrica e que, ao diminuir a velocidade proximo da mucosa gastrica, facilita a
adesao da bactéria & mesma.

A hidrolise da ureia em aménia e diéxido de carbono, uma reacgao catalisada pela enzima
urease, codificada pelos genes ureA e ureB (Akada, Shirai, Takeuchi, Tsuda, & Nakazawa,
2000), neutraliza o acido cloridrico presente no suco gastrico, alcalinizando o ambiente em
torno da bactéria e permitindo a sua sobrevivéncia neste meio in6spito (Marshall, Barrett,
Prakash, McCallum & Guerrant, 1990). Parte integral deste sistema de protecgéo € a bomba
de protdes Urel, que activa a urease em resposta a uma acidificagdo do meio que rodeia a
bactéria, permitindo a entrada de ureia na célula (Mollenhauer-Rektorschek, Hanauer, Sachs
& Melchers, 2002). Em conjunto, a enzima urease e a bomba Urel conferem a H. pylori a
capacidade de resistir a acidez gastrica nas primeiras fases da infecgdo, até atingir a
mucosa gastrica (Bury-Mone, Skouloubris, Labigne & De Reuse, 2001). Uma vez na mucosa
gastrica, a expressao de varias adesinas permitem que a bactéria adira de forma estavel a
mucosa (Odenbreit, 2005).

A Ultima arma no arsenal de H. pylori é a proteina CagA, cujas caracteristicas citotdxicas
serdo abordas na secgao seguinte. Tan, Tompkins e Amieva (2009) demonstraram que a
disrupgao da polaridade das membranas na superficie apical das células da mucosa
gastrica, levada a cabo por CagA, permite que H. pylori colonize zonas em que nao ha
colonizacao por outras bactérias de vida livre, por estas serem arrastadas. Este facto, em
conjunto com as adesinas e a altera¢ao do pH local por ac¢ao da urease, confere a H. pylori
a capacidade de criar um nicho, no qual a bactéria se nutre e multiplica.

2.4.2.2 Outras espécies de Helicobacter

O conhecimento dos factores de colonizacdo noutras espécies de Helicobacter é muito
limitado, mas pensa-se que sejam semelhantes aos ja descritos para H. pylori (Haesebrouck
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et al., 2009). Apenas se encontram descritas a importancia da mobilidade na colonizagao
por H. felis (Josenhans, Ferrero, Labigne & Suerbaum, 1999), da enzima urease na
colonizacao por H. mustelae (Andrutis et al., 1995) e das adesinas na colonizagdo de gatos
por Helicobacter spp. (Lecoindre et al., 2000). Contudo, a presenga dos genes ureA e ureB
em varias outras espécies de Helicobacter (Pot et al., 2007) permite inferir que, tal como em
H. pylori, a enzima urease contribui para a colonizacdo da mucosa gastrica pelos restantes
membros do grupo de Helicobacter urease positivas (Baele et al., 2004; Gueneau &
Loiseaux-De Goer, 2002; Haesebrouck et al., 2009).

2.4.3 Factores de viruléncia

Os factores de viruléncia conferem as bactérias o potencial para desencadear um processo
patolégico no hospedeiro. O conhecimento destes factores permite uma melhor
compreensao da fisiopatologia da doenca e o desenvolvimento de estratégias para a
controlar e/ou prevenir.

Entre estes factores encontram-se a endotoxina e as exotoxinas. A endotoxina é, por
definicdo, um componente da parede celular das bactérias de Gram negativo, libertada apos
a morte das mesmas. As exotoxinas, em contraste, sdo substancias libertadas pelas
bactérias que induzem uma resposta especifica do organismo hospedeiro, frequentemente
nociva. Estas exotoxinas podem ser produzidas na sequéncia do metabolismo normal da

bactéria, ou podem ter uma acgéo especifica de alteracao das células alvo.

No caso de Helicobacter, a inoculacdo em leitdes de formas cocodides inactivas da bactéria
nao licitou qualquer tipo de resposta nociva do hospedeiro (Eaton, Catrenich, Makin &
Krakowka, 1995), sugerindo que os factores de viruléncia expressos por Helicobacter sao
essencialmente exotoxinas, com a possivel excepgdo da enzima urease (Haesebrouck et
al., 2009).

2.4.3.1 Factores de viruléncia de Helicobacter pylori

Os factores de viruléncia de H. pylori tém sido amplamente investigados, devido a sua
importancia na patogénese de gastrites crénicas e neoplasias gastricas no Homem. Até a
data, foram identificadas a enzima urease e as proteinas CagA e VacA, como factores de
viruléncia cuja presenca tem a capacidade de alterar significativamente o metabolismo
normal das células da mucosa gastrica (Haesebrouck et al., 2009). Mais recentemente, tem
sido investigada a capacidade de H. pylori interferir com a fosforilagcdo da cadeia leve da
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miosina (Wroblewski et al., 2009) e de interagir com os receptores “sonic hedgehog” (Lee et
al., 2010).

Os factores de viruléncia abaixo referidos nao estao universalmente presentes em todas as
estirpes de H. pylori, 0 que explica a existéncia de uma grande variagdo na capacidade
desta bactéria de causar alteragbes gastricas (De Bock et al., 2005; Guttman & Finlay,
2009).

2.4.3.1.1 Urease

A presenca dos genes ureA e ureB ja foi descrita como factor importante na capacidade de
colonizagado, mas um dos produtos da urease também tem um forte componente virulento. A
amoénia, produzida como consequéncia da hidrélise da ureia, é citotoxica para as células
gastricas, provocando a sua lise (Smoot, Mobley, Chippendale, Lewison & Resau, 1990; Zhu
et al., 2002), libertando assim nutrientes importantes para a bactéria.

2.4.3.1.2 CagPAl

O CagPAl é uma ilha de patogenicidade identificada no genoma de H. pylori que codifica
para proteinas especificas capazes de causar alteracées celulares que conduzem ao
desenvolvimento de doenca gastrica (Censini et al., 1996; Covacci et al., 1993). A CagPAl é
responsavel pela codificagcdo de 18 proteinas que formam uma estrutura tipo 1V, semelhante
a uma seringa, conferindo a H. pylori a capacidade de penetrar na célula alvo, injectando a
proteina CagA e peptidoglicano (Asahi et al., 2000; Christie & Vogel, 2000). Estas proteinas
provocam alteragdes morfologicas (Moese et al., 2004; Naumann et al., 1999; Segal, Cha,
Lo, Falkow & Tompkins, 1999; Selbach, Moese, Backert, Jungblut & Meyer, 2004) e
respostas pro-inflamatérias (Odenbreit, Gebert, Puls, Fischer & Haas, 2001; Odenbreit et al.,
2000) nas mesmas. Para além disso, a interaccao entre a membrana celular das células-
alvo com a estrutura tipo 1V, leva a libertagdo de citoquinas pro-inflamatérias (Naumann et
al., 1999). Recentemente, Viala et al. (2004) demonstraram que a injeccao de peptidoglicano
também é responsavel pela resposta pro-inflamatéria das células-alvo, uma resposta que
aparenta ser mais acentuada do que a provocada pela CagA (figura 3).
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Para além de codificar a estrutura tipo IV e a CagA, a CagPAi exibe ainda a capacidade de
promover a apoptose de linfécitos T, através de mecanismos ainda ndo completamente

conhecidos (Paziak-Domanska, Chmiela, Jarosinska & Rudnicka, 2000; Wang et al., 2001).

Todavia, a relagao entre a presenga de CagA e capacidade patogénica de H. pylori, pode
nao ser assim tao linear. Apesar de a maior parte das estirpes CagA* de H. pylori serem
mais patogénicas do que as CagA (Beales, Crabtree, Scunes, Covacci & Calam, 1996;
Hamlet, Thoreson, Nilsson, Svennerholm & Olbe, 1999; Kuipers, Perez-Perez, Meuwissen &
Blaser, 1995; Peek et al., 1995), tal nem sempre se verifica (Go & Graham, 1996; Kusters et
al., 2006), indicando que ainda existe necessidade de clarificar esta questéao.

2.4.3.1.3 VacA

Este factor de viruléncia parece conceder a H. pylori, pelo menos em parte, a capacidade de
provocar neoplasias e uUlceras gastricas (Atherton et al., 1995), através das alteracbes que
promove nas células alvo. VacA é uma proteina que permanece ligada a membrana da
bactéria, libertando-se apenas quando esta entra em contacto intimo com a célula alvo
(Ilver, Barone, Mercati, Lupetti, & Telford, 2004). Este comportamento é fortemente
sugestivo da presenga de receptores para VacA na membrana das células da mucosa
gastrica (Fitchen et al., 2005), que ainda nao foram identificados (figura 3). Uma vez em
contacto com a célula-alvo, ocorre a libertagdo de VacA, podendo ter cinco ac¢des possiveis
(Cover & Blanke, 2005): induzir a vacuolizagao (figura 3) (Cover & Blaser, 1992); promover a
apoptose da célula; induzir uma resposta pro-inflamatéria; formar poros na membrana
celular; e penetrar no espacgo extracelular do tecido gastrico (Haesebrouck et al., 2009;
Kusters et al., 2006). A apoptose celular é provocada por VacA quando, apds a penetracao
na célula, esta se liga & membrana interna da mitocdndria (figura 3) (Cover, Krishna, Israel &
Peek, 2003; Kuck et al., 2001; Willhite & Blanke, 2004). A criagdo de poros através da
membrana bi-lipidica da célula-alvo resulta num aumento da permeabilidade da mesma,
originado a libertagdo de nutrientes e catides (figura 3) que sado depois utilizados nos
processos metabdlicos de H. pylori (Kusters et al., 2006; Montecucco & de Bernard, 2003).
Ao penetrar através das juncdes ocludentes entre as células gastricas (figura 3), VacA
interage com granulécitos, mondcitos e linfocitos, inibindo a proliferacdo e activagao de
linfécitos T (Kusters et al., 2006). Esta alteracdo das juncbes ocludentes e a penetracao de
VacA, parece resultar de algum grau de sinergia entre esta proteina e a CagA (Guttman &
Finlay, 2009).
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Figura 3: Representacdo do envolvimento das proteinas CagA e VacA na patogénese de doenca
gastrica provocada por H. pylori.
Adaptado de Kusters et al. (2006). InT — linfécitos T

2.4.3.2 Factores de viruléncia de outras espécies de Helicobacter

Nao existe muita informacéo disponivel sobre os factores de viruléncia de outras espécies
de Helicobacter. Contudo, uma vez que todas as espécies de Helicobacter gastricas sao
urease positivas, € muito provavel que a producdo de amoénia resultante da actividade desta
enzima tenha o mesmo efeito sobre as células da mucosa gastrica (Baele et al., 2004;
Haesebrouck et al., 2009). Relativamente a Helicobacter colonizadores da mucosa gastrica
de animais de companhia, ja foram sequenciados os genes ureA e ureB de H. felis, H.
salomonis (Baele et al., 2004), H. bizzozeronii (Zhu et al., 2002), H. baculiformis (Baele et
al., 2008b) e “H. heilmannii* (Dieterich et al., 1998; O'Rourke et al., 2004; Solnick, O'Rourke,
Lee & Tompkins, 1994). Interessantemente, a enzima urease de “H. heilmannii’ aparenta ter
uma actividade diferente das restantes (Solnick & Schauer, 2001).
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As proteinas CagA e VacA, conhecidas como potentes factores de viruléncia de H. pylori,
nao foram identificadas em H. felis (Mohammadi, Redline, Nedrud & Czinn, 1996), nem em
H. bizzozeronii (De Bock et al., 2006). Todavia, estas bactérias tém a capacidade de
provocar alteragcdes na mucosa gastrica de ratinhos (De Bock et al., 2005), tal como H. pylori
(Peek et al., 2000) em gerbilos. Mesmo sem estas proteinas, H. felis promove
degenerescéncia das células da mucosa gastrica em caes (Peyrol, Lecoindre, Berger,
Deleforge & Chevallier, 1998) sugerindo que ainda existem factores de viruléncia por
identificar em Helicobacter.

2.4.4 Resposta do hospedeiro a colonizacao

A reacgao de um hospedeiro a colonizagao por uma bactéria caracteriza-se por dois tipos de
respostas, a imunidade inata e a imunidade especifica, com as suas vertentes humoral e
celular. Sabe-se que ambas intervém no desenvolvimento de alteracbes gastricas

provocadas por Helicobacter spp. (Portal-Celhay & Perez-Perez, 2006).

2.4.4.1 Imunidade inata

O reconhecimento de padrbées moleculares de origem bacteriana (PAMP, pathogen-
associated molecular patterns) é feito através dos receptores TLR, presentes em varios tipos
de células. Nos macréfagos, o TLR2 é considerado o interveniente mais importante no
reconhecimento de Helicobacter spp. (Mandell et al., 2004). A ligacdo do PAMP ao receptor,
induz a activagao das células, com produgéo das citoquinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 e
IL-8, também libertadas pelas proprias células da mucosa gastrica em resposta a presencga
de CagA (figura 4), e que funcionam como agentes quimiotaticos causando uma infiltragéo
local de granuldcitos (Crabtree, 1996) e promovendo apoptose celular (Monack, Mueller &
Falkow, 2004). O resultado final é a presenca de um infiltrado inflamatério que marca o inicio
da alteragdo gastrica (Monack, et al., 2004). Os macréfagos também libertam 6xido nitrico
(NO), que contribui para a eliminagéo da bactéria (Portal-Celhay & Perez-Perez, 2006).

2.4.4.2 Imunidade especifica - resposta celular

A resposta celular é inicialmente levada a cabo por neutréfilos aos quais se juntam, numa
fase posterior, macréfagos, linfécitos T e B e plasmécitos (Goodwin, Armstrong & Marshall,
1986). Os macréfagos, através da IL-12, estimulam a diferenciagéo de linfécitos ThO em
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linfocitos Th1 e Th2 (figura 4) (Portal-Celhay & Perez-Perez, 2006). Os linfécitos Th1 sao
predominantes na resposta do hospedeiro a proteina VacA de H. pylori, sendo responsaveis
pela inducdo de IL-2 e IFN-y (figura 4) (Tummala, Keates & Kelly, 2004), que mantém a

inflamagé&o da mucosa gastrica.

2.4.4.3 Imunidade especifica - resposta humoral

A resposta humoral, com a sua caracteristica producao de imunoglobulinas (lg) por
plasmocitos (figura 4) em resposta a estimulagdo antigénica (Ag), intervem na resposta do
hospedeiro a Helicobacter spp. através da producdo de IgA e IgG (Strauss-Ayali et al.,
2001). Estas imunoglobulinas promovem a fagocitose por PMN (Tosi & Czinn, 1990),
contribuindo assim para a eliminagao de Helicobacter.

2.4.4.4 Mecanismos de evasao de Helicobacter ao sistema imunoldgico

A sobrevivéncia de Helicobacter na mucosa géastrica do hospedeiro requer a presenca de
mecanismos que permitam a evasao as defesas do sistema imunoldgico do hospedeiro ou
ao seu comprometimento. Até a data, estao descritos dois mecanismos. O primeiro é levado
a cabo pela proteina bacteriana VacA que bloqueia a proliferagao de linfécitos T, interferindo
com a libertacdo de IL-2 (figura 4) e permitindo a manutengdo da colonizagdo de forma
cronica (Boncristiano et al., 2003). A capacidade de inibir a libertagao de NO pelos
macréfagos, através da enzima arginase, evitando assim a exposicao a este composto
nocivo, € o segundo mecanismo de evasao conhecido (Das, Lahiri & Chakravortty, 2010;
Gobert et al., 2001).
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Figura 4: Resposta do hospedeiro a presenca de Helicobacter e mecanismos de evasao da bactéria
Adaptado Monack et al. (2004) In - linfécito

2.5 Sinais Clinicos

Numa gastrite cronica provocada por Helicobacter, o sinal clinico mais reportado € o vomito
alimentar ou biliar, sendo possivel existir perda de apetite e de peso (Simpson, 2006). Com
o desenvolvimento de Ulceras gastricas, € possivel observar-se melena ou hematoquesia
(Lecoindre et al., 2000). Devido a presenca de uma intensa reaccdo inflamatéria no
estdbmago, os quimiorreceptors presentes na mucosa gastrica enviam sinais vagosimpaticos
para o centro do vémito, estimulando os receptores 5-hidroxytriptamina; € a2-adrenérgicos
e provocando o vémito (Slatter, 2003), como forma de tentar controlar o agente agressor (G.
Ferreira-Dias, Comunicacao pessoal, 2005).

Relativamente a exames complementares de diagnéstico, o hemograma e padrdes
bioquimicos encontram-se frequentemente normais (Ettinger & Feldman, 2009; Jergens et
al., 2009), sendo possivel observar a ocorréncia de anemia no caso da presencga de Ulceras
gastricas (Lecoindre et al., 2000).
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2.6 Diagnoéstico

Existem varias estratégias de diagnostico que podem ser seguidas para confirmar a
colonizacao da mucosa gastrica por Helicobacter, tais como: evidenciacdo da colonizacédo
por ELISA ou PCR, deteccao de ureia e, ainda, observagdo microscopica da presenca de

espiroquetas na mucosa gastrica.

