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RESUMO

OLIVEIRA, ULISSES PERIGO. Helicobacter pylori em caes com leishmaniose.
UFCG, 2016, 33 p. (Trabalho de Conclusao de Curso em Medicina Veterindria).

Nos animais de companhia vem sendo estudada cada vez mais a presenca de
microrganismos com potencial zoonético a exemplo das Helicobacterias. Objetivou-se com
o presente trabalho investigar a presenca do género H. pylori e suas possiveis alteracdes na
mucosa gastrica de cdes acometidos de leishmaniose por meio de diferentes técnicas
laboratoriais, sem histdrico prévio de patologia géstrica. Para tanto foram investigadas seis
amostras de estdmagos de cdes de idades, racas e sexo diferentes diagnosticados com
Leishmania. Apés a eutandsia foram coletadas amostras de contetido estomacal através de
suabe e fragmentos dos estdmagos para a confeccdo de laminas para avaliagdo
histopatoldgica das possiveis alteragdes causadas pelo agente. Para a identificacdo do H.
pylori foram realizados os testes rdpidos de uréase, cultura microbiolégica seguida de
testes bioquimicos de uréase, catalase, oxidase e redugdo de nitrato. Ao teste rapido da
uréase, apenas dois animais foram negativos na regido pildrica, na cultura microbioldgica,
dos seis animais trés apresentaram caracteristicas enzimaticas de H. pylori. Na avaliacao
histopatoldgica, nas amostras coradas com hematoxilina e eosina as principais alteragcdes
observadas foram infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitdrio na lamina prépria, variando de
leve a moderado, alteracdes comunmente observadas, porém sem causa associada. Diante
dos resultados obtidos, pode-se concluir que caes portadores de Leishmania sao
susceptiveis a infeccdo natural por H. pylori, Adicionalmente, recomenda-se que animais
positivos para Leishmania que forem ser submetidos a tratamento o clinico deverd ter
atencdo a manifestagdes gdstricas causadas por helicobacterias como diagndstico
diferencial a possiveis efeitos colaterais causados pelos farmacos usados no tratamento
contra leishmaniose.

Palavras-chave: estbmago, canino, helicobactérias, zoonose, microbiologia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, ULISSES PERIGO. Helicobacter pylori in dogs with Leishmaniasis.
UFCG, 2016, 33 p.
(Work Completion of course in Veterinary Medicine).

The presence of microorganisms with potential zoonotic as example the helicobacter in
pets has been increasingly studied. This study aimed to investigate the presence of the
gender H. pylori and possible changes in the gastric mucosa of dogs with leishmaniasis
through different laboratory techniques, without previous history of gastric pathology.
Therefore, six stomachs of dogs of different age, race and sex, diagnosed with Leishmania,
were investigated through lymph node puncture, bone marrow and ear tip scarification.
After euthanasia stomach fragments and swabs with stomach content were collected for
histopathologic evaluation of the possible changes caused by the agent. For the
identification of H. pylori were carried out rapid urease tests, microbiological culture
followed by biochemical tests with the urease tests, catalase, oxidase, and nitrate reduction.
On the rapid urease test, only two animals were negative form to the test in the pyloric
region of microbiological culture, colonies suggestive for Helicobacter were subjected to
biochemical tests for the characterization of the agent, three animals of the six showed
biochemical characteristics of H. pylori. In histopathologic evaluation, the major changes
in the samples stained with hematoxylin and eosin were inflammatory infiltration
(Ilymphoplasmocytic) in the lamina propria, ranging from mild to moderate, commonly
observed changes, but without an associated cause. Based on these results, we can
conclude that dogs with Leishmania are susceptible to natural infection by H. pylori.
Additionally, it is recommended that animals positive for Leishmania which are to undergo
treatment should have their stomachs evaluated endoscopically and have samples collected
for the diagnosis of H. pylori by biochemical methods and/or microbiological culture.

Keywords: stomach, canine, helicobacter, zoonosis, microbiology.



