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RESUMO

EVIDENCIA DE HELICOBACTER SPP. EM GATOS DOMESTICOS
NECROPSIADOS NA REGIAO CENTRAL DO RIO GRANDE DO SUL.

AUTOR: VICTOR REIS GALINDO
ORIENTADOR: SAULO TADEU LEMOS PINTO FILHO

Helicobater spp. sdo bactérias espiraladas, gram-negativas, microaerofilicas que colonizam o
estdmago e intestino de humanos e diversos outros animais, como caes e gatos. A espécie mais
estudada atualmente ¢ a Helicobacter pylori e sua colonizagdo ¢ associada a gastrites, ulceras
pépticas e carcinomas gastricos em humanos, porém ja foi identificada na bile de felinos. As
espécies H. salomonis, H. bizzozeronii, H. feliz ¢ H. heilmannii, conhecidas como Helicobacter
ssp. ndo-Helicobacter pylori (HNHP) foram as mais isoladas da mucosa gastrica de caes e
gatos, mas também foram identificadas em seres humanos. Relatos apontam para a
possibilidade de que cdes e gatos podem servir como fontes de infec¢do para humanos, parte
disso se deve ao habito de lambedura destas espécies como demonstra¢ao de afeto no convivio
ou para o grooming. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi de tracar um perfil
epidemioldgico dessas bactérias e determinar o género mais prevalente em gatos da regido
central do Estado do Rio Grande do Sul, correlacionar a presenca das bactérias no estdmago,
figado e bile com o teste de urease e as alteragdes histopatologicas gastricas e hepaticas. Para a
realizacdo deste estudo, foram empregados 30 caddveres de gatos, submetidos a necropsia no
Laboratorio de Patologia Veterindria da Universidade Federal de Santa Maria. Durante este
procedimento foram coletadas amostras do corpo gastrico e antro pilorico para o teste rapido
de urease (TRU) para verificar a presenca ou auséncia das bactérias, da histopatologia
(estobmago e figado) para observar as alteracoes teciduais e da PCR (estdmago, figado e bile)
para analise filogenética e sequenciamento das Helicobacter spp. Desta forma, este trabalho
identificou que no TRU 60% (18/30) dos pacientes foram positivos no corpo gastrico e que
50% (15/30) foram positivos no antro pildrico. Destes 15 pacientes, 10 eram machos (70%),
sendo o resultado positivo no antro pildrico associado ao sexo masculino. Foram observadas
alteragdes histopatoldgicas discretas na maioria das amostras gastricas e hepaticas. As amostras
gastricas submetidas ao PCR foram positivas em 60,7% (17/28), as amostras hepaticas em
17,8% (5/18) e a amostra de bile em 3,5% (1/28). As amostras exibiram alta identidade de
nucleotideo com as espécies de HNHP.

Palavras-chave: Helicobacter, felinos, infeccdo, grooming, urease, PCR, histopatologia.



ABSTRACT

EVIDENCE OF HELICOBACTER SPP. ON NECROPSIED DOMESTIC CATS FROM

MID RIO GRANDE DO SUL

AUTHOR: VICTOR REIS GALINDO
ADVISOR: SAULO TADEU LEMOS PINTO FILHO

Helicobacter spp. are spiral-shaped, gram negative, microaerophilic bacteria that colonizes
stomach and intestines of humans and various other animals, such as dogs and cats.
Helicobacter pylori is the most studied species and its colonization is associated to gastritis,
peptic ulcers and gastric carcinoma in humans, however it was already identified on bile from
cats. H. salomonis, H. bizzozeronii, H. felis and H. heilmannii species are known as Non-H.
pylori Helicobacter (NHPH), and they had highest rates of isolation from gastric mucosa from
dogs and cats, nevertheless they were found on human beings also. According to case reports
dogs and cats may act as a source of infection to humans, part of it is due to licking habbit from
these animals as affection demonstration and because of grooming. In this context, this study
aims to trace an epidemiologic profile and determine the most prevalent gender of these bacteria
in cats from central State of Rio Grande do Sul, correlationate the presence of bacteria on
stomach, liver and bile with urease rapid test and gastric and hepatic histopathologic changes.
Therefore, this study used 30 necropsied cats, samples from gastric body and piloric antrum
were submitted to urease rapid test (URT) to verify bacteria presence or absence,
histopathology (stomach and liver) to observe tissue alterations, and PCR (stomach, liver and
bile) to Helicobacter spp. phylogenetic analysis and genome sequencing. It was found that a
total of 60% (18/30) of animals were positive on URT from gastric body, and 50% (15/30) were
positive on pyloric antrum. Within 15 patients, 10 were male cats (70%), thus positive results
were associated to male gender. It was observed mild histopathologic changes on majority of
gastric and hepatic samples. Gastric samples subjected to PCR were positive on 60,7% (17/28),
hepatic samples on 17,8% (5/18) and bile samples on 3,5% (1/28). The samples exhibited high
nucleotide identity with NHPH species.