2.6.1 Testes ndo invasivos

2.6.1.1 Ureia no ar expirado

Este foi o primeiro teste nao-invasivo a ser utilizado para confirmacdo da presenca de
Helicobacter spp. em pacientes com sintomatologia gastrica, e tem como base a capacidade
de Helicobacter transformar ureia em amonia e diéxido de carbono pela accdo da enzima
urease. Ureia marcada com os isétopos "°C ou '*C, é administrada ao paciente, por via oral,
sendo posteriormente hidrolisada pela urease de Helicobacter. O resultado da clivagem é a
producédo de diéxido de carbono marcado com os isétopos, que se difunde para a circulagéo
sanguinea, de onde é excretada por via pulmonar, podendo ser medida no ar expirado
(Atherton & Spiller, 1994).

No Homem, esta técnica é amplamente utilizada, existindo correlagdo entre um resultado
positivo e a presenca de Helicobacter na mucosa gastrica (Graham, 2009; Schlenker &
Surawicz, 2009). No entanto, a sua utilidade para evidenciar espécies gastricas de
Helicobacter em animais de companhia tem-se revelado limitada, devido a presenca
potencial de outras bactérias com a capacidade de hidrolisar ureia, como Proteus spp.
(Cornetta, Simpson, Strauss-Ayali, McDonough & Gleed, 1998; Strauss-Ayali et al., 1999), e
a necessidade de instalagcdes hospitalares especializadas (Neiger & Simpson, 2000;
Simpson, 2005).

2.5.1.2 Esfregaco da parede da mucosa gastrica

A utilizacdo da endoscopia para identificar possiveis causas de voémito, corrente em
medicina humana, tem vindo a ser adoptada cada vez mais em medicina veterinaria
(Ettinger & Feldman, 2009). O endoscopio permite observar cuidadosamente a mucosa
gastrica, obter biopsias para avaliagdo histopatolégica, e ainda realizar esfregacos da
mucosa. Um esfregaco pode ser obtido mediante a utilizacdo de uma pequena escova ou
por aposi¢do, depois de se ter obtido uma biopsia, observando-se a presenca de
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espiroquetas com recurso a microscopia Optica. A utilizacdo da escova para a realizagao do
esfregaco tem ainda a vantagem de permitir a amostragem de uma area mais ampla,
evitando assim falsos resultados negativos devido a distribuicdo focal da bactéria
(Happonen et al., 1996a). A coloragao indicada para melhor visualizacao das espiroquetas é
May-Grinwald-Giemsa, ficando as bactérias bem distintas do fundo (Canejo Teixeira, Noiva,
Peleteiro, & Vilela, 2010).

2.5.1.3 Serologia

Em humanos, a utilizagdo de ELISA para detecgdo de infeccdo de Helicobacter tem-se
revelado especifica e sensivel (Fox et al., 1995a; Strauss-Ayali et al., 2001). Nesta técnica
sao utilizados Ag (antigénio) semi-purificados de H. pylori para deteccao de IgG anti-
Helicobacter em circulagdo sanguinea, produzida na sequéncia de um processo de
seroconversao apoés infecgao pela bactéria (Neiger & Simpson, 2000).

Apesar de haver uma grande homogeneidade entre os Ag de H. felis, H. pylori e H.
bizzozeronii, a utilizagdo de ELISA em cées e gatos tem tido resultados dispares (Fox et al.,
1995a; Wiinberg et al., 2005). Em ambas as espécies, a serocoversdo em resposta a
Helicobacter é irregular. Strauss-Ayali et al. (1999) demonstraram que, em alguns caes com
colonizacao densa de Helicobacter ndo ocorreu seroconversao, sugerindo que um défice na
resposta humoral em cées poderia afectar os resultados do ELISA. Wiinberg et al. (2005)
observaram altos titulos de IgG em cédes nao colonizados, advertindo para a possibilidade
da persisténcia de Ac apds a eliminagao da bactéria.

A utilizagdo de H. felis para a obtencdo de material antigénico em testes de ELISA tem
permitido demonstrar uma relagdo entre a presenga de IgG e colonizagdo com H. felis e “H.
heilmannii’ (Strauss-Ayali et al., 2001). A utilizagdo de serologia para determinar o estado de
colonizacao por Helicobacter ainda requer optimizagcao (Hodzic, McKisic, Feng & Barthold,
2001).

2.6.2 Testes invasivos

2.6.2.1 Histopatologia

O diagnéstico histopatoldgico de gastrite cronica por Helicobacter baseia-se na evidenciagao

das bactérias em biopsias de estdbmago, com ou sem o recurso a coloracdes especificas
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(Neiger & Simpson, 2000; Prachasilpchai et al., 2007). Tem a vantagem de apresentar
sensibilidade e especificidade elevadas, quando a observacdo € realizada por um
patologista experiente (Wiinberg et al., 2005), e a desvantagem de requerer um
procedimento invasivo, demorado e dispendioso (Strauss-Ayali et al., 1999). O facto da
distribuicdo das bactérias ser focal, e ndo dispersa, cria uma outra dificuldade para o
diagnostico histopatoldgico, originando a necessidade da recolha de varias amostras de
varias regides, para garantir uma boa representacdo do grau de colonizacdo do animal
(Chisholm, 2003; Neiger et al., 1998; Simpson, Strauss-Ayali, McDonough, Chang, &
Valentine, 1999).

2.6.2.2 PCR

O desenvolvimento da técnica de PCR, em que sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras,
designados primers, sao utilizadas para amplificar uma zona especifica numa cadeia de
ADN, com recurso a passos de desnaturacao, ligagcdo de primers e extenséo (figura 5)
(Mullis & Faloona, 1987), provocou uma revolucdo nas areas de biologia molecular e de
diagnéstico (Lutz, Leutenegger & Hofmann-Lehmann, 1999). Esta técnica de diagnostico
distingue-se de todas as outras pela sua capacidade de, através de primers especificos,
identificar a nivel de espécie Helicobacter presentes na mucosa gastrica, com grande
sensibilidade e especificidade (Al-Soud et al., 2003; Albuquerque, Mendes, Santos,
Moradas-Ferreira & Tavares, 2009). Todos os testes de diagnostico descritos até agora tém
a capacidade de identificar a presenca da bactéria mas ndo de as distinguir a nivel de
espécie (Germani et al., 1997; Happonen et al., 1996a).

®

Figura 5: Representacéo dos trés passos utilizados num ciclo na técnica de PCR.

Desnaturagao da cadeia de ADN (1); Ligacao dos primers (2); Extenséo (3).
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A utilizagao da técnica de PCR requer um primeiro passo de extracgcdo de ADN das
amostras bioldgicas, podendo ser estas ser tecido, saliva ou outros, tendo a vantagem de
amplificar ADN bacteriano mesmo quando presente em quantidades diminutas
(Prachasilpchai et al., 2007).

O passo mais importante de um diagnéstico por PCR prende-se com a utilizagcao de primers
adequados que tém de ser criteriosamente selecionados para que amplifiquem
especificamente o ADN da bactéria em questao (Albuquerque et al., 2009; Lutz et al., 1999).
Os primers mais utilizados na pesquisa de Helicobacter spp. sdo os que amplificam o gene
16s rRNA bacteriano (Neiger & Simpson, 2000). O facto de ser uma regiao altamente
conservada ao longo do género (Sontakke, Cadenas, Maggi, Diniz & Breitschwerdt, 2009),
juntamente com a grande homogeneidade do genoma de algumas espécies de Helicobacter
(Gueneau & Loiseaux-De Goer, 2002; Handt et al., 1994), nomeadamente H. felis, H.
bizzozeronii, “H. heilmannii” e H. salomonis (Baele et al., 2004; Norris et al., 1999; Solnick &
Schauer, 2001) dificultou, durante algum tempo, o desenvolvimento de primers que
permitissem a diferenciacdo entre espécies (Al-Soud et al., 2003; Shen et al., 2001). A
sequenciagdo do genoma de varias espécies de Helicobacter tem permitido o desenho de
primers especificos que amplificam os genes da urease (Dieterich et al., 1998; Jalava et al.,
1997; O'Rourke et al., 2004; Zhu et al., 2002), entre outros (Mikkonen, Karenlampi &
Hanninen, 2004a), resolvendo alguns dos problemas relacionados com a identificacao a
nivel de espécie (Baele et al., 2008a).

A incapacidade de PCR diferenciar entre a presenca de bactérias vidveis e ADN oriundo de
bactérias ndo viaveis, constitui uma limitacao desta técnica (Recordati et al., 2007).

2.6.2.3 FISH

A técnica de FISH baseia-se na utilizagdo de sondas oligonuceotidicas ligadas a um
flurocromo que hibridam com uma bactéria especifica numa amostra, hibridagao essa que é
depois observada com recurso a um microscépio de fluorescéncia (Amann, Fuchs &
Behrens, 2001). Tem sido aplicada com sucesso para identificacdo de Helicobacter a nivel
de espécie em amostras de tecido gastrico fixadas em formol, incluidas em parafina
(Priestnall et al., 2004; Trebesius, Adler, Vieth, Stolte & Haas, 2001). A técnica tem-se
revelado sensivel e especifica, apresentando a vantagem de permitir visualizar a localizagao

especifica da bactéria (Jergens et al., 2009).
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2.7 Terapéutica

2.7.1 Indicacoes

A terapéutica especifica contra Helicobacter esta indicada em caes e gatos com vémito
cronico, nos quais outras causas possiveis (sistémicas, dietéticas, etc.) ja tenham sido
rejeitadas pelo clinico (Ettinger & Feldman, 2009; Simpson, 2005). Alguns autores defendem
a necessidade da demonstragdo das bactérias no ambiente géastrico do paciente (Solnick &
Schauer, 2001), enquanto outros admitem o tratamento com base no conhecimento da
incidéncia epidemioldgica na regiao (Graham, 2009 ; K.W. Simpson, comunicag¢ao pessoal,
Maio 2010).

2.7.2 Antibioterapia

Em medicina humana, a terapéutica baseia-se numa antibioterapia dupla ou tripla (tabela 3),
com a adicao de um farmaco inibidor das bombas de protées, como 0 omeprazol, devido ao
efeito negativo dos sucos gastricos sobre a actividade dos compostos administrados
(Lecoindre et al., 2000). Para minimizar o efeito negativo do pH acido presente no ambiente
gastrico, Lin et al. (2009) desenvolveram nanopatrticulas carregadas positivamente capazes
de proteger os antibiéticos, libertando-os quando interagem com a mucosa gastrica,

garantindo assim maxima eficécia.

Contudo, em medicina veterinaria verificou-se que a adicao de famotidina, um antagonista
dos receptores de histamina 2, ndo melhorou a resposta a terapéutica em céaes (Leib,
Duncan & Ward, 2007) pondo em questdo a necessidade de utilizar compostos que
modificam o ambiente gastrico em animais de companhia e reforgando a importancia de
simplificar a terapéutica para aumentar a cooperagdo dos proprietarios em seguir
rigorosamente as indicac¢des terapéuticas.

A utilizacdo de clavulanato de amoxicilina 20 mg/kg PO BID, claritromicina 7,5 mg/kg PO
BID, metronidazole 10 mg/kg PO BID durante 14 dias (Simpson, 2010) e amoxicilina
22mg/kg PO BID, metronidazole 11 — 15 mg/kg PO BID, bismuto subsalicilato 0,22ml/kg PO
TID/QUID durante 21 dias (Jergens et al., 2009) sdo, neste momento, os regimes
terapéuticos considerados mais eficazes para caes e gatos.
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Tabela 3: Alguns compostos comummente utilizados em medicina humana para tratamento de

gastrite crénica relacionada com H. pylori, em conjunto com omeprazole.

Tratamentos utilizados em medicina

humana

Ref.

amoxicilina/metronidazole + claritromicina
bismuto + metronidazole + tetraciclina
furazolidina + amoxicilina com acido
clavulanico + subcitrato de bismuto
levofloxacina + amoxicilina

amoxicilina + claritromicina + metronidazole

Malfertheiner et al., 2002
Malfertheiner et al., 2002

Abbas et al., 2009

Pontone, Standoli, Angelini & Pontone, 2010
Wu et al,, 2010
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3. Helicobacter spp. numa amostra populacional

3.1 Objectivos do estudo

Apesar de haver varios indicios de que Helicobacter tem a capacidade de provocar gastrites
cronicas em animais de companhia (Bridgeford et al., 2008; Jergens et al., 2009; Leib et al.,
2007; Takemura et al., 2009), esta ligacao directa ainda néo foi estabelecida (Haesebrouck
et al., 2009; Leib et al, 2007).

Para melhor clarificar esta questdo, sao necessarios mais estudos, desenhados para
preencher lacunas ja identificadas no conhecimento: a existéncia de poucos estudos
avaliando a prevaléncia de Helicobacter em varias populagdes (De Groote et al., 2005;
Erginsoy & Sozmen, 2006; Fox, 2002); a necessidade de avaliar a prevaléncia individual de
cada espécie de Helicobacter (Solnick & Schauer, 2001; Strauss-Ayali et al., 2001; Wiinberg
et al.,, 2005); e a utlizacdo de critérios padronizados para a avaliagdo de lesdes
histopatoldgicas (Leib et al., 2007; Neiger & Simpson, 2000).

Este estudo contempla cada uma destas questdes, utilizando um critério padronizado para a
avaliagao histopatolégica (Day et al., 2008) e avaliando a prevaléncia de Helicobacter numa
populagdo de animais de companhia ainda nao estudados, através da utilizacdo da técnica
de PCR.

Pretende-se assim criar uma base de conhecimento acerca da prevaléncia e distribuicdo de
Helicobacter spp. em Portugal, por amostragem numa populacao tipica, por forma a reunir
informacao que permita ao clinico tomar decisdes fundamentadas quanto ao tratamento de
gastrites idiopaticas em caes e gatos com base em dados epidemioldgicos (Graham, 2009).

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Populacao sujeita a investigacio

As amostras utilizadas neste estudo foram recolhidas num total de 129 animais. Destes, 8
eram animais presentes a consulta aos quais foram realizadas biopsias, 28 eram animais
presentes para consulta aos quais foram efectuadas recolhas de amostras fecais, e 95 eram
cadaveres presentes para necrépsia. A origem das amostras, recolhidas entre Setembro de
2009 e Junho de 2010, encontra-se discriminada na figura 6.
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Figura 6: Origem das amostras recolhidas da populagdo em estudo.

3.2.2 Critérios de inclusdo

3.2.2.1 Colheitas in vivo

As colheitas de amostras in vivo foram efectuadas a quatro caes que se apresentaram a
consulta externa do Hospital Escolar da FMV/UTL, e a dois gatos e um cdo que se
apresentaram a consulta na Clinica Veterinaria das Laranjeiras, em Lisboa. Todos os
animais apresentavam sinais clinicos gastrointestinais, caracterizados por vémito
acompanhado ou ndo de diarreia, sem causa sistémica aparente. Foi obtido consentimento
informado dos donos dos animais que integram o estudo.

3.2.2.2 Colheitas post-mortem

As colheitas de amostras post-mortem foram realizadas em cadaveres de canideos e
felideos sujeitos a necrépsia no Servico de Anatomia Patolégica na FMV/UTL durante o
periodo referido. As amostras colhidas de cadaveres que se encontravam frescos ou
refrigerados, sem sinais de decomposicao avancgada, foram consideradas tanto para analise
histopatolégica como PCR, enquanto amostras de cadaveres congelados foram
consideradas exclusivamente para analise por PCR, uma vez que o processo de congelacao
altera consideravelmente o aspecto microscépico dos tecidos e 6rgaos.
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3.2.3 Amostragem

3.2.3.1 Amostras Fecais

Foram recolhidas amostras fecais a 32 animais com vémito crénico, presentes a consulta
externa do Hospital Escolar da FMV/UTL; destes 21 eram caes e 11 gatos, com idades
médias de 5,7 e 5,4 anos respectivamente. As amostras foram voluntariamente recolhidas
pelos donos que aceitaram participar no estudo, representando uma adesao de 62,5% e um
total de 20 amostras fecais.

3.2.3.2 Biopsias in vivo

Foram incluidos neste grupo oito animais submetidos a laprotomia exploratéria e
endoscopia, seis caes e dois gatos, na Unidade de Cirurgia do Hospital Escolar da FMV/UTL
(n=4) e na Clinica Veterinaria das Laranjeiras (n=4). Estas amostras foram sujeitas a
processamento para andlise por PCR e histopatologia, com a excepgdo de um cao e um
gato, cujas amostras eram demasiado pequenas para analise histopatologica tendo sido
apenas sujeitas a andlise por PCR, e um cao cuja amostra foi sujeita a andlise
histopatologica e de um esfregaco por aposicdo uma vez que uma amostra para andlise por
PCR néo foi facultada pelo clinico.