1-INTRODUCAO

A presenca de bactérias espiraladas no estdmago de animais foi originalmente
descrita hd mais de cem anos. Esses microrganismos foram primeiramente denominados
espiroquetas, depois organismos semelhantes ao Campylobacter e atualmente organismos
semelhantes ao Helicobacter. Helicobacter ¢ um género de bactérias gram-negativas
dotadas de pequenos flagelos com alta capacidade de se multiplicar no estdmago devido a
producdo e importante atividade da enzima uréase, que tem sido encontrada no estdmago
de mamiferos. Acredita-se que estdo associadas a ocorréncia de gastrites, Ulceras e
neoplasias géstricas. A transmissdo do género Helicobacter tem sido sugerida devido a
presenca de microrganismos gdstricos com morfologia similar a este, no estomago de
vdrias espécies animais como caes, gatos, suinos, bovinos, ovinos, aves, furdes, macacos,
camundongos, ratos, hamsters, marmotas, raposas, guepardos, golfinhos, baleias dentre
outros.

A infeccdo pela espécie Helicobacter pylori na mucosa gastrica € considerado
como a mais frequente infeccdo cronica que ocorre em humanos. H4 uma estimativa de
que pelo menos metade da populacdo mundial esteja infectada por este microrganismo,
tornando-o um dos principais agentes patogénicos da espécie humana e destacando-o como
um importante problema de saide publica. A realizacdo de estudos sobre a patogenicidade
dessa bactéria sdo de extrema importancia, visto que os animais domésticos podem servir
de reservatorios para a transmissdo de Helicobacter spp para os humanos. As formas de
transmissao dessa infeccdo sdo incomuns tanto para animais quanto para seres humanos,
podendo a infec¢@o cursar assintomatica.

A leishmaniose visceral é uma doenca infecciosa cronica frequentemente letal,
causada nas Américas pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (L. (L.) i. chagasi)
e transmitida pelo diptero Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi. O cdo € o principal
reservatorio doméstico de L. (L.) i. chagasi, sendo o responsdvel pela manutencdo desse
agente em 4reas endémicas. A leishmaniose canina pode acometer vérios 6rgados e, dessa
forma, poderd apresentar caracteristicas clinicas diferentes. Estas podem variar desde um
aparente estado sadio até um estado grave, podendo evoluir para a morte. Tem-se como
medida preventiva a eutandsia dos animais positivos seguindo os preceitos bioéticos e de
bem-estar animal preconizados pela resolu¢do n° 1.000, de 11 de maio de 2012, do

Conselho Federal de Medicina Veterindria, assim estes animais possibilitam a realizagdo
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de estudos complementares através de diversos materiais coletados na necropsia. Desta
forma o presente trabalho teve como objetivo investigar a presenca de H. pylori na mucosa
géstrica de cies encaminhados para necropsia com diagndstico positivo de leishmaniose da
cidade de Patos e regido sem histérico prévio de patologias géstricas a fim de se determinar

a ocorréncia desse agente e suas caracteristicas patogénicas.
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2 —~REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Género Helicobacter

A presencga de microrganismos com morfologia espiral no estdmago de homens foi
descrita em 1886 pelo pesquisador clinico polonés Walery Jaworski. Porém, essa
descoberta ndo foi de grande relevancia até o fim da década de 70, quando Warren,
patologista australiano notou o aparecimento de bactérias com morfologia espiral na
mucosa géstrica, principalmente sobre o tecido inflamado. Dois pesquisadores, Warren e
Marshall, em 1982, conseguiram pela primeira vez isolar esses microrganismos de 11
pacientes com gastrite (KONTUREK, 2003).

A bactéria pertence ao Reino Prokaryotae, Filo Bacteria (Eubacteria), Classe
Proteobacteria, Subdivisao delta e epsilon, Subclasse epsilonproteobacteria, Ordem
Campylobacteriales, Familia Helicobacteriaceae, G€nero Helicobacter, Espécie pylori. A
principio essas bactérias foram denominadas de Campylobacter pylori em seguida
Helicobacter pylori devido as suas caracteristicas estruturais e genéticas que demonstraram
que elas deveriam ser classificadas em um novo género. No ano de 2005, Marshall e
Warren comprovaram o potencial patogénico do H. pylori e essa descoberta lhes rendeu o
Prémio Nobel de Medicina nesse mesmo ano (OWEN, 1998; KONTUREK, 2003).