Keywords: PCR, phylogenetic, nucleotide, sequencing, Helicobacter spp., cats, liver, stomach,
bile, NHPH.
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1 INTRODUCAO

Helicobater spp. sdo bactérias espiraladas, gram-negativas, microaerofilicas que
colonizam o estdmago e intestino de humanos e diversos outros animais, como caes, gatos,
furdes, porcos, guepardos e macacos (SOUSA et al., 2019; HONG et al., 2016; ROSSI et al.,
2014). A Helicobacter pylori ¢ a espécie predominante em seres humanos, cuja colonizagao
esta associada a diversas desordens clinicas do trato gastrointestinal superior ¢ do trato
hepatobiliar (KUBOTA-AIZAWA, et al., 2017; KUSTERS et al., 2006). Da mesma forma, as
bactérias do tipo Helicobacter ssp. ndo-Helicobacter pylori (HNHP) também foram detectadas
em estdmagos de seres humanos e outros animais acometidos por essas desordens (KUBOTA-
AIZAWA, 2017; TABRIZI et al., 2010). Em ambos os casos sua patogenicidade ¢ atribuida a
fatores que induzem a proliferacao celular e apoptose (MARCASO et al., 2016).

A primeira espécie do género Helicobacter ssp. identificada e nomeada apds ser
submetida a cultura bacteriana com sucesso foi a Helicobacter pylori (H. pylori), obtida de
humanos acometidos por Ulceras pépticas e que realizaram biopsias gastricas (MARSHALL et
al., 1984). Em seguida, foi descoberta a bactéria espiralada Gastrospirillum hominis, isolada da
mucosa gastrica humana com caracteristicas distintas da H. pylori (DENT et al.,1987;
MCNULTY et al., 1989). Anos mais tarde foi renomeada como Helicobacter heilmannii (H.
heilmannii) (SOLNICK et al., 1993).

Posteriormente a andlises do gene 16S RNAr para estudos filogenéticos, a espécie H.
heilmannii passou a ter duas subclassificacoes, tipo 1 e tipo 2 (HAESEBROUCK et al., 2009).
O tipo 1 composto apenas pela H. suis, isolada do estomago de suinos (O’ROURKE et al.,
2004; DE GROOTE et al., 1999), enquanto que o tipo 2 era composto pelas H. salomonis, H.
bizzozeronii, H. felis, H. heilmannii s.s., H. baculiformis e H. cynogastricus, obtidas de isolados
da mucosa gastrica de caes e gatos (HAESEBROUCK et al., 2009; O’ROURKE et al., 2004).
O grande grupo de bactérias incluidas nas subclassificacdes das H. heilmannii tipos 1 e 2 passou
a ser denominado como Helicobacter heilmannii sensu lato (H. heilmannii s.1.) para se referir
as espécies de Helicobacter ssp. nao-H. pylori ( HAESEBROUCK et al., 2011).

Diferentemente da H. pylori, as HNHP desenvolvem gastrite em grau discreto em
humanos, podendo evoluir para formas mais severas (TABRIZI et al., 2010). Ademais,
Helicobacter spp. ndo sao identificadas somente no estomago de felinos, mas também ja foram
detectadas em amostras de figado, ducto biliar (GREITER-WILKE et al., 2006), pancreas,
duodeno (SJODIN et al., 2011), bile (BOOMKENS et al., 2004) e na cavidade oral (TABRIZI

etal., 2010). Sendo assim, o contato direto com a saliva, contendo ou nao a bile, representa um
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fator de risco para a infecgdo, desta forma, surge a importancia zoonotica dessas bactérias
(TABRIZI et al., 2015; KUSTERS et al., 2006).