3.2.3.3 Amostras de cadaveres

Dos animais sujeitos a necrdpsia no Servico de Anatomia Patolégica na FMV/UTL, foram
recolhidas amostras estomacais para andlise por PCR de 95 animais - 50 caes e 45 gatos -
com uma média de idades de 6,5 e 7 anos, respectivamente, dos quais 31 foram

submetidos a analise histopatoldgica (18 caes e 13 gatos).

3.2.4 Recolha de Amostras

3.2.4.1 Cadaveres

A remocao dos estbmagos da cavidade abdominal, a sua separagao do eséfago e duodeno,
a abertura ao longo da grande curvatura e a remocao do conteudo estomacal foram
efectuadas conforme descrito por Happonen et al. (1996a). Os estdmagos foram lavados
brevemente em &gua corrente, e foram utilizadas ansas descartaveis esterilizadas para
realizar os esfregacos da parede gastrica, em substituicdo das escovas de endoscopia como
previamente descrito (Happonen et al., 1996a). Foram assim obtidos esfregacos do fundo,
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corpo e antro de cada 6rgao e foram recolhidas amostras destas trés regides para posterior
analise. As amostras destinadas a analise molecular, por PCR, foram mantidas congeladas
a -80%C até processamento, e as destinadas a analise histopatol6gica foram imersas em
formol a 10% (Merck).

3.2.4.2 In vivo

Foram recolhidos dois tipos de amostras in vivo: biopsias gastricas e amostras fecais.

As biopsias gastricas foram recolhidas de caes e de gatos submetidos a lapardscopia
exploratéria na Unidade de Cirurgia no Hospital Escolar da FMV/UTL e na Clinica
Veterinaria das Laranjeiras, ap6s consentimento dos donos. Na FMV/UTL, os gatos foram
pré-medicados com medetomidina 0,08 mg/kg (Domitor®, Esteve) e quetamina 5 mg/kg
(Imalgene®, Merial) enquanto que os caes foram pré-medicados com acepromazina 0,1
mg/kg (Calmivet®, Vétoquinol) e butorfanol 0,15 — 0,2 mg/kg (Dolorex®, Intervet). A indugao
em ambas as espécies foi feita com propofol (Lipuro® 1% Braun) e a anestesia mantida com
isoflurano (Forane®, Abbott Laboratorios, LTD.). Os pacientes da Clinica Veterinaria das
Laranjeiras submetidos a endoscopia foram pré-medicados com medetomidina 0,08 mg/kg
(Domitor®, Esteve) e butorfenol 0,1 mg/kg (Dolorex®, Intervet) enquanto a indugéo foi feita
com propofol (Lipuro® 1% Braun) e a anestesia mantida com isoflurano. O namero de
amostras colhidas variou entre uma e trés, consoante 0 acesso cirurgico e a estabilidade do
paciente. As amostras para histopatologia foram colocadas em formol a 10% (Merck)
enquanto amostras para PCR foram congeladas a -80°C até processamento.

As amostras fecais foram voluntariamente colhidas pelos donos dos pacientes incluidos no
estudo para frascos de plastico com tampa de rosca (Deltalab) e mantidas a -80°C até

processamento.

3.2.5 Processamento de amostras para andlise histopatoldgica

As amostras de tecido gastrico fixadas em formol a 10% foram submetidas a analise
macroscopica, cortadas e colocadas em cassetes (Labometer), imersas em formol a 10%
(Merck) e seguidamente colocadas no processador automatico de tecidos (Leica TP 1020),
Cujos passos se encontram descritos na tabela 4. Apds a sua remogao do processador
automatico, as amostras foram incluidas em parafina (Merek). Foram realizados cortes de 3
um de espessura, utilizando um micrétomo (Leica RM 2135), que foram posteriormente
corados com Hematoxilina-Eosina e Giemsa. A coloragdo com Hematoxilina-Eosina foi
efectuada consoante o protocolo em vigor no laboratério (anexo lll). Resumidamente, as

laminas foram desparafinadas durante 15 minutos (min) e hidratadas durante 5 min; foram
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depois coradas com Hematoxilina de Gill 2 (Sigma-GHS 280) e lavadas em agua destilada e
agua corrente morna. Apds esta coloracéo, as laminas foram colocadas em élcool a 70°
(Aga) durante 1 min e coradas com Eosina-Floxina (Sigma-HT110-3). As laminas assim
coradas foram depois desidratadas, diafanizadas, montadas e avaliadas utilizando um
formulario de avaliacdo proprio (anexo IV) (Day et al.,, 2008) . A coloracao Giemsa foi
efectuada com os mesmos passos de desparafinacao e hidratagéo, e corados com Giemsa
(Merck) e depois desidratadas, diafanizadas e montadas para pesquisa de espiroquetas. Os
esfregacos foram corados com May-Grinwald-Giemsa (Merck) (Happonen et al., 1996a) e
avaliados por microscopia 6ptica para a presenca do agente.

Tabela 4: Passos do processador automatico de tecidos (Leica TP 1020).

Todos os reagentes foram obtidos da Merck.

Passo Reagentes Temperatura Tempo (horas)
1 Formalina Ambiente 1:00
2 Alcool 70° Ambiente 1:00
3 Alcool 95° Ambiente 1:30
4 Alcool 95° Ambiente 1:30
5 Alcool 100° Ambiente 1:00
6 Alcool 100° Ambiente 1:30
7 Alcool 100° Ambiente 1:30
8 Xileno Ambiente 1:00
9 Xileno Ambiente 1:00
10 Xileno Ambiente 1:00
11 Parafina 68°C 2:00
12 Parafina 68°C 2:00

3.2.6 Extraccao ADN de amostras para PCR

3.2.6.1 Amostras de tecido

Para um rastreio inicial para pesquisa de Helicobacter spp. nos animais em estudo, foi
utilizada uma amostra combinada, constituida por 4 a 8 mg de tecido de cada regido (antro,
corpo e fundo). Das amostras positivas para Helicobacter spp., 0 ADN extraido da amostra
combinada foi subsequentemente submetido a uma anadlise por PCR para cada espécie de
Helicobacter em estudo. Apos identificacao das espécies presentes na amostra combinada,
foi extraido ADN de cada uma das amostras regionais desta amostra combinada, a fim de
realizar uma pesquisa por PCR de cada espécie identificada na amostra combinada. Todas
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as extracgoes foram efectuadas utilizando DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen™), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram lisadas com
proteinase K a 56°C durante 1 a 3 horas, ap6s o0 que a amostra foi colocada numa coluna
Dneasy Mini spin®. Conforme descrito na figura 7, seguiram-se varios passos de
centrifugacao (Hermle Z233 MK-2) a temperatura ambiente, com adi¢do de varios tampdes,
permitindo a ligagdo do ADN da amostra a membrana da coluna enquanto contaminantes e

inibidores enzimaticos eram removidos. O ADN das amostras foi mantido a 4°C até analise
por PCR.

Vortex seguido de

180ul tampdo incubagdo a 562C

Eppendorf ATL + 20l (1-3h) vortex
1,5ml proteinase K ocasional

Vortex 15s

Pipetar conteudo
para Minispin column
e tubo de 2ml

200l tampdo AL +
200 pl etanol 96-
100%) e vortex

Centrifugar
8000rpm/1min
500ul tampdo AW1,
centrifugar 500u! tampdo AW2
8000rpm/1min e centrifugar
descartando tubo 14,000rpm/3min
2ml descartar tubo

Minispin em

novo tubo 2ml

200pl tampdo AE na

membrana, incubar
152C/ Imine

centrigurar

8000rpm/1min

Figura 7: Resumo do processo de extraccdo de ADN tecidual utilizando o kit comercial.
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3.2.6.2 Amostras fecais

Todas as extracgdes foram efectuadas com o QlAamp Stool Kit® (Qiagen™), de acordo
com as instrugcées do fabricante. Resumidamente, amostras de 180mg de matéria fecal
foram incubadas com o tampao ASL® (Qiagen™) a 70°C. Para absorver contaminantes e
inibidores enziméticos, foi adicionada a mistura InhibitEX® (Qiagen™), seguida de
centrifugacdo a 14000rpm, durante 1 min (Hermle Z233 MK-2). O sobrenadante foi
recuperado, adicionado a proteinase K e incubado a 70°C durante 10min. Apés a lise, a
amostra foi colocada numa coluna Dneasy Mini spin® seguindo-se varios passos de
centrifugacdo (Hermle Z233 MK-2) a temperatura ambiente, com adigao de varios tampoes,
permitindo a ligacdo do ADN da amostra a membrana da coluna, enquanto quaisquer
contaminantes foram removidos (figura 8). As amostras foram inicialmente testadas por PCR
com primers especificos para o género Helicobacter e as positivas foram seguidamente
testadas, também por PCR com primers especificos para cada espécie de Helicobacter em
estudo.

3.2.7 PCR

3.2.7.1 Condigbes das reacgoes

Foram utilizados primers especificos para Helicobacter spp., H. pylori, H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. bilis e H. heilmannii (tabela 5), e as amplificacdes feitas num
volume final de 50 ul, como previamente descrito (Feng et al., 2005; Fox et al., 1998;
Hammar, Tyszkiewicz, Wadstrom & O'Toole, 1992; Jian, Zhu & Dong, 2001; Mikkonen,
Karenlampi, & Hanninen, 2004b; Neiger et al., 1998; Perkins et al., 1996; Priestnall et al.,
2004; Simpson, Strauss-Ayali, McDonough, Cahng & Valentine, 1999b; Simpson et al.,
2000b; Zhu et al. 2002), em microtubos de 0,2ml (VWR) com FidelTag™ MasterMix (USB®
Products — Affymetrix, Inc.). Para permitir melhor visualizagdo das bandas amplificadas com
primers para H. salomonis foi efectuado um “nested’-PCR, utilizando os mesmos primers e
condigbes acima citadas. A amplificacdo do ADN das amostras foi realizada num
termociclador (BioRAD MyCycler™), nas condi¢des descritas na tabela 6, e mantidas a 4°C.
Os produtos amplificados foram separados por electroforese de um volume de 10ul de
produto em 2ul de tampao carregador (BioLine) num gel de agarose a 1% numa tina
horizontal pequena (BioRAD Mini-Sub® Cell GT e Wide Mini-Sub®Cell GT) com tampao
Tris-borato EDTA a 0,5% (TBE) a 70mv durante 1 hora e 15min (BioRAD PowerPac
Basic™). Em paralelo com os produtos amplificados, foi utilizado um marcador de pesos
moleculares (HyperLadder II™, BioLine).
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Eppendorf 2ml em

1,4ml tampdo ASL

incubagdo a 702C
gelo vortex 1 min. durante 5min.

Adicionar InhibitEX e vortex até

Pipetar 1,2ml de
centrifugar sobrenadante em novo
14,000rpm/3min eppendorf 2ml

Vortex 15s +
centrifugar
14,000rpm/1min

dissolver, incubar 1min 152C

Pipetar 1,2ml
sobrenadante para
eppendorf 1,5ml +

centrifugar
14,000rpm/3min

Pipetar 200ul de
sobrenadante para
eppendorf de 1,5ml

contendo 15l

200ul tampdo AL, vortex
15 sec e incubar 702C 200pl etanol (96-100%)

proteinase K I 10min e vortex

500ul tampdo AW1 e

centrifugar Pipetar conteudo para
14,000rpm/1min Centrifugar coluna Dneasy Minispin
escartando tubo de 2ml 14,000rpm/1min num tubo de 2ml

500ul tampao
AW?2 e centrifugar
14,000rpm/3min

descartar tubo
Centrifugar

14,000rpm/1min
descartando eppendorf 159C/ 1min e centrifugar
de 1,5ml 14,000rpm/1min

200pl tampdo AE na
membrana, incubar

Figura 8: Resumo do processo de extracgdo de ADN fecal utilizando o kit comercial.




Apés electroforese, o gel foi corado com brometo de etidio, durante 30 min, e visualizado

com

transiluminador

de

luz ultravioleta associado a uma maquina

fotografica

(ImageMaster®VDS, Pharmacia Biotech). As imagens foram registadas utilizando o software

LISCAP.

Tabela 5: Primers utilizados e respectivos fragmentos amplificados.

Espécie Frag. Primer Ref.
Helicobacter 1200-pb C97 : 5-GCTATGACGGGTATCC-3’ Fox et al.,1998;
spp. C05 : 5-ACTTCACCCCAGTCGCTG-3 Simpson et al., 1999b
(16s rRNA)
H. pylori 298-pb P3: Hammar et al.,1992;
(16s rRNA) 5-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3' Perkins et al., 1996
P4:
5'-CCTGCTGGGCATACTTCACCATG-3'
H. felis F: Neiger et al., 1998;
(ureaseB) 1150-pb 5-ATGAAACTAACGCCTAAAGAACTAG-3' Simpson et al.,19993a;
R: Simpson et al., 2000a
5-GGAGAGATAAAGTGAATATGCGT-3
H. F: 5-GAAGTCGAACATGACTGCAC-3 Priestnall et al., 2004;
bizzozeronii  420-pb  R:5-GGTCGCATTAGTCCCATCAG-3’ Zhu et al., 2002
(ureaseB)
H. salomonis 537-pb HSALF: Jian et al., 2001;
(HSP60) 5'-CATTTTCAAAGAGGGCTTGC-3’ Mikkonen et al. 2004b
HSALR:
5-GCACACCCCTCAGTTTGTTT-3’
H. bilis 435-pb p17f: Feng et al.(2005)
(16s rRNA) 5'ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAA
CTTCAG-3
P17R:
5-CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT-3
H. heilmannii ureaseB Heil 1F : Neiger, et al.(1998);
580-pb 5-GGGCGATAAAGTGCGCTTG-3’ Priestnall, et al.(2004)
Heil 2R :

5-CTGGTCAATGAGAGCAGG-3’

36



Tabela 6: Ciclos de PCR utilizados de acordo com a espécie a ser pesquisada.

Espécie Inicio Desnaturacdo Ligacdo Extensdao N¢? Extensao

ciclos final

°C Min °C Min °C Min °C Min °C  Min
Helicobacter 94 2 94 1 55 1 72 1 40 72 15
spp-
H. pylori 94 2 94 1 65 2 72 2 35 72 8
H. felis 94 2 94 1 62 1 72 1 40 72 15
H. 94 2 94 1 57 1 72 1 35 72 15
bizzozeronii
H. 94 5 94  30sec 55 30sec 72 1 30 72 10
salomonis
H. bilis 94 2 94 1 55 1 72 1 30 72
H. 95 5 94 1 57 2 72 1 35 72 10
heilmannii

3.2.7.2 Culturas de estirpes padrdo

Para validacédo da reaccao de PCR (figura 9), estirpes padrao (H. pylori CCUG 17874T, H.
felis ATCC 49179, H. bizzozeronii CCUG 35045, H. salomonis CCUG 37845 e H. bilis
ATCC 51630) foram hidratadas, inoculadas em meio liquido (blood heart infusion broth,
BHIB, Liofilchem S.R.L., suplementado com 5% de soro fetal bovino) e placas humidas,
bifasicas (5% soro fetal bovino), de agar Columbia™ suplementadas com 5% de sangue de
carneiro (BioMérieux® 43 041) e Campylosel™ (BioMérieux® 43 361). As placas foram
incubadas a 37°C durante 7 dias em atmosfera de microaerofilia (GENbag microaer,
BioMérieux®), em ambiente himido, obtido mediante colocacdo de algoddo embebido em
agua na saqueta de microaerofilia.
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1.000-Bp 8

Jo-px 0

Figura 9: Validacao das reacgbes de PCR
Coluna 1 controlo negativo, colunas 2 a 8 culturas puras de H. spp., H. felis, “H. heilmannir’,
H. salomonis, H. bilis, H. bizzozeronii e H. pylori.

3.2.7.3 Extraccdo ADN das estirpes padrdo

A extraccao de ADN foi efectuada a partir da cultura em caldo BHIB, pelo método do
tiocianato de guanidina adaptado de Pitcher, Saunders & Owen (1989). A cultura foi
centrifugada e lavada com 500 pl de 10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA pH 8,0 (TE) sendo o
depdsito ressuspendido em 250 pl de TE com lisozima (10 mg/ml) e incubado em banho
seco (Rotilabo Block Heater H250), a 37°C, durante 30 min. Foram seguidamente
adicionados 250 pl de 5 mol/l tiocianato de guanidina (Sigma), 100 mmol/l EDTA e 0.5% v/v
sarcosil (reagente GES), sendo a mistura mantida refrigerada em gelo durante 10 min.
Adicionaram-se entao 250 ul de 10M NH,Ac, ao que se seguiu novo passo de refrigeracao
durante 10 min em gelo. Finalmente, adicionaram-se 750 pl de cloroférmio/alcool isoamilico
na proporcao de 24:1, e centrifugou-se a solugéo (Hermle Z233 MK-2). O sobrenadante foi
recuperado, sendo adicionando a este igual volume de isopropanol (Merck) frio. A solucéo
foi centrifugada de novo e o depdsito lavado com 1 ml de 70% etanol (Roth). Apds secagem,
os acidos nucleicos foram solubilizados em 250 pl de TE e mantidos refrigerados a 4°C até a
sua utilizagao.