O numero de espécies do género Helicobacter vem crescendo constantemente e
identificadas em vdrias espécies animais, muitas delas sdo patogénicas e s6 foram
identificadas devido as alteragdes causadas em seus hospedeiros. Enquanto o H. pylori é
bem reconhecido como um patégeno importante, o género como um todo é bem menos
reconhecido como causa importante de mortalidade em uma grande variedade de espécies
animais (HARBOUR; SUTTON, 2008). Em caes e gatos as principais espécies de
Helicobacter sao: H. felis, H. bizzozeronii, “H. happini”, “H. heilmanii”, H. canis, H.
cynogastricus e H. marmotae, sendo H. felis e “H heilmanii” associados a gastrite e H.

canis associado a diarreia (FOX et al., 2007; HARBOUR; SUTTON, 2008).

2.1.1 — Helicobacter pylori

Sobre a etiologia do agente, o nome Helicobacter vem de helix (espiral), bacter

(bastonete) e pylorus (parte inferior do estdmago). O H. pylori é uma bactéria Gram-
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negativa, isto €, as membranas interna e externa sdo separadas por um espago
periplasmatico e um citoplasma denso contendo material nuclear e ribossomos, de forma
espiralada, mével, ndo esporulada, microaerdfila, que mede aproximadamente 0,5 um de
comprimento e 0,3 um de largura e sdo catalase, oxidase e uréase positivas. Quanto a
morfologia sdo mdveis e possuem uma superficie lisa com quatro a oito flagelos
unipolares, embainhados e com bulbos terminais nas extremidades distais, tornando-o
extremamente adaptdvel a mucosa gastrica (MARSHALL, 2002).

Quanto as caracteristicas bioquimicas as mais destacdveis sdo prova de catalase e
oxidase e abundante presenca da enzima uréase que a permite sobreviver no meio dcido do
estbmago devido a sua capacidade de gerar amdnia e bicarbonato através da ureia,
originando uma camada alcalina ao redor da bactéria (THIBAUT et al., 2007).

Reconhecida a associagdo do H. pylori com o desenvolvimento de cincer géstrico,
inimeros estudos vém sendo feitos em relacdo ao seu potencial patogénico (HARBOU;
SUTTON, 2008). Em 1994 a International Agency for Research on Cancer (IACR)
concluiu que ha evidéncias para classificar o H. pylori como carcinogénico humano grupo
um (grupo dos agentes que envolvem risco carcinogénico para seres humanos)

(KONTUREK et al., 2009).

2.1.2 - Helicobacter spp. em caes

Em caes e gatos tem sido estudada a ocorréncia de organismos semelhantes ao
Helicobacter tanto em animais clinicamente sadios, como em animais com sintomas
gastrointestinais (GEYER et al., 1993; HAPPONEN et al., 1996). Em um estudo realizado
com Beagles a infeccdo experimental com H. felis causou gastrite nesses animais
(JALAVA et al., 1998). Diferentes espécies de primatas ndo humanos desenvolveram
gastrite quando infectados por H. pylori de forma natural ou experimental (HANDT et al.,
1995). Um estudo inoculando H. pylori em suinos e cies induziu gastrite cronica similar a
gastrite associada com H. pylori em criangas (LEE et al., 1992).

Demonstrando taxa de infeccao de 100% em caes da raca Beagle, a infeccdo por
Helicobacterias em cdes e gatos parece ser muito frequente (SIMPSON; BURROWS,
1997). Em um estudo realizado no estado da Paraiba que objetivou verificar a presenca do
Género Helicobacter spp na mucosa géstrica de caes recolhidos na Geréncia de Vigilancia

Ambiental e Zoonoses bem como identificar os fatores de risco associados a presenca da
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bactéria, 88% dos animais foram positivos para Helicobacter spp. no teste da uréase,
demonstrando sua alta prevaléncia nos cdes da regidao (FARIAS, 2014).

Semelhantes ao Helicobacter, varios organismos tem sido encontrados em todas as
regides gdstricas de cdes e gatos (HAPPONEN, 1996), sendo mais frequentes nas regides
cardica, findica e pilérica (LEE et al., 1992; HERMANNS et al., 1995).