Em seres humanos, no grupo das HNHP, a Helicobacter suis (GOJI et al., 2015) ¢ a
Helicobacter heilmannii (YOSHIMURA et al., 2002) foram associadas com gastrite cronica
ativa, gastrite aguda, ulceras gastricas, adenocarcinoma gastrico e linfoma de baixo grau de
tecido linfoide associado as mucosas (SOUSA et al., 2019). Além disso, em um estudo recente,
constatou-se que dentre as HNHP a espécie mais prevalente na mucosa gastrica de felinos foi
a Helicobacter heilmannii (SOUSA et al., 2019). Apesar destes achados, todos animais estavam
clinicamente saudaveis, sugerindo que as Helicobacter spp. gastricas dos animais domésticos
causam pouco ou nenhum mal no seu hospedeiro natural, podendo, entretanto, se tornar
oportunista ao translocar para o trato hepatobiliar (MENARD et al., 2019; SOUSA et al., 2019).

As espécies de Helicobacter spp. que colonizam o trato intestinal e o sistema
hepatobiliar sdo conhecidas como enterohepaticas (TAKEMURA et al., 2019). Em humanos,
doengas inflamatdrias e neoplasicas do sistema hepatobiliar foram associadas as infec¢des por
Helicobacter spp (TAKEMURA et al., 2019; KARAGIN et al., 2010; XUAN et al., 2006). Em
murinos, a infec¢ao por H. hepaaticus inclui doenga inflamatoria e neoplasia hepatica primaria,
contribuindo para o desenvolvimento de colelitiase (TAKEMURA et al., 2019; MAURER et
al., 2005; ROGERS et al., 2004) Um estudo detectou a presenca de DNA de Helicobacter spp.
em tecidos hepdticos de caes acometidos por cirrose e carcinoma hepatocelular (MARCASSO
et al., 2016).

Infecgdes bacterianas causadas pelas espécies de Helicobacter enterohepaticas estdo
envolvidas na colangiohepatite aguda, podendo-se observar além disso, pancreatite, doenga
inflamatéria intestinal e colestase ocorrendo simultaneamente em gatos acometidos por
colangite supurativa e ndo-supurativa (GREITER-WILKE et al., 2006). Associando isso ao fato
de que nos gatos os ductos pancredtico e biliar se unem antes de entrar no duodeno a
colonizagdo bacteriana ascendente pelo trato digestivo pode ser facilitada (SJODIN et al.,
2011). Além disso, em um estudo foram detectados fragmentos de DNA especificos de H.
pylori por PCR na bile de gatos diagnosticados com colangite linfocitica e saudaveis
(BOOMKENS et al., 2004).

Nos felinos o complexo colangite colangiohepatite ¢ uma das desordens inflamatoérias
mais comuns que acometem o trato hepatobiliar, sendo classificada de acordo com a Associagdo
Mundial de Veterinérios de Pequenos Animais (WSAVA) em supurativa ou neutrofilica e ndo

supurativa ou linfocitica, refletindo a propor¢ao celular de neutroéfilos, linfocitos, plasmocitos;
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o grau de hiperplasia de ducto biliar; e fibrose (GREITER-WILKE et al., 2006; WATSON et
al., 2014).

Atualmente o diagndstico padrao ouro para infeccdo por H. pylori ¢ a bidpsia via
endoscopia do tecido gastrico para o teste rapido de uréase, histologia e cultura. No entanto,
estes processos invasivos envolvem riscos anestésicos e desconforto ao paciente (HONG et al.,
2016; HOSHINA et al., 1990). Por outro lado, a analise histopatologica tem sido empregada
por diversos autores em animais submetidos a necropsia para detectar a presenca de
Helicobacter spp. € observar as alteragdes de tecido hepatico e gastrico (TAKEMURA et al.,
2019; SOUSA et al., 2019; KUBOTA-AIZAWA et al., 2017; MARCASSO et al., 2016;
SASANI et al., 2014; ARAUJO et al., 2010; GREITER-WILKE et al., 2006; HWANG et al.,
2002). Além disso, a PCR ¢ um método especifico para distinguir entre as espécies de
Helicobacter spp. Também ¢ sensivel para o diagnostico de H. pylori em humanos e gatos
(HONG et al., 2016; KIM et al., 2012; MAPSTONE et al., 1993).

Determinados animais domésticos apresentam-se assintomaticos para a infec¢do com
Helicobacter spp., entretanto, a sintomatologia pode incluir vomitos cronicos (contendo muco,
fluidos géstricos ou bile), perda de peso, diarreia, anorexia e em alguns casos emaciagdo severa
e anemia (FOX et al., 2012; KUSTERS et al., 2006).