O ADN de H. heilmannii tipo 2 foi gentilmente cedido pelo Professor Kenneth W. Simpson

(Section of Small Animal Medicine, College of Veterinary Medicine, Cornell University,
E.UA).
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3.2.7.4 Reacgbes PCR efectuadas

3.2.7.4.1 ADN de origem gastrico

No rastreio inicial, foi utilizado ADN extraido das amostras homogeneizadas de tecido
gastrico, em reacgdes com primers especificos para H. spp (tabela 2). Seguidamente, o
ADN a partir do qual se amplificou a banda esperada (1,200-pb) foi utilizado em reacgdes
com primers especificos para as espécies de Helicobacter em estudo (tabela 2) como
recomendado por Germani et al. (1997). Uma vez estabelecido quais 0os animais positivos
para cada espécie, foi extraido ADN das amostra regionais dos mesmos e os PCR repetidos
para identificacdo da regido em que se encontrava a respectiva espécie de Helicobacter.

Sempre que foram observadas bandas inespecificas, como no caso de reacgdes efectuadas
com primers para H. bizzozeronii, estas foram re-amplicadas utilizando o protocolo ja
referido (tabela 5 € 6).

O programa de analise de sequéncias Gene Runner (Hastings Software, Inc.) e a base de
dados Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997) foram utilizados para
averiguar a especificidade dos primers utilizados para amplificagdo de ADN oriunda das

espécies H. bizzozeronii e “H. heilmannir’.

3.2.7.4.2 ADN de origem fecal

O ADN extraido das amostras fecais recolhidas foi utilizado numa reac¢do de PCR inicial,
utilizando primers especificos para H. spp (tabela 2). As amostras a partir das quais se
amplificou a banda esperada foram posteriormente utilizadas em reac¢des com primers

especificos para as espécies em estudo, com excepcgao de H. pylorie H. bilis.

3.2.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi efectuada com recurso ao programa de statistica SPSS statistics
17.0 (IBM Inc.) utilizando os testes chi-quadrado de McNemar e Kendall’s tau.
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3.3 Resultados

3.3.1 PCR

3.3.1.1 Amostras Fecais

Das 19 amostras fecais recolhidas pelos donos, foi possivel, em 52,6% do ADN extraido,
amplificar bandas com 1,200 pares de bases ap6s PCR com primers especificos para H.
spp. (figura 11); 50% das 14 amostras eram de origem canina € 60% das cinco amostras
eram de origem felina. Os resultados dos PCR efectuados com primers especificos para as
espécies de Helicobacter em consideragao encontram-se resumidos na figura 10.

\
( 80,0
£ 60,0
@
5 40,0
]
g 20,0 M Cdo (n=21)
0,0 St ;o 1 H Gato (n=10)
Amostras H. spp H. H. felis
Entregues bizzozeronii
Especie identificada por PCR
L J

Figura 10: Resultados de analise por PCR de ADN extraido das amostras fecais recolhidas.

-
TESEE s 19 1 1h

e
[—
——
—
L
B
[ S—
e
-
M

—
]

Figura 11: PCR com primers especificos para Helicobacter spp. e ADN extraido de amostras fecais
(1200-pb).

Marcador molecular (M), controlo positivo H. felis (1), controlo negativo (2) amostras felinas positivas
(6) e negativas (5, 11, 17), amostras caninas positivas (4, 7, 8, 9, 12, 13) e negativas (3, 10, 14, 15,
16).
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3.3.1.2 Amostras de Tecido

Ap6s PCR com primers especificos para H. spp. obteve-se amplificacdo dos fragmentos
esperados em 37,5% (21/56) e 48,9% (23/47) do ADN extraido das amostras
homogeneizadas de origem canina e felina, respectivamente (figura 12).

2,000-bpiel
-

Figura 12: PCR com primers especificos de Helicobacter spp. € ADN de extraido de amostras
géastricas homogeneizadas (1200-pb).
Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo H. felis (2), amostras felinas positivas

(4,12,14) e negativas (5,10), amostras caninas positivas (3,7,8) e negativas (6,9).

A utilizagdo de primers especificos para H. bilis ndo permitiu a amplificacdo de qualquer
fragmento nas amostras testadas, seja de origem canina ou felina, (figura 13). A
amplificagdo de bandas especificas para H. salomonis e H. felis foram detectadas
exclusivamente em amostras de origem canina (figura 14) enquanto H. pylori foi detectado
numa unica amostra de origem felina (figura 15). Fragmentos especificos tanto para H.
bizzozeronii como para “H. heilmannii* foram amplificadas do ADN extraido de amostras
gastricas, tanto de canideos como felideos (figuras 16 e 17). Em dois casos, nao foi possivel
amplificar quaisquer fragmentos em ADN extraido de amostras gastricas caninas, utilizando
primers especificos para espécie de Helicobacter.
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2,000-bp

1,000-bp

300-bp

Figura 13: PCR com primers especificos para H. bilis e ADN de extraido de amostras gastricas
homogeneizadas (537-pb).
Marcador molecular (M), controlo positivo (1), controlo negativo (2), amostras felinas negativas

(3,5,6,7,9,11,15,18), amostras caninas negativas (4,8,10,12,13,14,16,17).

2,000-bp !

1,000-bp N
—

300-bp

Figura 14: PCR com primers especificos para H. felis e ADN de extraido de amostras gastricas

homogeneizadas (1150-pb).
Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras caninas positivas (3,14)

e negativas (5,11,13,15,17), amostras felinas negativas (4,6,7-10,12,16,18).
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Figura 15: PCR com primers especificos para H. pylori e ADN extraido de uma amostra géstrica felina
(298-pb).

Marcador molecular (1,5), controlo negativo (2), controlo positivo (3), amostra positiva (4).

2,000-bp

1,000-bp

300-bp

Figura 16: PCR com primers especificos para H. bizzozeronii e ADN de extraido de amostras
gastricas homogeneizadas, com amplificacdo da banda esperada (420-pb) e bandas inespecificas.
Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras felinas positivas (3-6,10-

13,15-18), amostras caninas positivas (7,9,14), amostras caninas negativas (8).
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2,000-bp -

1,000-Dps

300-bp

Figura 17: PCR com primers especificos para “H. heilmannii” e ADN extraido de amostras gastricas
homogeneizadas com amplificacdo da banda esperada (580-pb) e bandas inespecificas.
Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras felinas positivas

(11,7,8,10-13,15), amostras caninas positivas (3,5,9), amostras caninas negativas (6,14,16-18).

Os resultados das diferentes reaccdes de PCR feitas a partir de ADN extraido de amostras
homogeneizadas com primers especificos para as espécies em estudo, encontram-se
resumidos na figura 18 e na tabela 7. Os resultados dos PCR efectuados com primers
especificos para as espécies de Helicobacter em consideracdo e ADN extraido das trés
regidbes gastricas em andlise (antro, corpo e fundo) (anexo Il) encontram-se resumidos nas
figuras 20 e 21. Nenhuma das espécies identificadas demonstrou preferéncia para qualquer

regiao gastrica (McNemar, N = 51, p > 0,05).
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Figura 18: Resultados dos PCR efectuados com primers especificos e ADN extraido de amostras de

tecido gastrico homogeneizadas.

Foram identificadas popula¢des mistas de Helicobacter em ambas as espécies animais em
estudo (figura 19). Duas populagbes mistas foram identificadas nos gatos, uma composta
por H. pylori, H. bizzozeronii e “H. heilmannii’, enquanto nos caes se verificou a presenga de
cinco populagdes mistas distintas.

44



( _. 80,0 A
£ 60,0
(7}
S 40,0
17
o 20,0
g - - T |n T T T |i—ri—ri—r=—l—=‘lj—\ icao(n:ZZ)
@ T - a9y Qo M Gato (n=23)
m ©® O LW T 4w T Z
+ + + +
I oo 0O o
+
o
Espécie
S J

Figura 19: Composicéo das populagdes identificadas na mucosa gastrica de canideos e felideos
B; H. bizzozeronii, H; “H. heilmannii’, F; H. felis, S; H. salomonis, P; H. pylori.

Tabela 7: Populagdes de Helicobacter identificadas na mucosa géastrica de caes e gatos.

Espécie de Canideos (%) Felideos (%)
Helicobacter

H. spp 37,5 48,9

H. pylori 0,0 2,1

H. felis 7.1 0,0
H. heilmannii 17,9 48,9
H. bizzozeronii 28,6 34,0

H. salomonis 10,7 0,0
Populacao homogénea 14,3 14,9
Populacao mista 19,6 34,0
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Figura 20: Resultados de PCR efectuados com ADN extraido de amostras regionais de tecido

gastrico obtidas de canideos que permitiram a amplificacdo de fragmentos especificos nas amostras
homogeneizadas.
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Figura 21: Resultados dos PCR efectuados com ADN extraido de amostras regionais de tecido

gastrico obtidas de felideos que permitiram a amplificacdo de fragmentos especificos nas amostras
homogeneizadas.

Nas reacgdes de PCR efectuadas utilizando os primers especificos para H. bizzozeronii e
“H. heilmannii” foram amplificados, para além das bandas esperadas (tabela 5), bandas
inespecificas (figuras 16 e 17). No caso de H. bizzozeronii estas duas bandas inespecificas
foram amplificadas exclusivamente em ADN extraido de amostras de tecido gastrico felino.

A re-amplificacao das trés bandas inicialmente amplificadas com primers especificos para H.
bizzozeronii (figura 22) demonstrou que as bandas se re-amplificaram a si mesmas, nao se
observando hibridacdes internas no ADN amplificado. A utilizacdo da base de dados Basic
Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997) nao revelou sequéncias de qualquer

outro organismo até a data sequenciados compativeis com os primers utilizadados.
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Verificou-se que dos primers hibridarem com uma outra estirpe de H. bizzozeronii na base
de dados, amplificando uma banda proxima dos 1,000-pb. A avaliacdo da capacidade dos
primers utilizados para H. bizzozeronii hibridarem com mais que duas zonas na sequéncia
nucleotidica da bactéria que codifica a urease (Zhu et al., 2002), utilizando Gene Runner
(Hastings Software, Inc.), ndo revolou a existéncia de mais do que dois pontos de
hibridacao.

2,000-bip. o

1.000-bps 8

300-bp

Figura 22: Re-amplificagao das bandas produzidas pela reaccéo de PCR para H. bizzozeronii.
Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostra originaria do felideo n°9:
banda original 420-pb (3), 1000-pb (4), 2000-pb (5), amostra originéria do felideo n°10: banda original
420-pb (6), banda original 1000-pb (7), banda original 2000-pb (8).

A presenga ou auséncia de sinais clinicos gastrointestinais foi registada pelo médico
veterinario assistente, em 42 dos animais avaliados por PCR, 22 caes e 20 gatos. Nos
felideos, foi possivel demonstrar uma relagdo entre a presenca de Helicobacter, mais
especificamente “H. heilmannii’ (Kendall’s tau, N = 20, p = 0,015), e o desenvolvimento de

sinais gastricos.
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3.3.2 Histolopatologia

Dos 23 canideos e 14 felideos cujas biopsias gastricas foram submetidas a analise
histopatologica 17,4% (4/23) e 21,4% (3/14) respectivamente ndo demonstraram qualquer
tipo de alteracdo microscopica. A presencga unica de alteragdes morfologicas foi detectada
exclusivamente em canideos 21,7% (5/23) (figura 23).

( 80,0 )
X 60,0
L2
c 40,0
£
£ 200 - M C3o (n=23)
0,0 - M Gato (n=14)
alteragao alteragao ambas sem
morfoldgica inflamatdria alteragdes
Alteragées Observadas
. J

Figura 23: Resultado global da avaliagédo histopatolégica das biopsias gastricas caninas e felinas.

Comparando os resultados de PCR com a observacao microscépica de espiroquetas em 37
cortes histolégicos (figura 24, 25 e 26), verifica-se que a observagdo microscépica de
espiroquetas no corte histoldégico, em canideos, estd em completa concordancia com os
resultados de PCR, no que toca aos resultados positivos. No entanto, quando se considera
a totalidade dos resultados, tanto positivos como negativos, ndo se encontrou concordancia
entre todos os resultados nem em canideos (Kendall’s tau, N = 20, p = 0,138) nem em
felideos (Kendall’s tau, N = 13, p = 0,859).
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Figura 24: Espiroquetas observadas na superficie da mucosa do estdmago de um céo.
Giemsa, 1000x Original

Figura 25: Espiroquetas observadas no limen de uma glandula gastrica do estémago de um gato.
Giemsa, 1000x Original.
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Figura 26: Comparacao entre observagao histolégica de espiroquetas e PCR.

Comparando os resultados histopatol6gicos com os das reaccées de PCR com primers

especificos para o género, (figura 27) destaca-se a completa auséncia de Helicobacter nos

canideos com mucosas gastricas consideradas normais pelo patologista e a presenca de

Helicobacter em todos os felideos que apresentavam apenas alteragdes inflamatérias (figura

28). Apds reacgdes de PCR com primers especificos para espécie verificou-se que, nestes

casos, 0s gatos estavam sempre colonizados com “H. heilmannii’. Verificou-se uma

correlacdo entre a presenca de H. bizzozeronii e alteracées consideradas inflamatérias pelo

patologista (Kendell’s tau, N = 21, p = 0,05).

( 70,0 - - h
M alteragao morfoldgica
60,0
50,0 L4 PCR +
40,0 M alteragdo inflamatdria
30,0 L1 PCR+
20,0 H ambas
10,0 1 L1 PCR+
0,0 - .
H sem alteragGes
Cdo (n=23) Gato (n=14)
\_ 4 PCR+ )

Figura 27: Comparacao entre alteragdes observadas na mucosa gastrica e amplificagado de bandas

especificas para o género.
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Figura 28: Hiperplasia linfofolicular (setas) identificada na mucosa gastrica de um felideo colonizado
com "H. heilmannii".

H&E 100X. Original.

3.3.3 Esfregacos da parede gastrica

Dos 37 animais cujas biopsias foram submetidas a andlise histolégica, 18 foram também
avaliados através de esfregacos da mucosa gastrica. Dos cadaveres, cujas biopsias foram
submetidas exclusivamente a analise por reaccdes de PCR, foram efectuados esfregacos
de 39 animais. Em 36,8% (21/57) dos esfregacos de mucosa gastrica foram observadas
espiroquetas, em 36,8% (21/57) nao se observaram estas bactérias, e 26,3% (15/57) dos
esfregacos foram considerados inconclusivos (figura 29).
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& 60,0
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3 40,0 f
2 M Esfregaco (n=57
3 200 - gago (n=57)
= M PCR (n=57)
0,0 - T .
positivo negativo inconclusivo
Resultados
. J

Figura 29: Comparacao entre os resultados obtidos através da observacdo dos esfregacos e os
obtidos por PCR.

51



Considerando individualmente as duas espécies animais em estudo, verificou-se que 30,2%
(10/33) dos esfregacos de mucosa gastrica canina evidenciaram espiroquetas (figura 30),
39,4% (13/33) estavam livres da presenca destas bactérias, e 30,3% (10/33) foram
considerados inconclusivos (figura 31); nos felideos, em 45,8% (11/24) dos esfregacos
observaram-se espiroquetas (figura 32), 33,3% (8/24) estavam livres destas bactérias, e
20,8% (5/24) foram considerados inconclusivos (figura 31).

Figura 30: Esfregaco da mucosa gastrica, regido do corpo, dum cao evidenciando varias espiroquetas
identificadas como H. bizzozeronii por PCR.
Giemsa, 1000X. Original
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Figura 31: Comparacdo entre os resultados obtidos através da observacdo dos esfregacos e os
obtidos por PCR nas duas espécies de animais de companhia.
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Figura 32: Esfregaco da mucosa gastrica, regido do corpo, de um gato, evidenciando varias
espiroquetas identificadas como H. bizzozeronii e "H. heilmannii” por PCR.
Giemsa, 1000X original.

Comparando os resultados dos esfregacos da parede da mucosa gastrica com os das
reaccoes de PCR efectuadas a partir de ADN extraido das amostras existe completa
concordancia entre os resultados positivos, tanto em canideos (Kendall’s tau, N = 23, p =
0,002) como em felideos (Kendall’s tau, N = 19, p = 0,004) (figuras 29 e 31).
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3.4. Discussao

Os microrganismos da espécie Helicobacter tém sido alvo, nas ultimas décadas, de
importantes estudos, face a reconhecida importancia de Helicobacter pylori como um agente
ulcerogénico e potencialmente carcinogénico no Homem (Kusters et al., 2006). Em medicina
veterindria, e para além do interesse no desenvolvimento de modelos animais para a
doenca no Homem, o seu potencial zoonético (Solnick & Schauer, 2001) e a possibilidade
do seu envolvimento na etiologia de gastrites idiopaticas em animais de companhia (Neiger
& Simpson, 2000; Simpson et al., 2000a) tem sido alvo de varias linhas de investigagao.