Diferentemente do que acontece com a infeccdo por H. pylori no homem, o
significado da infec¢do em cées ainda ndo estd bem esclarecido, tornando necessarios mais
estudos afim de determinar se as patologias géstricas dos cdes podem ser atribuidas a essa
bactéria, apesar da alta frequéncia de infeccdo (SIMPSOM; BURROWS, 1997; JALAVA
et al., 1998).

2.2 - Transmissao

O H. pylori ja foi isolado de superficies externas, intestinos e excretas de moscas
(Musca doméstica), sugerindo que tais insetos podem atuar como vetores na transmissao
do agente, contaminando alimentos consumidos por seres humanos (GRUBEL et al.,
1997).

A primeira forma de transmissdo sugerida foi a fecal-oral devido ao sucesso no
isolamento do microrganismo através da cultura de fezes (STRAUSS-AYALI; SIMPSON,
1999). Um estudo relatou a capacidade de sobrevivéncia da bactéria no leite por varios
dias, sugerindo que o leite contaminado por fezes contendo H. pylori pode ser
potencialmente infeccioso (FOX, 1995; DORE et al., 1999). Segundo Lecoindre et al.
(1997) a infecg@o por helicobactérias em caes pode chegar a 100% em animais que vivem
em coletividade (canil, abrigos) e em animais de companhia essa infec¢do pode variar de
45 a 80%.

Apds o isolamento na saliva de pessoas infectadas por H. pylori e em saliva e
liquido gastrico de carnivoros domésticos foi sugerida a via oral-oral (STRAUSS-AYALLI,
SIMPSON, 1999). O habito de lamber sua pelagem, a ocorréncia frequente de vomitos e o
intimo contato com seus proprietdrios e/ou outros animais da mesma espécie aumentam a
incidéncia da transmissdo por esta via (LECOINDRE et al., 1997).

A cavidade oral tem sido proposta como reservatorio da infec¢ao e reinfec¢do por
H. pylori, podendo a regurgitacdo de suco gdstrico contaminar a boca predispondo a

colonizacdo por esse microrganismo por tempo indeterminado (KODAIRA et al., 2002).
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Além disto, estudos relataram mds condi¢cdes de saneamento bdsico como fator
determinante para a infeccdo por helicobactérias nos homens e nos animais (FOX, 1995;

LECOINDRE et al., 1997; VELAZQUEZ; FEITARG, 1999; KODAIRA et al., 2002).

2.3 — Potencial Zoonoético

Correlacdes entre o isolamento do H. pylori em animais, principalmente os que
vivem em ambiente doméstico, e enfermidades em seres humanos comprovam e
caracterizam a infec¢do por esse agente como uma zoonose (MACH, 2001). Devido a
elevada prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori em individuos que mantinham uma
relacdo mais proxima com animais, como funciondrios de frigorificos (abatedouros),
acougueiros e veterindrios, sugeriram que esse agente pode ser transmitido dos animais ao
homem (DORE et al., 1999).

Através de um estudo das espécies de Helicobacter realizado com estdmagos de
suinos, Choi et al. (2001) relataram a presenca H. pylori e H. heilmanni como patégenos
zoondticos e que suinos podem ser uma fonte potencial para a infec¢do humana, o que do
ponto de vista de satde publica tem elevada importancia. Um estudo realizado com 112
vacas clinicamente sauddveis abatidas em matadouro identificaram 101 amostras de
abomaso com a identificacdo de microrganismos semelhantes ao H. pylori (BRAUN et al.,
1997).