Embora a H. pylori seja sensivel a uma ampla variedade de antibidticos in vitro, estes
medicamentos falham quando realizada a monoterapia in vivo (KUSTERS et al., 2006;
MEGRAUD et al., 1995). A terapia dupla combinando inibidores da bomba de protons e
amoxicilina ainda ¢ utilizada em alguns paises, porém atualmente essas terapias foram
substituidas pela terapia tripla. Esta combina dois antibioticos, principalmente metronidazol e
alguns macrolideos, com compostos de bismuto ou inibidores da bomba de protons (KUSTERS
et al., 2006; LAMBERT et al., 1997, ARMSTRONG et al., 1987).

A patogenia da Helicobacter spp. ¢ um assunto extensamente estudado porque além de
causar doenca gastrointestinal e enterohepdatica tanto em grau leve quanto mais grave em seres
humanos, também ¢ responsavel por desenvolver quadros semelhantes em diversas espécies de
animais.

Os diversos relatos sobre as infeccdes por HNHP em humanos apontam para a
possibilidade de que animais, especialmente caes e gatos, podem servir como uma fonte para a
infeccdo em humanos (HWANG et al., 2002; RECORDATI et al., 2007; STOLTE et al., 1994;
THOMSON et al., 1994). Além disso, segundo o Instituto Pet Brasil, desde o ano de 2013 até

2018 a estimativa total de animais de estimag@o subiu de 132,4 milhdes para 139,3 milhdes. E
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o destaque vai para o crescimento de casas que escolhem o gato como animal de estimagao,
acumulando crescimento de 8,1% desde 2013 (INSTITUTO PET BRASIL, 2019).

Ademais, a lambedura de ambas espécies nos seres humanos ¢ uma forma de interacao
social, seja para demonstragdo de afeto ou para o grooming (RODAN et al., 2012). Por outro
lado, a presenca de Helicobacter spp. ja foi demonstrada na saliva de caes e gatos (TABRIZI
et al., 2010; RECORDATI et al., 2007). Portanto, o cendrio se torna progressivamente
suscetivel para que o aspecto zoonoético da doencga se desenvolva.

Sendo assim, faz-se necessario ampliar o conhecimento atual de como esta doencga se
desenvolve, em quais regides do corpo s3o mais acometidas, quais alteragdes identificadas nos
orgaos estudados, quais espécies de Helicobacter spp. sao observadas e quais cepas sdo mais
prevalentes nos felinos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar a presenca das Helicobacter spp.
através de testes rapidos de urease, analises moleculares e identificar os principais grupos
filogenéticos encontrados em gatos domésticos submetidos a necropsia na regido central do

Estado do Rio Grande do Sul.
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Evidence of Helicobacter spp. on necropsied domestic cats from central region of
Rio Grande do Sul
Evidéncia de Helicobacter spp. em gatos domésticos necropsiados na regiio central
do Rio Grande do Sul
Victor Reis Galindo!, Rafael Almeida Fighera?, Juliana Felipetto Cargnelutti®,
Angela Isabel dos Santos Dullius*, Licia Flavia Silva Herculano', Renata Dalcol
Mazaro?, Douglas Miotto Lorensetti?, Carollina Mariga', Saulo Tadeu Lemos
Pinto Filho®
ABSTRACT
This study investigated the evidence of Helicobacter spp. in necropsied cats from central
region of Rio Grande do Sul. Therefore, it was used 30 necropsied cats, which samples
from stomach, liver and bile were submitted to urease rapid test (URT) (only gastric body
and piloric antrum), histopathologic analysis (gastric body and pyloric antrum), PCR and
nucleotide sequencing (gastric body and pyloric antrum pool samples; hepatic and bile)
to demonstrate presence of genetic material and identify the main phylogenetic group of
Helicobacter spp. It was found a total of 60% (18/30) of animals were positive on URT
from gastric body, and 50% (15/30) were positive on pyloric antrum. Within 15 patients,
10 were male cats (70%), thus positive results were associated to male gender. It was
observed mild histopathologic changes on majority of gastric and hepatic samples.

Gastric samples subjected to PCR were positive  on 60,7% (17/28), hepatic samples

! Universidade Federal de Santa Maria, Programa de P6s-Graduagio em Medicina
Veterinaria, Hospital Veterinario Universitario, CEP 97105-900, Santa Maria, RS,
Brasil. E-mail: victorgalindo91@hotmail.com Autor para correspondéncia.

2 Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Patologia, CEP 97105-900,
Santa Maria, RS, Brasil.