O presente trabalho teve como objectivos o estabelecimento da prevaléncia do género
Helicobacter numa populagéao tipica de animais de companhia, determinar quais as espécies
gastricas de Helicobacter sp. presentes nessa populacdo e averiguar possiveis associagoes
entre o desenvolvimento de sinais clinicos do foro gastrico e a evidenciacao de Helicobacter

Spp.

Existem, na literatura disponivel, informacdes sobre a prevaléncia de Helicobacter sp em
varias populagdes (Eaton et al., 1996; Moutinho et al., 2007; Otto et al., 1994; Shen et al.,
2001; Shojaee Tabrizi et al., 2010; Strauss-Ayali & Simpson, 1999; Wiinberg et al., 2005),
bem como sobre a frequéncia de envolvimento das diferentes espécies deste género
(Happonen et al., 1998; Hwang et al., 2002a; Neiger et al., 1998; Priestnall et al., 2004;
Strauss-Ayali et al., 2001; Van den Bulck et al., 2005b). No entanto, € reconhecida a
necessidade de obtencdo de mais informacao (De Groote et al., 2005; Erginsoy & Sozmen,
2006; Fox, 2002; Solnick & Schauer, 2001; Strauss-Ayali et al., 2001; Wiinberg et al., 2005).
Ainda mais importante, é a também reconhecida necessidade de padronizacdo tanto dos
critérios de avaliagdo de lesbes histopatolégicas como das técnicas de biologia molecular
utilizadas (Leib et al., 2007; Neiger & Simpson, 2000).

A populacdo de animais de companhia sobre a qual incidiu o estudo pode ser considerada
uma populagao tipica Portuguesa — pacientes que se apresentaram a consulta externa do
Hospital Escolar da FMV/UTL e na Clinica Veterinaria das Laranjeiras com sinais clinicos
gastrointestinais sem causa aparente. A amostragem incidiu também sobre cadaveres de
canideos e felideos domésticos, enviados pelos donos e pelos clinicos assistentes para a
necrépsia no Servico de Anatomia Patol6gica na FMV/UTL. As amostras foram recolhidas in
vivo, por meio de endoscopia ou laparotomia exploratéria (biopsias e esfregacos da mucosa
gastrica e amostras fecais) e post-mortem (fragmentos da parede do estdbmago e esfregacos
da mucosa gastrica), efectuados segundo técnicas descritas na literatura (Happonen et al.,
1996a)
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No presente estudo, foi utilizado um critério padronizado para avaliagao histopatoldgica (Day
et al.,, 2008). A avaliacdo da prevaléncia de Helicobacter foi efectuada por PCR, como
descrito na literatura (Feng et al., 2005; Fox et al., 1998; Hammar et al., 1992; Jian et al.,
2001; Mikkonen et al., 2004b; Neiger et al., 1998; Perkins et al., 1996; Priestnall et al., 2004;
Simpson et al., 1999a; Simpson et al., 2000b; Zhu et al., 2002).

A possibilidade de identificar a presenga de espécies gastricas de Helicobacter através de
PCR efectuado com ADN extraido de amostras fecais € extremamente atractiva, pois este
exame complementar de diagnostico poder-se-ia tornar determinante nos casos de gastrite
cronica idiopatica em animais de companhia. Dado que a recolha de fezes é um
procedimento ndo invasivo e facil de realizar pelos proprietarios, seria uma forma facil e

rapida de confirmar uma suspeita clinica de gastrite por Helicobacter.

Contudo, a utilizacao de primers especificos para o género Helicobacter em PCR com ADN
extraido de amostras fecais nao implica necessariamente a presenca de espécies gastricas.
Sabe-se que existem espécies de Helicobacter entéricas que colonizam os animais de
companhia (Rossi, Hanninen, Revez, Hannula, & Zanoni, 2008; Solnick & Schauer, 2001), e
tais primers amplificariam ADN tanto de espécies entéricas como gastricas. Assim, o
potencial de diagnostico deste exame complementar € limitado. Seria interessante o
desenvolvimento de um protocolo de PCR que permitisse detectar ADN de espécies
exclusivamente gastricas. Apenas deste modo, e conhecendo quais as espécies mais
comuns na mucosa gastrica da populagao local, se poderia preconizar a utilizacdo de PCR a
partir de amostras fecais como exame complementar de diagnostico nas gastrites crénicas

idiopaticas.

Para avaliar o potencial deste exame complementar extraiu-se ADN de amostras fecais de
canideos e felideos e utilizaram-se primers especificos para o género Helicobacter em PCR.
Esta reacgdo amplificou em 10 animais (52,6%), sete caes e trés gatos, a banda de 1200-pb
esperada (figura 11). As bandas inespecificas amplificadas em ADN extraido de amostras
fecais de alguns animais podem ser o resultado da presenca de outras espécies,
filogeneticamente proximas a Helicobacter, como Wolinella (Gueneau & Loiseaux-De Goer,
2002), devido as semelhangas na regiao 16s rRNA do genoma destas duas espécies, zona
amplificada pelos primers género especifico utilizados, ndo permitindo a diferenciagcao entre
os dois géneros (Moyaert, Pasmans, Ducatelle, Haesebrouck & Baele, 2008). Contudo,

Wolinella nao tem sido evidenciada em amostras gastricas de animais de companhia
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(Jergens et al., 2009), pelo que a utilizagao posterior de primers especificos para espécie de
Helicobacter € suficiente para diferenciar entre estes dois géneros.

Hwang, Youn e Han (2002b) amplificaram ADN de Helicobacter spp. em amostras fecais de
cées considerados colonizados por Helicobacter com base no teste da urease, microscopia
Optica, e PCR em amostras de tecido gastrico. Contudo nao especificaram quais os primers
utilizados neste rastreio inicial nem utilizaram PCR especifico para espécie para confirmar a
amplificacdo de ADN de espécies gastricas. Existe entdo a possibilidade de a amplificagao
de bandas correspondentes a Helicobacter spp. reflectir uma colonizagao intestinal e ndo

gastrica.

De modo a confirmar que as bandas amplificadas reflectiam a presenca de Helicobacter
gastrica e nao intestinal ou Wolinella, utilizaram-se primers especificos para as espécies
gastricas de Helicobacter. Os primers utilizados tém a capacidade de amplificar ADN das
espécies H. salomonis, H. felis, H. bizzozeronii e “H. heilmannii’. Nao foram pesquisados H.
bilis nem H. pylori.

H. bilis € uma espécie que tem todas as caracteristicas para ser uma espécie entérica
devido a sua tolerancia a bilis (Fox et al., 1995b), caso que ja foi confirmado por varios
autores (Rossi et al., 2008; Shen et al., 2001). A Unica incidéncia reportada por Eaton et al.,
(1996) de H. bilis em amostras gastricas de caes pode ter devida a um caso de refluxo (K.W.
Simpson, comunicagao pessoal Maio 2010). Sendo H. bilis uma espécie entérica, ndo seria
de todo inesperado encontrar ADN desta espécie em amostras fecais, ndo adicionando
qualquer informacdo sobre a capacidade deste exame revelar a presenga de Helicobacter

gastricas.

No caso de H. pylori, ha muito que se questiona se de facto ndo se trata de uma espécie
adaptada exclusivamente a primatas e, quando encontrada em animais de companhia, se
estar em presenga de casos de antropozoonoses (Solnick & Schauer, 2001). Na nossa
populacao em estudo, H. pylori foi identificado no estdbmago de unico gato. Estes dois factos
em conjunto levaram a que nao fosse efectuada a pesquisa desta espécie em fezes de cao

e gato.

Os resultados de PCR efectuados com primers especificos para as espécies gastricas de
Helicobacter mostram que este método apenas permitiu detectar H. bizzozeronii num céo e
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H. felis noutro cdo. As restantes andlises ndo permitiram a amplificagdo de qualquer
fragmento de ADN.

Para que seja amplificado ADN de espécies gastricas nas fezes, as bactérias tém que
sobreviver aos processos digestivos que ocorrem ao longo do tracto gastrointestinal
posterior. E possivel que seja necessaria uma densidade de colonizagdo muito elevada para
gue haja um excesso de ADN bacteriano, permitindo que algum resista a digestdo e assim
possa ser amplificado. Esta hipétese devera ser considerada nos dois casos de caes em
que se observou amplificacdo de ADN de espécies gastricas de Helicobacter, podendo os
restantes pacientes estar colonizados com uma densidade baixa ou moderada.

Contudo, tem de se considerar a prevaléncia relativamente baixa de Helicobacter sp. na
populacdo estudada, ndo podendo descartar a possibilidade de os pacientes testados
simplesmente ndo estarem colonizados. No entanto, o facto de todos os pacientes terem
sintomatologia gastrointestinal sem causa aparente, em conjunto com o potencial
patogénico de Helicobacter (Bridgeford et al., 2008; Jergens et al., 2009; Leib et al., 2007)
torna esta hip6tese pouco provavel.

O potencial da utilizacdo desta técnica para diagnosticar gastrites crénicas por Helicobacter
nao deve ser totalmente descartado. Um cao cuja amostra fecal resultou na amplificacao de
ADN de H. bizzozeronii tinha sido sujeito a laparotomia exploratéria e foi obtida uma bidpsia
gastrica. A analise por PCR realizada com ADN extraido dessa amostra amplificou bandas
para H. felis, “H. heilmannii’ e H. bizzozeronii. O facto de o ADN de H. bizzozeronii ter
sobrevivido a digestao continua do tracto digestivo posterior deste paciente demonstra que a
utilizacdo de PCR para a deteccdo de Helicobacter gastricas se pode ainda revestir de

alguma importancia em termos diagnoéstico.

Seria necessario reavaliar a potencialidade deste exame complementar com mais pacientes
com um estado de colonizagdo de Helicobacter conhecido, utilizando primers especificos a
nivel de espécie. Assim, seria possivel comparar resultados de amostras gastricas com
amostras fecais, permitindo avaliar se de facto é possivel, em amostras fecais, amplificar
ADN de Helicobacter gastricas em individuos colonizados com estas bactérias.
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Em relagdo as amostras de tecido gastrico, a técnica utilizada permitiu amplificar
exclusivamente as bandas esperadas para as espécies de Helicobacter em estudo, com a
excepcao de H. bizzozeronii e “H. heilmannii’ (figuras 9, 14, 15, 16 ,17 e anexo ll),
confirmando a eficacia do processo de extraccdo de ADN de tecido gastrico e a
especificidade dos primers.

No caso de “H. heilmannii’, para além da banda esperada de 580-pb, foram amplificados
varios fragmentos entre 800-pb e 1000-pb. Estas bandas inespecificas observadas com a
utilizacao de primers especificos para “H. heilmannii’ (figura 17) ja tinham sido reportadas
por Priestnall et al. (2004). Estes autores nao consideram a sua presenca impeditiva da
interpretacdo da PCR, nao tendo avancado qualquer explicagdo para o seu aparecimento,
pois confirmaram a validade da PCR com FISH. Outros estudos que utilizaram os mesmos
primers nao incluiram imagens (Duquenoy & Le Luyer, 2009; Takemura et al., 2009) ou
incluiram imagens incompletas das electroforeses feitas para visualizar as bandas, nao

permitindo avaliar a especificidade dos primers (Neiger et al., 1998).

Na tentativa de encontrar uma explicacdo para estas bandas, foi efectuada uma consulta a
base de dados Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997), ndo revelou a
existéncia de outros organismos com sequéncias passiveis de hibridar com os primers
utilizados. Assim, é pouco provavel que estas bandas correspondam a resultados
inespecificos por amplificacao de sequéncias de diferentes espécies bacterianas. Contudo,
dever-se-a considerar a possibilidade da presenca de estirpes ainda nao identificadas. De
facto, o ADN utilizado como controlo original provém de “H. heilmannii’ tipo 2; pelo que a
simples presenca dos tipos 1, 2, 3, e 4 em simultaneo poderia estar na origem das bandas
inespecificas. Uma vez que o genoma desta espécie ainda nao foi sequenciado, é dificil
avaliar esta questdo. A sequenciagdo das bandas inespecificas amplificadas poderia ajudar

a clarificar este assunto.

As reaccbes efectuadas com primers especificos para H. bizzozeronii amplificaram
sistematicamente duas bandas inesperadas de 1000-pb e de 2000-pb (figura 16), para além
da esperada banda de 420-pb em ADN de origem felina. Tal como “H. heilmanni’, a
hipétese de os primers utilizados amplificarem zonas do ADN de outros organismos foi
descartada, com o auxilio da base de dados Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et
al.,, 1997). Foi investigada também a possibilidade de ter ocorrido hibridacao dos primers
com mais que duas zonas na sequéncia nucleotidica que codifica a urease de H.
bizzozeronii utilizando o programa de andlise de sequéncias Gene Runner. Os resultados
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obtidos permitiram descartar esta hipétese. Finalmente, testamos a hipotese de estarmos
em face a uma hibridacéo interna dos primers, através da re-amplificacdo de todas as
bandas da reaccao original. Caso se tratasse de hibridagao interna, esperar-se-ia que a re-
amplificacdo da banda com 2000-pb produzisse bandas com 2000-pb, 1000-pb e 420-pb;
que a de 1000-pb amplificasse as de 1000-pb e 420-pb; e que a de 420-pb s6 se
amplificasse a si mesmo. No entanto, verificamos tal apenas sucedeu no caso da banda de
420-pb do gato n°10 (figura 22), que se apresenta muito carregada e com o efeito de
smearing, pelo que pode ser apenas resultado de excesso de ADN.

A amplificacdo de bandas inespecificas pode ter varias outras causas. A presenca de cépias
seriadas do mesmo gene na mesma regidao do genoma pode levar ao aparecimento das
bandas inespecificas. A ligacdo dos primers a duas copias distintas do mesmo gene, como
demonstra a figura 33, leva a ampliacdo de bandas de tamanhos superiores aos esperados.
No caso de H. bizzozeronii, como 0 seu genoma ainda nao foi completamente sequenciado,
nao podemos descartar por completo esta hipotese. Todavia, o facto das duas bandas
inespecificas nao serem multiplos de 420, torna esta possibilidade mais improvavel.

A — -
B R ————.

P pimer’ 5 semems handa amplificada

"_ "rimer” 3

Figura 33: Possibilidade de amplificagao de fragmentos com diferentes tamanhos.
A existéncia de cépias do mesmo gene presentes no genoma de H. bizzozeronii poderia explicar a
presenca das bandas inespecificas amplificadas.

Para encontrar a razdo da amplificacao destes fragmentos seria necessaria a sequenciagao
do ADN presente nas bandas observadas. Sé assim é seria possivel comparar as

sequéncias amplificadas, podendo-se avaliar a possibilidade de terem a sua origem em
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estirpes diferentes de H. bizzozeronii e de “H. heilmannii’, de hibridag¢des internas até a data
desconhecidas, ou da presenca de varias cépias do mesmo gene.

No caso particular de H. bizzozeronii, deverd ser considerada a hip6tese de existirem, na
populacao felina Portuguesa, uma ou mais estirpes diferentes ainda n&o identificadas. De
facto, observamos que estas bandas foram exclusivamente amplificadas em amostras de
ADN felino. Acresce ainda que, na base de dados Basic Local Alignment Search Tool
(Altschul et al., 1997) ha referéncia a uma estirpe que amplifica, com os primers utilizados,
uma banda préxima de 1000-pb. No seu conjunto, estas observagdes contribuem para
fundamentar a hip6tese acima levantada, mas € necessario que os estudos sejam

aprofundados para a confirmar.

Os nossos resultados de PCR de biopsias de estémago mostram uma prevaléncia global
para o género Helicobacter de 37,5% e 48,9% em canideos e felideos respectivamente. As
prevaléncias por n6s encontradas sdo muito mais baixas que as reportadas noutros estudos
(vide tabela 2). A maioria dos autores considera que a prevaléncia de Helicobacter em
animais de companhia varia entre 40 e 100% (Eaton et al., 1996; Happonen et al., 1996b;
Neiger & Simpson, 2000; Norris et al., 1999; Otto et al., 1994; Recordati et al., 2007; Solnick
& Schauer, 2001). Apenas foi descrita uma prevaléncia semelhante numa populagédo de
gatos nos E.U.A. (Strauss-Ayali et al., 2001).

Uma das possiveis razdes para as diferencas encontradas podera estar relacionada com o
estilo de vida dos nossos animais de companhia, que tem frequentemente acesso ao
exterior, ndo ficando limitado ao ambiente doméstico. Também devera ser levados em
consideracao factores genéticos (Haesebrouck et al., 2009; Harbour & Sutton, 2008; Solnick
& Schauer, 2001) e/ou alimentares dos animais que possam dificultar a colonizacao por
Helicobacter spp. No entanto, a utilizacdo de métodos muito dispares para determinar a
prevaléncia citada na literatura torna dificil a comparagao entre varios estudos e regides. De
facto, muitos estudos foram efectuados com base na identificagcdo por observagao
microscépica de espiroquetas (Eaton et al., 1996; Moutinho et al., 2007; Norris et al., 1999)
ou através do teste da urease (Otto et al., 1994), o que podera ter originado valores mais
inflaccionados que os na realidade presentes.