Estima-se que aproximadamente 40% da populacdo mundial possui animais de
companhia em casa (MCISAAC; LEUNG, 1999) assim como o contato direto com outros
tipos de animais, como os de produg@o em areas rurais (DORE et al., 1999), alertando para
a possibilidade de transmissdo de espécies de Helicobacter para os seres humanos.
Apresentando pequeno, mas real potencial zoondtico, outras helicobactérias podem
infectar o estdomago de animais (NEIGER; SIMPSON, 2000). Relatos mostram que o risco
de transmissdo por H. heilmanni entre animais € o homem € muito baixo quando
comparado ao H. pylori (encontrado em 30 a 100% das gastroscopias) apesar da frequente
ocorréncia daqueles organismos em cdes e gatos, do crescente numero de animais de
companhia e do contato intimo com humanos (EATON et al., 1996; STRAUSS-AYALI,
SIMPSON, 1999).
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2.4 — Métodos de diagnostico

Os testes para o diagndstico da infeccdo por Helicobacter spp. podem ser
estabelecidos de forma invasiva ou ndo invasiva. Através de endoscopia, 0s testes
invasivos tem como desvantagem o alto custo, o desconforto ao paciente e a exposi¢do ao
risco de infeccdo cruzada (CAMPUZANO-MAYA, 2007) e incluem o teste rdpido de
uréase, citologia, histopatologia, cultura e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
métodos nao invasivos detectam a presenca de Helicobacter de forma indireta, sendo eles o
teste respiratério com ureia marcada e sorologia, sendo os métodos invasivos os mais
utilizados na Medicina Veterinaria (STRAUSS-AYALI; SIMPSON, 1999; VELAZQUEZ
& FEITARG, 1999; HAHN et al., 2000).

Tabela 1. Sensibilidade e especificidade dos testes utilizados para diagnosticar H.

pylori através de métodos invasivos.

Métodos de diagndstico Sensibilidade (%) | Especificidade (%)
Cultura 7080 100
; 1 ) Histologia 80-098 9098
Metodos invasivos
Teste rapido da
s 90-95 90-95
PCR H50-—55 90-95

Fonte: Fischbach et al., 2009.

O teste da urease € simples, barato e rdpido e baseia-se na produgdo de uréase pelas
bactérias. Kits comerciais sdo encontrados facilmente, estes contém uma combinagdo de
ureia e um indicador de pH. O teste também pode ser preparado em tubos com uréia a 10%
em agua destilada e vermelho de fenol como indicador de pH. A mudanga para a cor rosa
indica positividade do resultado e o tempo decorrido até a mudanga de cor estd diretamente
ligado a concentragdo de bactérias presentes na amostra (FOX et al., 1995; SIMPSON &
BURROWS, 1997). O teste da urease para a deteccdo de helicobactérias apresenta
sensibilidade de 80 a 90% (HAHN et al., 2000), a presenca de micro-organismos

semelhantes produtores de urease (Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa) geram
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resultados falsos positivo assim como falsos negativo devido ao pequeno numero de
Helicobacter, fazendo com que o exame histolégico por meio de biopsias géstricas seja o
recomendado para diagndstico definitivo (HAPPONEN et al., 1996; HAHN et al., 2000).

Devido a distribuicdo irregular das bactérias no estdmago devem ser obtidos
multiplas biopsias de diferentes dreas do estdbmago. A histopatologia traz a vantagem de
avaliar alteragdes teciduais e a presenga de células inflamatdrias através da coloracdo com
HE (Hematoxilina e Eosina) e a localizacdo das bactérias na mucosa géstrica através da
coloragao Carbol — Fucsina (DOOLEY, 1993; STRAUSS-AYALI; SIMPSON 1999).

Métodos de coloragdo especial se fazem necessdrios para a identificacdo das
helicobactérias como coloracdo pela prata (Warthin Starry e Steiner Modificado) ou
Carbol-Fucsina (Fucsina fenicada) (STRAUSS-AYALI; SIMPSON, 1999).

Sendo organismos bastante exigentes, a cultura de Helicobacter spp. torna-se dificil
e de baixa sensibilidade (15,41 — 51%) quando comparado a outros métodos de diagndstico
(HAPPONEN et al., 1996; STRAUSS-AYALI; SIMPSON, 1999). Embora ndo seja
realizada rotineiramente, a cultura do H. pylori é considerada o padrao-ouro para o seu
diagnostico (VINETTE et al., 2004) tendo uma sensibilidade de 70-90% e uma
especificidade de 100% (FISCHBACH et al., 2009).

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) tem se mostrado valioso método diagndstico
para a deteccdo de varios micro-organismos incluindo o Helicobacter spp. Sdo utilizdveis
nos ensaios de PCR, amostras gastricas, saliva, placa dental e fezes (VINETTE et al.,

2004).