3 Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva, CEP 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.

4 Universidade Federal de Santa Maria, Professora Associada do Departamento de
Estatistica, CEP 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.

> Universidade Federal de Santa Maria, Departamento da Clinica de Pequenos Animais,
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on 17,8% (5/18) and bile samples on 3,5% (1/28). The samples exhibited high nucleotide
identity with NHPH species. This study demonstred similar results found by several
researchers and provides epidemiological data that can be used as reference to this State.
Key words: PCR, phylogenetic, nucleotide, sequencing, Helicobacter spp., cats, liver,
stomach, bile, NHPH.

RESUMO

Este estudo investigou a evidéncia de Helicobacter spp. em gatos domésticos
necropsiados na regido central do Rio Grande do Sul. Para tanto, foram utilizados 30
gatos necropsiados, cujas amostras de estdmago, figado e bile foram submetidas ao teste
rapido de urease (TRU) (apenas corpo gastrico e antro pildrico), anélise histopatoldgica
(gastrica do corpo e antro e hepatica), PCR e sequenciamento de nucleotideos (pool das
amostras do corpo gastrico e antro pilérico; hepatico e da bile) para demonstrar a presenca
de material genético e identificar o principal grupo filogenético de Helicobacter spp.
Encontramos que no TRU 60% (18/30) dos pacientes foram positivos no corpo gastrico
e que 50% (15/30) foram positivos no antro pilorico. Destes 15 pacientes, 10 eram machos
(70%), sendo o resultado positivo no antro pilorico associado ao sexo masculino. Foram
observadas alteracdes histopatoldgicas discretas na maioria das amostras gastricas e
hepaticas. As amostras gastricas submetidas ao PCR foram positivas em 60,7% (17/28),
as amostras hepaticas em 17,8% (5/18) e a amostra de bile em 3,5% (1/28). As amostras
exibiram alta identidade de nucleotideo com as espécies de HNHP. Esse estudo
apresentou resultados similares aos encontrados por diversos pesquisadores e fornece
dados epidemioldgicos de referéncia para este Estado.

Palavras-chave: PCR, filogenética, nucleotideos, sequenciamento, Helicobacter spp.,
gatos, figado, estdmago, bile, HNHP.
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As Helicobacter spp. sdo bactérias espiraladas, gram-negativas e microaerofilicas
responsaveis pela colonizacdo do estomago e intestino delgado de diversas espécies, tais
como caes, gatos, furdes, porcos, guepardos e macacos (SOUSA et al., 2019; HONG et
al., 2016; ROSSI et al., 2014). A Helicobacter pylori é a bactéria predominante em seres
humanos sendo responsaveis pela manifestacdo de desordens do trato intestinal superior
e do trato hepatobiliar (KUBOTA-AIZAWA, et al., 2017; KUSTERS et al., 2006). A H.
pylori foi a primeira espécie identificada e nomeada ap6s cultura bacteriana obtida através
de biopsias de humanos acometidos de ulceras pépticas submetidos a endoscopia
(MARSHALL, et al., 1984). Em seguida a bactéria Gastrospirillum hominis foi
descoberta apresentando caracteristicas diferentes da H. pylori (DENT et al.,1987,
MCNULTY etal., 1989) sendo renomeada posteriormente como Helicobacter heilmannii
(SOLNICK et al., 1993).

Apods estudos de sequenciamento do gene 16s do RNA ribossomal (RNAr)
verificou-se que a Helicobacter heilmannii pertencia a uma ampla variedade de bactérias
isoladas de animais domésticos e silvestres, tais como H. salomonis, H. bizzozeronii, H.
felis, H. heilmannii s.s. (strictu sensu), H. baculiformis e H. cynogastricus
(HAESEBROUCK et al., 2009; O’ROURKE et al., 2004). Estas bactérias foram
posteriormente referidas como Helicobacter nao-Helicobacter pylori ou HNHP
(HAESEBROUCK et al., 2009).

As HNHPs, por sua vez, sdo responsaveis por causar gastrite moderada em seres
humanos que pode evoluir para formas mais severas, como ulceras gastricas,
adenocarcinomas gastricos e linfoma de baixo grau de tecido linféide associado as
mucosas (SOUSA et al., 2019; TABRIZI et al., 2010). Ja em felinos, a Helicobacter
heilmannii ¢ a bactéria mais prevalente, causa pouco ou nenhum mal ao hospedeiro

(MENARD et al., 2019; SOUSA et al., 2019) e ja foi identificada em amostras de
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estomago, figado, ducto biliar (GREITER-WILKE et al., 2006), pancreas, duodeno
(SJIODIN et al., 2011), fezes (HONG et al., 2016), cavidade oral (TABRIZI et al., 2010)
e até mesmo na bile (BOOMKENS et al., 2004).