Nao foi possivel demonstrar, em qualquer das espécies em estudo, a existéncia de um
tropismo especifico para uma das regides gastricas, o que esta de acordo com o reportado
noutros estudos (Priestnall et al., 2004). Embora a associagao entre o poder patogénico de
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uma dada espécie de Helicobacter e a sua presenga numa regido especifica da mucosa
gastrica tivesse sido postulada (Jakob, Stolte, Valentin & Schroder, 1997; Lee et al., 1992),

nao é possivel, no nosso estudo, avaliar tal relagdo.

As prevaléncias encontadas para cada uma das espécies de Helicobacter sp. em estudo
foram, respectivamente em canideos e felideos, de 0,0% e 2,1% para H. pylori, 7,1% e 0,0%
para H. felis, 17,9% e 48,9% para “H. heilmannii’, 28,6% e 34,0% para H. bizzozeronii e
10,7% e 0,0% para H. salomonis. Estas prevaléncias individuais sado também
substancialmente diferentes do relatado em relagdo a outras populagbes estudadas (Eaton
et al., 1996; Happonen et al., 1998; Hwang et al., 2002a; Moutinho et al., 2007; Neiger et al.,
1998; Otto et al., 1994; Priestnall et al., 2004; Shen et al., 2001; Shojaee Tabrizi et al., 2010;
Strauss-Ayali et al., 2001; Strauss-Ayali & Simpson, 1999; Van den Bulck et al., 2005b;
Wiinberg et al., 2005).

Comparando os nossos resultados com o descrito na literatura, sobressai a auséncia de H.
felis e H. salomonis na mucosa gastrica de felideos e a existéncia de um maior nimero de

felideos colonizados com H. bizzozeronii do que canideos.

Apesar da auséncia de H. felis na populacéo felina estar de acordo com a populacéo Coreia
estudada (Ghil et al., 2009), este facto contrasta com estudos realizados no E.U.A. e na
Europa (Jalava et al., 1998; Neiger et al., 1998; Strauss-Ayali et al., 2001; Van den Bulck et
al., 2005b), em que todas as populagdes compreendiam gatos colonizados com H. felis.
Contudo, Priestnall et al. (2004) demonstraram uma diferenca na prevaléncia de H. felis em
populacdes felinas de origem Americana e Alema. Nos gatos Americanos foi determinada
uma prevaléncia de 18% em quanto nos Alemaes foi de 7%, demonstrando que existe
variagdes naturais nas populagdes colonizadoras de H. felis.

A nao deteccao de H. salomonis em felideos ndo tinha sido reportada antes, mas a baixa
prevaléncia geralmente associada a este organismo na populacdo mundial de carnivoros
domésticos (Haesebrouck et al., 2009; Van den Bulck et al., 2005b) ndo permite retirar
ilacbes sobre o significado das pequenas diferengas entre populagcbes. Todavia, existe a
possibilidade de a colonizagao de H. salomonis ser inibida nestes individuos pela presenca
de H. bizzozeronii (Hanninen et al., 1998). Para se avaliar a real prevaléncia desta espécie

seria necessario avaliar uma populacao muito maior do que as estudadas até a data.

A existéncia de um maior numero de gatos colonizados com H. bizzozeronii do que caes na
populacao estudada contrasta com a prevaléncia descrita por Van den Bulck et al. (2005b) e

Priestnall et al. (2004), em que esta espécie foi encontrada em 70% e 60% das amostras de
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origem canina respectivamente. A possivel existéncia de uma nova estirpe de H.
bizzozeronii, hipétese acima levantada, nos gatos Portugueses poderia explicar esta

divergéncia.

A presenca de um maior nimero de gatos colonizados com “H. heilmannii’ do que cédes na
populacdo estudada esta em concordancia com outros autores (Hwang et al., 2002a;
Priestnall et al., 2004). O facto de ndo estarem disponiveis primers que permitam diferenciar
entre os varios tipos de “H. heilmannii” impossibilitam uma comparagao com estudos que,
através da utilizagdo de FISH, caracterizaram mais profundamente a populagdo desta
bactéria nos gatos (Bridgeford et al., 2008; Jergens et al., 2009).

Na populagdo em estudo verificou-se a amplificacdo por PCR da banda esperada para
género em dois caes, em que nao foi possivel a, identificacdo da espécie de Helicobacter
responsavel por estas colonizacdes. E possivel que estes casos se tratassem de animais
colonizados com uma espécie recentemente identificada, H. cynogastricus (Van den Bulck,
2006), mas esta hipotese nao foi testada pois ndo existem descritos primers especificos
para esta espécie, e 0 seu desenho e avaliagdo de especificidade e sensibilidade estava
para além dos objectivos do presente trabalho.

No seu conjunto, foi evidenciada a presenca de populacdes mistas de Helicobacter spp. em
19,6% dos caes e 34,0% dos gatos. Comparando os nossos resultados com o descrito na
literatura, sobressai a identificacdo de um maior nimero de individuos com populacoes

mistas nos felideos.

Nas populacdes estudadas na Bélgica (Van den Bulck et al., 2005b), Alemanha e E.U.A.
(Priestnall et al., 2004) foi demonstrado que é mais comum encontrar populagdes mistas de
Helicobacter em caes do que em gatos, 0 que contraria os nossos resultados (figura 19). E
possivel que esta diferenga seja resultado de idiossincrasias individuais e ndo directamente
ligada a diferencas dietéticas, face a elevada variabilidade da microbiota intestinal em caes,

independentemente da sua dieta (Simpson, Martineau, Jones, Ballam & Mackie, 2002).

As prevaléncias evidenciadas na amostra da populacdo de animais de companhia em
estudo sugerem a possibilidade de algumas das gastrites cronicas idiopaticas identificas em
caes e gatos poderem estar relacionadas com colonizagdo por Helicobacter. Com o
conhecimento sobre a prevaléncia destas bactérias, e apds eliminagdo de outras possiveis
causes de gastrite cronica, como doenca sistémica, parasitas, farmacos ou intolerancia
alimentar, podera ser considerada a instituicdo de uma terapéutica dirigida a gastrite crénica
por Helicobacter.
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A avaliacao histopatolégica de biopsias gastricas tem sido amplamente utilizada, tanto para
a classificacéo e identificacao de lesdes como para a pesquisa de espiroquetas (Erginsoy &
Sozmen, 2006; Hermanns et al., 1995; Jakob et al., 1997; Lee et al., 1992; Simpson et al.,
1999a). Contudo, a falta de padronizacao destas analises dificultou muito a comparagéao de
resultados entre estudos (Neiger & Simpson, 2000). Em 2008, a World Small Animal
Veterinary Association Gastrointestinal Standardization Group publicou um conjunto de
normas que visa facilitar a uniformizagéo dos critérios utilizados aquando de uma avaliacao
histopatologica (Day et al., 2008). Foram estes os critérios utilizados na avaliagcao
histopatologica das biopsias colhidas (anexo 3), acrescidos de uma escala visual primeiro
preconizada por Happonen et al. (Happonen et al., 1998).

Ao enviar para andlise histopatolégica uma biopsia gastrica obtida de um paciente com
gastrite cronica idiopatica, é essencial indicar a suspeita clinica da colonizagdo por
Helicobacter. A importancia deste ponto prende-se com a necessidade de utilizar coloracdes
especificas para a visualizacdo destas espiroquetas, devido a dificuldade na sua
identificacao em cortes corados com a coloracao de rotina em histopatologia - Hematoxilina-
Eosina (Scanziani et al., 2001). Mesmo na presenca de uma colonizacao densa, a coloracao
de um corte histolégico com Giemsa permite a visualizacdo muito mais eficazmente do que
com H&E (figura 34).

Figura 34: Corte histolégico do estbmago do canideo n?102 evidenciando a presenca de espiroquetas
(setas):
(A) Giemsa 400x, (B) H&E 400x. Original.

A distribuicdo focal de Helicobacter no ambiente gastrico requer a observagdo de mais do

que uma regido gastrica, para minimizar o numero de falsos resultados negativos (Neiger &
Simpson, 2000; Simpson et al., 1999a; Simpson et al., 1999b; Simpson et al., 2000b).
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Nos animais incluidos no presente estudo, foram efectuados 37 cortes cortes histolégicos,
nos quais em 14 foi possivel observar espiroquetas em das amostras, das quais 7 de caes
(N=23) e 7 de gatos (N=14). Os esfregacos da parede da mucosa gastrica permitiram a
visualizacao de espiroquetas em 21 amostras, das quais 10 de cdes (N=33) e 11 de gatos
(N=24).

Comparando os resultados da evidenciagdo microscopica de espiroquetas com os
resultados de PCR foi possivel constatar algumas discrepancias.

Foram obtidos falsos resultados negativos nas analises histopatoldgicas, em comparacao
com os resultados de PCR, de trés caes e quatro gatos. Cinco destas sete amostras foram
obtidas a partir de cadaveres em que o0s processos de autblise poderao ter afectado
negativamente a visualizagdo das espiroquetas. Duas das amostras foram obtidas in vivo,
nao sendo possivel imputar a fendbmenos de decomposicdo as causas dos resultados
obtidos. Contudo, o resultado pode ter sido comprometido pelas dimensées reduzidas das
amostras analisadas, por se tratar de casos com baixa colonizagdo ou pela a caracteristica
distribuicao focal da bactéria. Como PCR permite a deteccdo de ADN a partir de um numero
reduzido de células, com um limite minimo de apenas 70 bactérias (Hammar et al., 1992;
Sugimoto et al., 2009) é natural que, com uma amostra pequena, sejam obtidos resultados
positivos para Helicobacter por PCR, apesar da avaliagdo por microscopia oOptica nao
permita a sua deteccdo. Neste aspecto, a utilizacdo em paralelo de um esfregaco da
mucosa gastrica, que permite avaliar zonas mais amplas do estdbmago, pode ajudar a
diminuir nimero de falsos resultados negativos e o numero de biopsias necessarias para

fazer uma avaliacao completa do érgao.

Todavia, mesmo com recurso a utilizacdo de esfregacos, existe a possibilidade de falsos
resultados positivos (Strauss-Ayali et al., 2001). Na populagdo avaliada, foram observadas
espiroquetas nos esfregacos obtidos da mucosa géstrica de quatro gatos, que produziram
resultados negativos por PCR com primers especificos para Helicobacter spp. E claro que,
mais uma vez, a distribuicao focal das bactérias pode explicar esta discrepancia. Assim, a
amostra utilizada para extracgdo de ADN poderia ndo conter Helicobacter, o que ndo implica
necessariamente que a totalidade do estémago estivesse igualmente nao colonizada.

Na escolha do exame complementar para deteccdo da presenca de Helicobacter num
paciente com gastrite cronica idiopatica, € importante tomar em consideracao todos os
factos acima referidos. Idealmente, dever-se-a efectuar sempre um esfregaco da parede
gastrica quando se obtém uma bidpsia; caso tal ndo seja possivel, o clinico deve sempre
interpretar os resultados da analise histopatolégica no contexto dos sinais clinicos
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apresentados pelo paciente. Face a uma gastrite cronica idiopatica, € importante recordar
que existe sempre a possibilidade de falsos resultados negativos para Helicobacter spp.,
sendo decisao do clinico a eventual necessidade de terapéutica para Helicobacter, mesmo
na auséncia de diagndstico definitivo. Por exemplo, a prevaléncia destas bactérias na regiao
geografica em que o animal se encontra inserido pode ser suficiente para considerar a

terapéutica mesmo quando os exames complementares indicam um resultado negativo.

A demonstracdo da presenca de Helicobacter spp. nos mais variados animais (Goldman et
al., 2009; Shen et al., 2001) e associacao da presenca destas espiroquetas com alteracoes
gastricas (Eaton et al., 1993; Jakob et al., 1997; Queiroz et al., 1996) levanta a possibilidade
de, tal como no Homem, Helicobacter poder ter um papel patogénico no desenvolvimento de
alteragdes gastricas.

H. pylori esta classificado pela Associacdo Mundial de Saude como um microrganismo
carcinogénico de classe | (WHO, 1994) devido a sua capacidade de causar alteragdes a
nivel da mucosa géstrica no Homem, levando, em alguns casos, ao desenvolvimento de
neoplasias gastricas (Pakodi, Abdel-Salam, Debreceni & Mozsik, 2000). A resposta
inflamatéria que H. pylori provoca e mantém no hospedeiro pode, se prolongada no tempo,
provocar uma atrofia de mucosa, seguida por uma hipertrofia compensatéria (De Bock et al.,
2006). Esta hipertrofia em conjunto com a libertagdo de citoquinas e outros compostos em
consequéncia da resposta inflamatéria que vao danificando o ADN celular enquanto
aumentam o crescimento e sobrevivéncia celular, contribui para o desenvolvimento de
malignidade (Balkwill & Mantovani, 2001). A presenga de um maior numero de receptores
Shh nestas células proliferativas, permitindo um aumento na sua resisténcia a apoptose,
contribui para uma maior de sobrevivéncia destas células (Martin, Donnelly, Houghton &
Zavros, 2010) e a sua transformacao neoplasica.

Nos canideos e felideos ainda nao foi inequivocamente demonstrada uma ligagcao clara
entre a presenga de Helicobacter spp. e doenga, existindo estudos que demonstram essa
relagéo (Takemura et al., 2009) em quanto outros ndo a evidenciam (Moutinho et al., 2007).
Contudo, esta claro que animais com gastrites crénicas idiopaticas melhoram
significativamente quando submetidos a antibioterapia especifica contra Helicobacter spp.
(Jergens et al., 2009; Leib et al., 2007). Estudos experimentais demonstram que H. felis
(Simpson et al., 2000a) e H. pylori (Rossi et al., 1999) tém a capacidade de causar

65



alteragbes na mucosa gastrica em cées e nos gatos. Estes factos reforgam a suspeita que,
pelo menos em parte, estas bactérias possam contribuir para o desenvolvimento de

alteracdes gastricas em animais de companhia.

Em contraste com gastrites a H. pylori no Homem (Van den Bulck et al., 2005b), os animais
de companhia podem ser colonizados por uma populagcdo mista de Helicobacter, sendo
possivel que uma espécie seja patogénica e outra o nao seja (Erginsoy & Sozmen, 2006;
Scanziani et al., 2001). Uma vez que varios estudos ndao tomaram este facto em
consideracao quando avaliaram a ligacéo entre colonizacao e o desenvolvimento de doenca
(Happonen et al., 1998; Hermanns et al., 1995; Moutinho et al., 2007; Recordati et al., 2007;
Shojaee Tabrizi et al., 2010), ndo nos é possivel eliminar a hipdtese que a simples auséncia
de uma espécie possa explicar a baixa correlagdo encontrada entre colonizagdo e doenca
(Strauss-Ayali et al., 2001). Dados obtidos por Lee et al.(1992) demonstram uma ligagao
entre H. felis nos caes mas nao nos gatos, o que confirma a necessidade de estudar de
forma mais completa as espécies de Helicobacter presentes em canideos e felideos.

Os dados epidemiolégicos demonstram que existe uma grande variagdo na prevaléncia
destas bactérias nas varias populagdes de animais de companhia no mundo (Eaton et al.,
1996; Happonen et al., 1998; Hwang et al., 2002a; Moutinho et al., 2007; Neiger et al., 1998;
Otto et al.,, 1994; Priestnall et al., 2004; Shen et al., 2001; Shojaee Tabrizi et al., 2010;
Strauss-Ayali et al., 2001; Strauss-Ayali & Simpson, 1999; Van den Bulck et al., 2005b;
Wiinberg et al., 2005). Esta variacdo pode também influenciar os dados relatados nos
diversos estudos, uma vez que a ndo observacao de relacdo entre colonizacao e doenca
num pais ndo pode ser directamente extrapolada para outro. Por esta razao, € importante
estabelecer a prevaléncia de Helicobacter spp. em diferentes paises, avaliando quais as
espécies mais comuns e qualquer relacdo com alteracbes gastricas em animais de

companhia.

Nos felideos, a espécie Helicobacter tem uma importancia potencialmente mais elevada
devido a sua ligacdo com o desenvolvimento de hipertrofia linfofolicular (Simpson et al.,
2000b; Takemura et al., 2009) e sua potencial progressao para linfoma alimentar (Bridgeford
et al., 2008). Em medicina humana, a eliminacao de H. pylori contribui para a regressao de
alguns linfomas (Roggero et al., 1995), permitindo-nos especular que o0 mesmo podera ser
verdade em gatos. O linfoma é a neoplasia mais frequentemente descrita nos gatos (Wilson,
2008), pelo que a hipétese de se poder induzir a sua regressao apos uma antibioterapia
adequada deve ser considerada (Bridgeford et al., 2008), sendo necessario estudar
cuidadosamente esta possibilidade.
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No presente estudo, foi avaliada a presenga de associagdes significativas entre a presenca
de doenca do foro géastrico e as diferentes espécies de Helicobacter sp. evidenciadas por
PCR.