2.5 Leishmaniose

A leishmaniose visceral € uma patologia infecciosa cronica frequentemente letal
causada nas Américas pelo género Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (L. (L.) i.
chagasi) e transmitida pelo diptero Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi (MISSAWA;
LIMA, 2006). O cao € o principal reservatério doméstico do parasita, sendo o responsavel
pela manutencdo desse agente em dreas endémicas (ASHFORD, 1996). A doenca pode
acometer diversos 6rgdos, variando sua apresentacdo clinica, podendo assim apresentar
caracteristicas clinicas diferentes, variando desde um aprente estado sadio até um estado
muito grave, podendo evoluir para a morte (MOURA et al., 2002). Vérias 6rgdos sdo
afetados pela Leishmania sendo eles figado, bago, rins, linfonodos e pele (IKEDA et al.,

2005). A disseminagdo do parasito para 6rgaos nao pertencentes ao sistema mononuclear
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fagocitério, a exemplo do coracdo, tem sido descritos na literatura (MENDES et al., 2014).
Tem-se como medida preventiva a eutandsia dos animais com diagndstico positivos
seguindo os preceitos bioéticos e de bem-estar animal, preconizados pela resolugcdo n°

1.000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria,
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados seis cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFCG previamente
diagnosticados com Leishmania pelo teste parasitolégico (esfregaco sanguineo), citologia
por puncdo de linfonodos, medula dssea e escarificagdo da ponta da orelha, sendo duas
fémeas e quatro machos, com idades entre um e oito anos, sem histérico prévio de
patologia géstrica que em seguida foram encaminhados para eutandsia e posterior

necropsia no setor de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da UFCG.

3.2 - Coletas das amostras gastricas

Todos os estdmagos foram avaliados frescos. Apds o corte na curvatura maior
iniciando pelo duodeno, foram coletados com suabe amostras das regides cardica, fundica
e pildérica e encaminhados ao Laboratério de Microbiologia do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia da UFCG, campus de Patos-PB, para realizacdo dos testes para
identificacio de H. pylori Foram coletados fragmentos das mesmas regides e
encaminhadas ao Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da UFCG,

campus de Patos-PB, para confec¢ao de laminas e avaliac@o histopatoldgica.

3.3- Identificacdo de H. pylori

3.3.1. Teste rapido de Urease

As amostras géstricas foram coletadas através de suabe com conteido estomacal
das regiodes cardica, fundica e pildrica e colocadas em tubos tipo falcon 15ml esterilizados,
contendo trés ml de caldo ureia diluida a 10% em &gua destilada estéril e indicador de pH
vermelho de fenol. O material permaneceu vedado e armazenado em estufa na temperatura
de 37°C no periodo de 24 horas, com avaliacOes na mudanca de cor do meio a cada hora
para indicac¢do do resultado do teste. A mudanca de cor do amarelo para vermelho réseo foi

considerada positiva para microrganismos produtores de urease.
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3.3.2. Cultura microbiolégica

As amostras coletadas foram colocadas diretamente em caldo de transporte
Thioglicolato e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Federal de Campina Grande para cultura em Agar
especifico (Vancomicina + Anfotericina B + 5% de sangue de carneiro desfibrinado) em
placas de petri, armazenados em jarra anaer6bica com kit gerador de microaerofilia
(Probac®) em estufa a temperatura de 37°C com realizacdo de leitura a cada 48 horas. As
amostras em que houve crescimento microbiano foram submetidas a coloracdo de Gram
para verificar as caracteristicas morfotintoriais em objetiva 100x. As coldnias sugestivas
para Helicobacter foram submetidas as provas bioquimicas para caracterizacdo do agente,

sendo estas reducao do nitrato, catalase e uréase e oxidase.

3.4. Histopatologia

As amostras de tecidos das regides cardica, findica e pildrica foram fixadas em
formol tamponado a 10%, processadas e incluidas em parafina. Sessdes histoldgicas de 3 a
5 um de espessura foram coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e em seguida analisadas

por meio de microscopia 6ptica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos seis estobmagos avaliados, ndo houve correlacdo entre sexo, idade ou raca.
Todos os caes eram domiciliados e cinco deles apresentavam contetido alimentar. Em dois
estomagos foi possivel visualizar a presenga de pelos misturados ao conteido alimentar.
Apenas um estdmago apresentou dreas hiperémicas com aspecto hemorrdgico na regidao
fundica, porém na avaliacdo clinica ndo foi identificado nenhum sinal de patologia
gistrica. Nenhum animal apresentou hiperemia na regido de piloro caracteristica de
gastrite. Estudos mostram que a presenc¢a do microrganismo ndo estd diretamente ligada a
patologias gdstricas, podendo o portador ser assintomdtico, assim como alteragcdes
macroscopicas, em muitos trabalhos, estdo diretamente ligadas a presenca e potencial
patogénico do H. pylori no desenvolvimento de gastrite crOnica e na formacao de ulceras
géstricas. As Helicobacterias, nos ultimos tempos, vem sendo alvo de importantes estudos
sendo reconhecida a importincia de H. pylori como um agente ulcerogénico e
potencialmente carcinogénico no homem (KUSTERS et al., 2006). A resposta inflamatdria
que o H. pylori provoca no hospedeiro pode, se prolongada no tempo, provocar uma atrofia
de mucosa, seguida por uma hipertrofia compensatéria (DE BOCK et al., 2006), essa
hipertrofia junto a liberacdo de citocinas e outros compostos, devido a resposta
inflamatdria vao causando danos ao DNA celular contribuindo para o desenvolvimento de
malignidade (BALKWILL; MANTOVANI, 2001) alteracdes estas que ndo foram
identificadas nos estdmagos estudados.

Nos cdes e gatos ainda ndo foi demonstrado, sem duvidas, uma clara correlagao
entre a presenca de Helicobacter spp. e doencga géstrica, existindo estudos que demonstram
essa relagdo (TAKEMURA et al., 2007) enquanto outros nio a evidenciam (MOUTINHO
et al., 2007) assim como no presente estudo.

Quanto ao teste de uréase, todos os animais foram positivos em no minimo duas
regides (dois animais foram negativos na regido pilérica) tendo este teste uma sensibilidade
e especificidade de 90 a 95% (FISCHBACH et al., 2009)

Quanto a reatividade do teste, apenas uma amostra demorou mais de 20 horas para
reagir positivamente considerando o fato de poder ocorrer resultados falso positivos
principalmente se a leitura for ocorrer apds 24 horas. Ha correlagao direta entre o tempo de
reacdo com a quantidade de microrganismos produtores de uréase. A pesquisa da atividade

da uréase pode ser considerada como prova da presenca de Helicobacter spp.. A resisténcia
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ao 4cido cloridrico é o que confere vitalidade e patogenicidade ao H. pylori, sem essa
caracteristica bioldgica, a bactéria ndo teria condi¢des de colonizar a mucosa géstrica. A
enzima uréase, proteina de alto peso molecular (500 a 600 KDa), promove a hidrélise da
ureia presente no suco gastrico em condigdes fisioldgicas e leva a producdo de amonia.
Esta atua como receptor de fons H+, gerando um pH neutro no interior da bactéria,

conferindo ao H. pylori resisténcia a acidez gastrica (LADEIRA et al., 2003).

Figura 1- Teste da uréase — tubos com contetddo vermelho résea indicando mudanca de pH

e producgdo de uréase (resultado positivo).

Fonte: Arquivo pessoal.

Das seis amostras coletadas e cultivadas, trés apresentaram colonias com
caracteristicas morfoldgicas do género. Em relacdo a cultura microbioldgica, sendo o
resultado positivo ndo ha duvidas em relagdo a presenca da bactéria (MCCLAIN et al.,
2000). A cultura é o teste diagndstico mais especifico e importante para determinar a
caracterizacdo deste tipo de bactéria, fornecendo suas caracteristicas microbioldgicas e
bioquimicas possibilitando testes de susceptibilidade a antibidticos. Sua limitac¢do € o custo
oneroso em relacdo ao teste de uréase, sendo mais usado para fins de pesquisa como no
presente trabalho. As colonias de H. pylori crescem apds um minimo de trés dias e sdo

pequenas, redondas e lisas. A identificacdo das colonias envolve exame microscopico e



25

deteccao de enzimas, como uréase, catalase e oxidase (MEGRAUD, 1999). Na tabela 2
demonstra-se os testes bioquimicos aos quais as amostras foram submetidas e seus

respectivos resultados caracterizando o H. pylori.