Em relacdo a felideos, verificou-se que gatos com sinais clinicos gastrointestinais se
encontravam mais frequentemente colonizados com “H. heilmannii’ do que gatos sem esses
sinais. Os nossos resultados mostram que 2 gatos colonizados com “H. heilmannii’
apresentavam sinais clinicos gastrointestinais, enquanto que apenas 1 gato igualmente
colonizado ndo apresentava estes sinais. Embora esta associacdo se tenha mostrado
estatisticamente significativa, ndo podemos de forma alguma fazer afirmagbes com base
numa amostragem tao reduzida. Este estudo devera ser alargado a um maior nimero de

casos, a fim de poder confirmar esta associagéao.

Contudo, esta observacao esta em concordancia com as descricdes de outros autores que
demonstram que “H. heilmannii” € a espécie com maior potencial patogénico no gato
(Bridgeford et al., 2008; Takemura et al., 2009). As manifestagbes clinicas dos pacientes
podem representar tentativas de eliminacdo de Helicobacter, o agente agressor, do
ambiente géstrico. Neste caso, uma vez eliminadas outras causas de vomito, estes
pacientes beneficiavam de uma antibioterapia adequada. Tal como acontece nos céaes (Leib,
et al., 2007), seria espectavel que os sinais clinicos se resolvam ou atenuem com a

eliminacdo ou diminuicao de Helicobacter na mucosa gastrica.

O facto de ndo se ter evidenciado qualquer relagdo entre sinais clinicos e alteragbes
histopatolégicas nos gatos avaliados nesta populacdo estd em perfeita concordancia com
Willard et al. (2002), que demonstram que alteracdes histopatolégicas nédo se relacionavam
com manifestacbes clinicas. A inexisténcia de relacbes entre colonizagdo e alteracdes
histopatologicas nos gatos estudados pode ser um reflexo deste facto. Contudo, estes
dados deverado ser considerados com precaucdo, pois apenas 19 gatos foram avaliados
histopatologicamente, e esta pequena amostragem pode ndo ser representativa da
populagao.

Alguns autores tém demonstrado, em estudos efectuados com amostragens
consideravelmente maiores do que a aqui estudada, uma ligagdo entre alteracdes
histopatologicas, nomeadamente hipertrofia linfofolicular, e a presenca de “H. heilmannii’
nos felideos (Bridgeford et al., 2008; Takemura et al., 2009). Interessantemente, num dos
gatos estudados, colonizado com “H. heilmanniri’, foi identificado hipertrofia linfofolicular,
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reforcando a possibilidade de uma ligacdo entre a bactéria e a alteragao patologica. Outro
dado importante resultante deste estudo é que todos os animais identificados com

alteracdes inflamatorias estavam colonizados com Helicobacter.

O stress que pode contribuir para o desenvolvimento de gastrites crdnicas provocadas por
Helicobacter em gatos. Guo et al. (2009) demonstraram que um aumento de stress em
ratinhos resultava num aumento de colonizagao por H. pylori. Nos felideos, uma espécie
muito sensivel aos efeitos bioldgicos do stress, é possivel este seja um factor que
importante para o desencadeamento dos efeitos nocivos de Helicobacter.

Estas trés observacdes, em conjunto com outros estudos que demonstram ligacao entre a
presenca de bactéria e doenca (Bridgeford et al., 2008; Feinstein & Olsson, 1992; Fox et al.,
1995a; Hermanns et al., 1995; Jergens et al., 2009; Takemura et al., 2009), satisfazem
alguns dos postulados de Hill (1965) para associacao entre agente e doenca: consisténcia,
coeréncia, e plausibilidade. Outro postulado de Hill fica confirmado quando juntamos a
semelhanca de quadro clinico e das alteracdes histoldégicas encontrada entre animais de
companhia e humanos colonizados com Helicobacter (Harbour & Sutton, 2008; Morgner,
Bayerdorffer, Meining, Stolte & Kroher, 1995; Rossi et al., 2000), o da analogia. Assim os
nossos resultados sugerem que, apesar de os processos serem ainda desconhecidos, é
possivel que exista uma ligagéo entre colonizagao por “H. heilmannii’ e gastrite cronica em
felideos.

A avaliacdo de associagdes significativas entre a presenca de doencga do foro gastrico e as
diferentes espécies de Helicobacter sp. evidenciadas por PCR em canideos revelou que
caes com alteragdes inflamatérias da mucosa gastrica se encontravam mais frequentemente
colonizados com “H. bizzozeronii” do que caes sem essas alteragdes. Os nossos resultados
mostram que todos os 5 cées colonizados com “H. bizzozeronii” apresentavam altera¢oes
gastricas do foro inflamatério, enquanto que apenas 1 cdo igualmente colonizado nao
apresentava estas alteragoes.

Estes resultados estdo em contradigdo com o relatado por outros autores (Simpson et al.,
1999b). Contudo, o facto de nao ter sido observada qualquer relagdo entre sinais clinicos
gastrointestinais e colonizacao pode indicar a presenca de doencga sub-clinica (Willard et al.,
2002). Nos caes, ao contrario dos gatos, o poder patogénico de Helicobacter nao se

68



encontra exclusivamente relacionado com uma Unica espécie em particular (Haesebrouck et
al., 2009).

Pensa-se que o desenvolvimento de doencga crénica nos canideos possa ser devido a uma
interacgdo sinérgica entre H. felis e H. bizzozeronii (Haesebrouck et al., 2009). De facto, na
populacdo em estudo, H. felis nunca foi identificado como colonizador Unico, estando
sempre presente com diferentes combinacdes de populacbes de H. bizzozeronii, H.
salomonis e “H. heilmanni”’. E possivel que a correlacdo observada entre alteracdes

inflamatdrias e H. bizzozeronii seja um reflexo dessa acc¢ao sinérgica.

Contudo, é de realgcar que nenhum cao considerado normal a andlise histopatoldgica estava
colonizado com Helicobacter. Isto reforga a hipétese que caes colonizados com Helicobacter
poderem estar numa fase compensada de doencga sub-clinica, sé havendo desenvolvimento
de sinais clinicos quando algum factor, como a imunodepressdo, puser em causa este
equilibrio. O facto existir evidéncia de que os caes conseguem eliminar Helicobacter através
de uma resposta humoral competente (Wiinberg et al., 2005), e que animais sintomaticos
melhoram com antbioterapia (Jergens et al., 2009; Leib et al., 2007) contribuem para
suportar esta teoria.

A relacdo entre colonizacdo com Helicobacter e doenca gastrointestinal em animais de
companhia necessita ser clarificada, pois alguns estudos a demonstraram uma relagéo
causa efeito (Takemura et al., 2009) enquanto outros ndo o evidenciaram (Norris et al.,
1999; Simpson et al., 1999b). Tal como acontece em humanos, em que alguns individuos
colonizados com H. pylori nao desenvolvem doencga, nem todos os animais colonizados com
Helicobacter desenvolvem doenga (Schlenker & Surawicz, 2009). No caso de H. pylori,
sabe-se que existem estirpes mais virulentos que outras e que polimorfismos genéticos do
proprio hospedeiro sdo importantes factores que influenciam o desenvolvimento, ou néo, de
doencga crénica (De Bock et al., 2005; Harbour & Sutton, 2008). Apesar de se encontrarem
descritas varias estirpes de algumas espécies que colonizam o cao e o gato (Jalava et al.,
1998) o seu potencial patogénico ndo é conhecido. Os dados recolhidos na literatura
sugerem que nem todas as espécies de Helicobacter sdo patogénicas para 0os animais de
companhia, havendo algumas espécies que, quando presentes, causam doenca e outras
nao (Haesebrouck et al., 2009; Solnick & Schauer, 2001).
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Os resultados obtidos na populagdo em estudo sugerem que “H. heilmannii’ nos gatos e H.
bizzozeroniilH. felis nos caes, podem ter um papel importante no desenvolvimento de
patologia géstrica. Esta relagédo néo é directa, tal como acontece em humanos colonizados
com H. pylori (Dehghani, Erjaee, Imanieh & Haghighat, 2009; Schlenker & Surawicz, 2009;
Velin et al., 2009), mas varias observacdes reportadas até a data (Bridgeford et al., 2008;
Feinstein & Olsson, 1992; Fox et al., 1995a; Hermanns et al., 1995; Jergens et al., 2009; Lee
et al., 1992; Leib et al., 2007; Simpson et al., 2000b; Takemura et al., 2009), incluindo este
estudo, satisfazem todos os postulados de Hill (Hill, 1965): existe uma for¢a de associacgao,
consisténcia, especificidade, associacao temporal, plausibilidade, coeréncia, confirmacgéao
experimental de inducado de doenca (Radin et al., 1990; Simpson et al., 2000b; Simpson et
al., 2001) e analogia com outros modelos de causa-efeito. Assim, consideramos util a
realizacao de estudos mais aprofundados, que definitivamente comprovem ou contrariem a
hipétese de existéncia de uma associacao entre a Helicobacter e a alteragdes gastricas em

animais de companhia.

4. Consideracoes finais e perspectivas para o futuro

No presente estudo encontraram-se populagcdes de Helicobacter spp. numa populacao tipica
de animais de companhia em Portugal com prevaléncias de 37,5% em canideos e 48,9%
em felideos. Verificaram-se duas associagdes importantes: a relagdo entre a presencga de
“H. heilmannii’ em gatos e o desenvolvimento de sinais clinicos gastricos e entre a presenca
de H. bizzozeronii e o aparecimento de alteragbes inflamatérias na mucosa géstrica de caes.
Determinou-se ainda a utilidade de esfregagcos da parede da mucosa gastrica como exame
complementar de diagnéstico e a necessidade de avaliar resultados histopatoldgicos a luz
dos sinais clinicos evidenciados pelo paciente. Todos estes resultados podem ter

repercussdes na pratica clinica.

No exercicio quotidiano de clinica de animais de companhia, e face aos resultados acima
apresentados, poder-se-a justificar a inclusdo de pesquisa de Helicobacter na lista de
diagnosticos diferenciais em casos de gastrite crénica, quando o paciente se apresenta a
consulta com sinais clinicos do foro gastrico sem causa conhecida. A fisopatologia da
gastrite crénica provocada por Helicobacter € complicada e inclui factores especificos tanto
de cada espécie desta bactéria como do préprio hospedeiro. Se todas as outras causas de
gastrite cronica ja tenham sido excluidas, a prevaléncia determinada podera sustentar a
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instituicdo de uma antibioterapia empirica, especifica para gastrites a Helicobacter. Desta
forma, poder-se-a melhorar tanto a vida dos pacientes como a dos proprietérios.

Um diagnostico definitivo de gastrite crénica por Helicobacter pode ser obtido através da
avaliagdo histopatolégica de biopsias gastricas. O clinico deve ter o cuidado de pedir
biopsias das varias regides gastricas e que seja efectuado um esfregago da parede da
mucosa gastrica. Com o pedido de avaliagdo histopatolégica € imprescindivel referir a
suspeita de gastrite crénica por Helicobacter, de forma a permitir ao patologista efectuar
coloragbes especificas nos cortes histolégicos que facilitem a identificacao de espiroquetas.
Desta forma, maximiza-se a probabilidade de evidenciar as espiroquetas eventualmente
presentes na observagdo microscopica.

Tudo indica que existe pelo menos uma espécie de Helicobacter particularmente patogénica
para cada espécie de mamifero existente. Apesar de ainda ndo estar identificada qual a

espécie mais patogénica no cao, no gato é muito provavel que seja “H. heilmannir’.

A gastrite cronica idiopatica € uma fonte de frustragdo tanto para o médico veterinario
assistente como para os proprietarios. A possibilidade de que, em alguns casos, estas
gastrites possam ser devidas a presenca de Helicobacter devera ser considerada. Assim o
médico veterinario podera optar por uma terapéutica especifica, melhorando a qualidade de
vida tanto dos seus pacientes como dos proprietarios.

Contudo existe a necessidade de prosseguir os estudos para esclarecer cabalmente varios
aspectos desta doenca. A nivel laboratorial, sdo necessarios mais estudos para avaliar qual
o tipo de “H. heilmanni’ que provoca doenca nos gatos, quais as populacées mais
representativas, sendo para isso necessario desenvolver métodos de diagnéstico mais
especificos, como FISH. Sera util o conhecimento das sequéncias genéticas de mais
espécies de Helicobacter, que permitam a avaliagdo do poder patogénico de cada um e a
eventual identificagdo de novos factores de viruléncia. A possibilidade de determinagédo do
estado de colonizagdo de um paciente através de andlises fecais devera ser aprofundada,

pela importancia que tem como potencial exame complementar.
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Em termos clinicos, sdo necessarios mais ensaios para se avaliar a resposta a
antibioterapia em pacientes com gastrite crénica e comprovadamente colonizados por
Helicobacter spp. O esquema terapéutico hoje utilizado é extrapolado de ensaios realizados
em humanos, pelo que existe a possibilidade de outros compostos se poderem mostrar mais
eficazes contra as espécies mais frequentemente encontradas nos animais de companhia.
Para confirmar a relagédo entre o desenvolvimento de sinais clinicos e colonizagdo sera
necessario estender este estudo a animais cuja evolugdo dos sinais clinicos possa ser

acompanhada.

Face a reconhecida associagao entre a presenga de Helicobacter e o desenvolvimento de
linfoma no Homem, julgamos importante avaliar o impacto de uma terapéutica especifica
para Helicobacter em gatos em que foi diagnosticado linfoma alimentar. Esta neoplasia é
cada vez mais comum em felideos e a possibilidade de induzir uma remissdo em linfomas

nao pode ser ignorada.

Finalmente, nunca deveremos esquecer a importancia de um raciocinio clinico. Os
resultados de qualquer exame complementar de diagnéstico devem ser sempre
interpretados tomando em conta o enquadramento clinico, que inclui a histéria pregressa e

os sinais clinicos evidenciados.

Helicobacter é uma bactéria fascinante. E um exemplo elegante do desenvolvimento de
mecanismos para se evadir as defesas do sistema imunolégico do hospedeiro. Tem a
capacidade de sobreviver e multiplicar-se num meio agreste, e é essa capacidade que pode
ser determinante na sua patogenia. O estudo desta bactéria nos animais de companhia
ainda esta no seu inicio, mas tudo indica que a colonizagdo com Helicobacter pode ser a
etiologia de muitas gastrites cronicas ditas idiopaticas.
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ANEXO |

Casuistica observada no Hospital Escolar durante o periodo de estagio

Durante o periodo de estagio no Hospital Escolar da FMV/UTL foram observados um total

de 675 pacientes, dos quais 520 eram canideos, 153 eram felideos e 2 eram animais de

espécies exdticas (figura 35). Foi possivel seguir 132 pacientes de uma forma mais

continua, uma vez que foram observados mais do que uma vez nos varios Servicos

hospitalares.
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Figura 35: Casuistica observada discriminada por espécie e por servico.

A distribuicao dos pacientes por idade e sexo encontra-se resumida nas figuras 36 e 37. Nos

felideos, foram vistos um maior nimero de machos orquiectomizados, enquanto nos

canideos foram fémeas ovariohisterectomizadas. A faixa etaria até aos cinco anos foi a mais

vista nos felideos e a dos seis aos 10 nos canideos.
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Figura 36: Distribuicao de pacientes por sexo.
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Figura 37: Distribuicdo por grupos etarios dos pacientes observados.

A ultrasonografia € um exame complementar imprescindivel no estudo de varias doencas,
desde as gastrointestinais as endécrinas. E um exame nao invasivo, bem tolerado pelos
pacientes, que possibilita a visualizacdo dos 6rgaos internos. Permite avaliar através da
ecogenicidade, ecotextura, e localizacdo dos 6rgaos, a existéncia e possiveis causas das
mais variadas doengas. A utilizacdo da ultrasonografia permite ainda a obtencdo de
amostras biolégicas, como citologias e biopsias, sendo uma alternativa a laparotomia
exploratéria. Durante o periodo de estagio hospitalar, houve a oportunidade de observar
varios exames ecograficos e procedimentos eco-guiados num total de 84 pacientes: 66

canideos e 18 felideos (figura 38).
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Figura 38: Distribuicao de pacientes sujeitos ao exame ecografico por area clinica.
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ANEXO Il

PCR com ADN extraido de amostras regionais

2,000-bp

1,000-hp» —

300-hp .

Figura 39: PCR com primers especificos para “H. heilmannii” e ADN extraido de amostras gastricas
regionais com amplificacado da banda esperada (580-pb) e bandas inespecificas

Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras felinas positivas do
antro (4,10,16), corpo (4,11,17), e fundo (6,12,18); amostras caninas positivas de antro (7,13), corpo
(8,14), e fundo (3,9,15).