Tabela 2. Resultados das amostras de seis estbmagos de cdes portadores de Leishmania

submetidos a testes bioquimicos para identificacdo de Helicobacter sp.

H. pylori Catalase Redugdo de Nitrato Urease Oxidase

Al + -

A2 e - +
2

A3 -

A4 ic - +

A5 - - +

A6 E

Devido as exigéncias do microrganismo, problemas como contaminacdo durante a
cultura e a necessidade de repique para o isolamento da bactéria, ttm como consequéncia
ndo se poder afirmar de qual a regido do estdmago a bactéria foi isolada assim como em
diversos trabalhos.

Na avaliacdo histopatolégica todas as amostras apresentaram alteracdes do tipo
infiltrado inflamatério linfoplasmocitdrio na lamina prépria variando de discreto a
moderado na regido flindica (dois) e nas regides cédrdica e findica (quatro), alteragdes estas
que ndo indicam patologia géstrica, mas que é frequentemente observada na rotina, porém
sem causa associada. Outros estudos descrevem a presenca de infiltrado inflamatdrio
mononuclear na mucosa de animais infectados por H. pylori. Em alguns trabalhos
identificaram uma resposta inflamatéria exuberante, predominantemente constituida por
plasmdcitos e linfécitos, com alguns histidcitos e neutrofilos superficialmente e uma
infiltracdo linfocitica mais intensa por vezes folicular e mais profundamente na mucosa,
diferente das encontradas na presente pesquisa. Diferindo dos resultados encontrados, a
presenca de infiltrado inflamatério em uma concentragdo celular alta pode estar
correlacionado com a presenga de Helicobacter spp. que € reconhecido como fator indutor

de infiltrado de células mononucleares, erosdes e ulceras (REINDEL et al., 1999). Assim
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como os resultados encontrados nesse estudo é possivel que lesdes anteriormente descritas
como lesdes espontaneas, sem causa bem definida fossem causadas por Helicobacter spp..

Durante muito tempo acreditava se que o ser humano era o unico reservatério do H.
pylori, porém estudos como esse demonstram a colonizacdo da bactéria em caes
domésticos, assintomdticos de doencas gastricas sugerindo que 0S mesmos possam servir
como reservatérios e vetores do agente. O H. pylori coloniza o estdbmago de caes
portadores de Leishmaniose sem correlacdo com patologia gastroentérica. Atribuir o
potencial zoonético para a infec¢do por H. pylori junto a uma potente zoonose como a
leishmaniose deve ser levado em consideracdo devido ao contato intimo do ser humano
com os cdes. O espaco dos animais de companhia na vida da sociedade moderna deve ser
percebido e trabalhado através de Politicas Publicas, a atribuicdo de valores sentimentais e
consideragdo como membro da familia, fato este que deve ser aliado a noc¢des bdsicas de
higiene, educacdo e guarda responsidvel de cdes e gatos para minimizar o potencial
zoonotico de diversas afeccoes.

Frente a possibilidade de tratamento para leishmaniose em cées, em substituicdo a
eutandsia, o clinico deverd ter atencdo a manifestacOes gdstricas causadas por
helicobacterias como diagndstico diferencial a possiveis efeitos colaterais causados pelos

farmacos usados no tratamento da Leishmania.
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5 - CONCLUSAO

Caes portadores de Leishmania sdo susceptiveis a infec¢do natural e assintomadtica
por Helicobacter pylori. Os métodos utilizados no presente trabalho devem ser utilizados
em conjunto para a identificacdo da bactéria. Adicionalmente, recomenda-se que animais
positivos para Leishmania que forem ser submetidos a tratamento devem ter seus
estdmagos avaliados através de endoscopia e terem amostras coletadas para diagndstico de

H. pylori pelos métodos bioquimicos e/ou cultura microbioldgica.
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