2,000-bp

1 .(um-hm

300-b|

Figura 40: PCR com primers especificos para H. salomonis e ADN extraido de amostras gastricas
regionais com amplificagdo da banda esperada (537-pb)

Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras caninas positivas do
antro (8,6,13), corpo (4,7,10,13), e fundo (5); amostras caninas negativas do antro (9,12,15) e fundo
(8,11,14).
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Figura 41: PCR com primers especificos para H. bizzozeronii e ADN extraido de amostras géastricas
regionais com amplificagdo da banda esperada (420-pb)

Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras felinas antro (8), corpo
(9), fundo (10), amostras felinas negativas antro (11), corpo (12) e fundo (13), amostras caninas
positivas antro (5, 14), corpo (6, 15), fundo (7), amostras caninas negativas corpo (3) e fundo (16);
amostras fecais caninas negativas (17, 18).

i

-1 2

=

Figura 42: PCR com primers especificos para H. felis e ADN extraido de amostras gastricas regionais
com amplificacao da banda esperada (1150-pb)

Marcador molecular (M), controlo negativo (1), controlo positivo (2), amostras caninas positivas antro
(3, 9), corpo (4, 7, 10) e fundo (8, 11, 14), amostras caninas negativas antro (6, 12), corpo (13) e
fundo (5); amostras fecais negativas caninas (15, 16, 18), amostra fecal felina negativa (17).
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ANEXO il

Protocolo de rotina H&E

Procedimentos

Desparafinar

Hidratar

Hematoxilina de Gill 2

Lavar em agua destilada

Lavar em agua corrente morna
Alcool 70°

Eosina-Floxina

Desidratar, diafinaizar e montar

©ONOO AN~

Resultados

Nucleos

Citoplasma e outros elementos

15 min
5 min
30 sec

2 min
1 sec
1 sec

Azul/Preto

Varios tons de Rosa a Laranja
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ANEXO IV

Formulario de avaliacao histopatolégica

Patologista: Numero do caso:
Numero de amostras de tecido no slide:
Tecido presente:

[] Inadequado [] Demasiado Superficial [] Adequado
Numero de tecidos anormais:

Caracteristicas morfolégicas

Normal Ligeiro Moderado Marcado
Leséo epitelial superficial ] ] ] ]
Leséo epitelial das criptas
Fibrose [l [l [l [l
Atrofia [ [ [ [
Ulceracéo L] L] ] ]
Displasia O] L] L] L]
] ] ] ]
Inflamacao
Linfécitos intra-epiteliais ] ] ] ]
Linfécitos e plasmacitos na
lamina prépria ] ] ] ]
Eosindfilos na lamina prépria ] ] ] ]
Neutréfilos na lamina prépria ] ] ] ]
Outras células inflamatérias ] ] ] ]
Hiperplasia linfofolicular
gastrica ] ] ]
Helicobacter
Densidade de colonizagéo O] O] O] O]

Diagnéstico Final

Normal ild Moderate arke

Tecido normal ] Gastric [RQ
- . - Helicobacter| ¥’

Inflamacao linfoplasmocitica ] 0rganisms |z

Inflamacéao eosinofilica ]

|nf|ama9é0 neutroﬁ”ca I:l Wonontic q.cg'o_go.g‘qgo.c g,lo‘;..q;o;'.

Atrofia/Fibrose (ndo inflamatéria) ] ek olgoe 299/ &

QOutro [
Neutrophilshe'se @ ee ee ! 00000000000
eosinophils 2 @ @@&

Comentarios: Guia de c|a55|f|cacao
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ANEXO V

Fotografias de esfregacos da parede gastrica

Figura 43: Esfregago da mucosa gastrica de um gato, evidenciando espiroquetas.
Giemsa 1000x. Original.

Figura 44: Esfregago da mucosa gastrica de um gato, evidenciando espiroquetas.
Giemsa 1000x. Original.
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Figura 45: Esfregago da mucosa géastrica de um céo, evidenciando espiroquetas.
Giemsa 40x. Original.

Figura 46: Esfregago da mucosa géastrica de um céo, evidenciando espiroquetas.
Giemsa 1000x. Original.
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ANEXO VI

Fotografias de cortes histopatologicos

Figura 47: Espiroquetas na mucosa superficial num corte histolégico de estémago de gato.
Giemsa 1000x. Original.

Figura 48: Espiroquetas no limen de uma glandula gastrica num corte histolégico de estbmago de
gato.
Giemsa 1000x. Original.
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ANEXO VI

Resumo da communicacao livre apresentada no congresso da APMVEAC

OS ESFREGACOS DA PAREDE GASTRICA COMO MEIO COMPLEMENTAR DE
DIAGNOSTICO DE INFECCOES POR HELICOBACTER SPP., EM CANIDEOS E
FELIDEOS

R. Canejo Teixeira, R. Noiva, M.C. Peleteiro ', C. Vilela'

! CIISA, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa

Nas ultimas décadas, desde que Helicobacter pylori foi identificado como um agente
ulcerogénico e potencialmente carcinogénico nos seres humanos, o estudo de Helicobacter
spp em pequenos animais tem sido aprofundado, nao s6 pelo seu potencial zoondtico, mas
como um possivel modelo da doenga humana. O seu interesse em Medicina Veterindria deriva
ainda da possibilibidade de existirem espécies patogénicas, que possam estar na origem de
gastrites idiopaticas, em canideos e felideos.

Perante um paciente com sintomas de gastrite de causa desconhecida € frequente a utilizacao
de endoscopia com bidpsia e posterior avaliacdo histopatolégica, para obtencao de um
diagndstico. A endoscopia permite, ainda, a utilizagdo de outra técnica de diagndstico,
facilmente exequivel, econdmica, e fidvel: o esfregaco. A deteccdo de Helicobacter spp
podera justificar a utilizac@o de antibioterapia tripla.

O potencial da utilizac@o de esfregacos para detectar este género bacteriano foi avaliado em
estdmagos de canideos e felideos apresentados para necrépsia na FMV/UTL, tendo sido
efectuados esfregacos e bidpsias de antro, fundo, e corpo géstricos. A técnica utilizada visou
replicar, tanto quanto possivel, as colheitas para citologia por escovagem disponiveis em
endoscopia como meio de diagndstico complementar de gastrite idiopética.

Os esfregacos foram corados com May-Grunwald-Giemsa e as biopsias foram submetidas a
processamento histolégico de rotina. Foram avaliadas, até ao momento, 32 esfregacos, dos
quais 59,4% foram positivos para a presenca de Helicobacter spp (19/32), 34,4% negativos
(11/32) e 6,2% (2/32) considerados duvidosos devido a fendémenos de autdlise.

Os resultados obtidos sugerem que a utilizacdo de esfregacos como meio complementar de
diagnéstico de infec¢des por Helicobacter spp., em pacientes com gastrite de causa
desconhecida, permite demonstrar a presenca destas espiroquetas de forma répida e sem
recursos laboratoriais complexos, e assim equacionar a necessidade de utilizag¢ao de
antibioterapia especifica.
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ANEXO Viii

Artigo submetido ao Journal of Feline Medicine and Surgery

Elsevier Editorial System({an) for Journal of Feline Medicine and Surgery
Manuscript Draft
Manuscript Number:

Title: A mixed population of Helicobacter pylori, Helicobacter bizzozeronii, and "Helicobacter
heilmannii" evidenced in the gastric mucosa of a domestic cat.

Article Type: Short conmumications

Corresponding Author: Mrs, Rute Saraiva Canejo Teixeira, BScH, BE4
Corresponding Author's Instimution: CIISA/FMY
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Crder of Authors: Bute Saraiva Cansjo Teixsira, EScH, EEd: Manuela Oliveira; Hugo Pissarra; Maria
Manuela R Niza; Cristina L Vilela

Abstracs: Helicobacter within the gastric mucosa is responsible for producing pathology in many
animal species, including man, raising concern over their zoonotic potential. Helicobacter pylori,
responsible for gastritis and gastric cancer in humans, produces similar pathology in pet carnivores,

but is considered an example of anthroponosis as it has been notariously sbsent from pet populations,

At necropsy, the stomach of a 13 vear-old mixed breed spaved female cat was analysed for the
presence of Helicobacter spp. using cytalosy, histopathelogy and PCR. Histopathelogical changes
where observed in the fundus and antrum while Helicohacter-like organisms where present in the
corpus and fundus but not antium, PCR was pasitive in all regions for Helicobacter spp., H. heilmannii
and H, bizzozeronii, while only the antrum was pesitive for H. pylori, The spaved female under study
could represent either a vet un-described population of domestic cats infected with H. pylori or a case
of anthroponosis,

Suggested Reviewers:

Oppossd Reviewers:
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& mixad populatlon of Helicobacrar pylon, Helicobacrar izzozeron, and
"Helicobacrer haimannil™ evidanced In the gasiric mucosa of a domestic cat.

Caneje Tel=alra, R., B3CcH, BEd; Ollvaelra, M., Lic, B3c, PhD; Pissarra, H., VM, B5c;
Hiza MLMLRLE. DVM. PRD; Wilela, T.L., IVM, PhD.

Shorl Communication

Helizohacter pyicn 12 3 gram negailve, urease posiive, spiral bacteria classified by the
World Heakh Organlzation as a class 1 carcinogen ' as s relationship %o human
gasirils and gaslric cancer has been firmiy estabilshed * *. The majority of the 32
species gescribed to date * are enterlc microorganisms of mammals, while 12 species
are gastric Inhabiants. Four species are now conslderad to be common In the gasiric
MuCosa of domeslic camlvores: Hellcobacler feils, Helcobacier hizzozenony,
Helizochacter saiomanis, “Helcobacler helimannt™ types 1. 2 and £ **, whlle H. bis’
rode as 3 primary gastric organism remalne questionable '°. Although the pathagenic
rode of these specles In gastrils andior gasiric cancer has yat 1o be frmly established In
pais ' feines s2em to be much more suscepiitle then canines * . Gastric fbroses
and atrophy have beer linked to K. feis Infection In ¢ats ™ while the presence of
lymphald falizies ™ ' and Inflammation have been related to Hedcobacter spp. and *H
hedmanni colantzation 1718

I has been suggested thal, similany to 5. pyisd Infected humans, e presance of “H.
helmanni® could play  role In feling almentary lymphama ™. There has been growing
cancem regarding the zoonotle potential of these bactera ™ since humars have
been shown to harbour species other inan H. pyior! with pathologleal consegquences =
that no envirormenial source for these baciena has been found =, and that
epldemiologlcal studies show 3 Ink between animal contact and Infection . Azhough
H. pyior produces similiar pathalogy In pet camivoras and In humans =, this spacies
has yel 1o be found I normal domestic carnivore populalions . making these cases
examples of anthroponosts ' ' Recently, however, Buczollts &f al. ™ nhave lsentinag
bW sequences from Hefcobacter-Iks organisms Identical 1o H. pyior! I the gasiric
MUCesa of canings, re-kindling the detats on the role of pet carmivores In the
transmission of ihis bacierum to humans. The present work describes the presenca of
H. pyior In & mixed population of Helcobacher specles In e gasing mucosa of a
domagstic shori-halkr cal.

& 13 year-oid mixed breed spayed female cat wih 3 history of mammary Wwmaors and
pleural efusion, sulhanised a1 the caners’ requess, was presentad for necropsy o the
Pathalogy Depanment of the Faculty of Velernary Medicing, Technlcal Unieersity of
Liston. The somach was opened along the greater curvasure, brush cytology was
performed and four full thickness blopsies whare cotalred from the fundus, Corpus and
antrum *or histopatclogy and PCR analyses. Brush cyiologies whare cotalred using
sierlle. single use Incculation loops and stalned with May-Grinwals-Slemsa . One
biopsy from each gasinc reglon was stored In 10% farmain for histology processing. A
combined sample, comprisng ors sample from each reglon, and the remalring
biopsles from the fires reglons wers kept frozen at -30°C, untll DMA extracton wih
lagen DMeasy® Blood & Tissue K, acoording o the manufaciurers Instructions.
PCR reaciions for Helicobacter spp., K. pyiarl, H. falls, 34, helimannil™, H. hizzazeronil,
H. salomands and H. BMs were performed as previously descripeg ® ™ #3 yeng
FldelTag™ Masbarfdl (LIZ3BE Products — Affymebly, Inc.). Reference siraing H. pywiond
CCUE ATEVAT, H fails ATCOC 43173, H. blzzozarniy CCUG 35045, H. salamomn's
CCUE 37845, H. WS ATCC 31630 and K. hedmannll type 2 DMA (KIndly provided by
Professar KW, Simpson) were used as posiive controls. Blapsies for histopathclogy
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were Imbedded In paralfin Blocks, processed and stained with Hematoxylin and Ecsin
and with Glemsa.

Eazad on the World Small Animal Vatarinary Assaclztion histopathological standards
!, mid mucasal atrophy was observed In the fundus and anirum, whie
lymphoplasmaocytic Inflirates were noted In the lamina propria of the antrum.
Helizohacterlks organisms wers cheerved In the corpus and antrum, occupying
gastric glands and surface mucosa [Igure 1a), whene colonization was classified as
mild. Brush cyioiogy was poshive Ir the Tundus and corpus, but negalive In the antrum
ifigure 1b). PCA on the combined samgpie was poslive Tor Helicobacter spp., H. pyion,
H. hefimanntl and H. blzzozeront, arignating 1200-bp, 298-0p, 580-bp and 420-bp
ampilcons, respecilvaly (Tigure 2} VWiken testad Indiidually, ihe three reglons ware
poskive for Helicohacier spp., “H. heiimanni®and H. bizzozeronll, whike only e antrum
was poshive for H. pyion,

The presence of 3 Hellcobacter mized populasion has been pravicusly described In
faline gasiric blopsies *.Our inding o mild mucosal atropny ks conslstent with other
swwdies ™, nowever Simpson et al. ™ Iinked changes In the architecturs of the gasre
MUCCS3 Wi the presence of M. fels, 3 species not found In 1his cal. #. helmanni has
been shoan to aker gasiric archiectura but through epithelal proliferasion and
lymiphald fallzular hyperpiasta **, not atrophy. It Is posslbie nowever Mat the presence

of H. pyion and H. Mizzozerond stered the patnogenic capaclty of H. neimannil’ ag
descrived for mixed Infections of H. bizzozerontiH. fells ** and H. salomonisiH.
hizzozerant ™. The fact that the fundus and antrum wers the mast aTected ragions &=
consistent with others indings 7 and the presence of Inflammation In the antrum Is
simllar 1o that found In f2lines experimentaly Infected with H. pylor 7%

The coowmence of H. pylor In the gasiric mucosa of *zines has b2en only reported In 3
particular commentlal breeder ** but has been rotoriously absent In stray and domestic
poputatiors % Tne spayed *emale under study could represent elther 3 yet un-
descried population of comesbe cats Infected with H. pylon or & case of
antNropancsis, 36 Nypothesized by some authars .93 Conskdering H. pyiors ablity
ta survive In water ¥ and the tengency for keaping Indooroutdoor cats In Portugal,
colonlzation af this animal tirough 3 contaminated waler sourcs must 3550 be
considersd. It was nat possible 1o determine whether human co-Inhabfants wera H
pyice postive or I the animal had outdoor access. Further studies aiming a1
characterising the population of HeNcobacter spo. In the domestic camivare populatian
argund Lisbon are cumenily ongoing and should help clarfying the Issue.

The praence of *H. helmanni” In c3is has been linked to vanous aterations In gastric
mucosa " and almentary lymphama . Jergens 2t al ** nave shown that treatmans
leads fo the improvement of gastritis clinical slgns and bactenal ciearance, akhough
histoleglcal sligns of gastnts remaln, suggesting a causal relationship simiar to that
g2en i H. pyion Infectad humans *. However, as oter sludiss couls nat E.1-:Ien-:e
such relatiorsnip ™%, oiner factors such 35 the effect of mixed Inf ections = and the
passiollity of straln depenﬂenl vindlenca ¥, shouls be congldered. The presence of 3
mixed infection of H. helmanni and H. pyior, as found In this cal, could explain the
development of pathoiogy In 5ome animats and not In oihers infected only with H.
helmanni’. Glven H. pyion's focal distibution pattern ® IhE small sample slze
rarmally obiained through endoscapy and even blapsy = may explaln the high rate
of negative resuls for K. pyion.

The role plaved by Hedcobactsr In feline gasirils, assoclated or nol with lymphoma,
remalns controverslal Several fackors, such as the species of Helcobacter present, e
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wirulence of the straln, and the genstic predisposiion of the animal, should b2 furher
Invesiigated In order to better undarsiand thelr relation to ciinlcal disease.
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Flgurs Captlons

Figure 1: (A) Spiral bacterla, consistent with Hedcobacter spp. In the surface mucosa.
Z2msa. [5) A splral bactena In brush cytology. May-Grinwakd-Glemsa _ [Drigingl

phatographs).

=|gU|'E 2. PCR reactors L5||I'Ig a malecular laddger In lane 1 and 14 I:H!rFFEI'IE{IIZIEI' ™

Bioline}; nagative controls In lane 2, 5, 3 and 11; positive controls H. spp (lane 3 using
H. fails ATCC 42179), H. pylor (ane §), H. helmanny type 2 (lane 9), H. hizzozerony

{420-0p, lane 12); sample results H. spp (1,200-bp, lane 4), H. pylor (296-bp, lane 7,
H. heiimanni’ (SE0-bp, lane 10) and H. bizzozeronll (420-Dp, lane 13).
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