De acordo com o Instituto Pet Brasil, desde o ano de 2013 até 2018 os felinos
apresentaram destaque como os animais domésticos mais escolhidos para ter numa
residéncia quando comparado com outras espécies (INSTITUTO PET BRASIL, 2019).
Além disso, a lambedura de gatos em humanos ¢ uma forma de interagdo social, seja para
demonstragdo de afeto ou para o grooming (RODAN et al., 2012) Em contrapartida, a
presenga de Helicobacter spp. ja foi demonstrada, inclusive, na saliva de caes e gatos
(TABRIZI et al., 2010; RECORDATTI et al., 2007) e ¢ sabido que o contato direto com a
saliva contendo ou ndo a bile representa um fator de risco para infeccao (TABRIZI et al.,
2015; KUSTERS et al., 2006). Portanto, essa sucessao de fatores torna o cenario
progressivamente favoravel para que o aspecto zoonotico desta doenga se manifeste.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a presenca das Helicobacter
spp. através de testes rapidos de urease, analise histopatologica, anélises moleculares e
identificar os principais grupos filogenéticos encontrados em gatos domésticos
submetidos a necropsia na regido central do Estado do Rio Grande do Sul.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados neste estudo 30 gatos, sendo 16 machos e 14 fémeas, 2 da raga
persa e 28 SRD e de diferentes idades oriundos da cidade de Santa Maria. Os animais
foram encaminhados sob solicitacdo do médico veterinario responsavel ou diretamente
pelos tutores para a realizacdo da necrdpsia no Laboratorio de Patologia do Hospital
Veterinario Universitario (LPV/UFSM), de modo que nem sempre o histdrico e exames

auxiliaries estavam disponiveis.
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Teste rapido para urease (TRU)

Para o TRU foi utilizado o kit Uretest® (RenyLab, Barbacena, Brasil). Apos
coletadas duas amostras géstricas (uma amostra do corpo € uma amostra do antro pilorico,
ambas de aproximadamente 5x5x5mm e incluindo desde a camada serosa até a mucosa),
estas foram depositadas no interior de um tubo do teste, de forma asséptica e avaliado o
tempo de viragem (mudanca de coloracdo) do indicador. Conforme a orientagdo do
fabricante, quando a coloracdo amarela do kit tornasse rosa em qualquer tonalidade dentro
de 60 minutos, as amostras eram consideradas positivas.

Analises histopatologicas

Imediatamente apds a coleta, os fragmentos gastricos (corpo gastrico e antro
pilorico com cerca de 5x5x5mm incluindo todo o 6rgdo) e hepaticos (préximo de
5x5x5m) foram acondicionados em seringas de 5ml com solu¢do de formol 10%,
encaminhados para analise histopatologica e seu processamento foi executado conforme
as técnicas de Prachasilpchai et al. (2007) e Robi¢ et al. (2007).

Para a avaliacdo da intensidade inflamatéria da mucosa gastrica das laminas de
cada amostra, foram atribuidos escores inerentes ao grau de comprometimento estrutural
e infiltracdo inflamatoéria do epitélio e lamina propria da mucosa gastrica das regides do
corpo e antro pildrico, conforme o consenso elaborado por Day et al., (2008).

De forma semelhante, foram estabelecidos escores das alteragdes estruturais
hepaticas considerando o tipo e o grau do infiltrado portal, grau de proliferacdo de ductos
biliares e o grau de fibrose, ambas foram baseadas nos estudos de Gagne et al. (1996).
Extra¢do de DNA e PCR

As amostras gastricas das regides de corpo, antro pilérico e hepaticas
(selecionadas igualmente as avaliacdes anteriores) e bile foram e armazenadas a

temperatura de -28°C em tubos de eppendorf de 3ml preenchidos com solugao fisiologica
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0,9% imediatamente apds a coleta. O material de DNA foi extraido de cada amostra
conforme a metodologia de Germani et al. (1997), com a utilizacdo do DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Alemanha) e submetido ao teste de PCR que, por sua vez, utilizou os
seguintes primers de oligonucleotideos (F-5'- AAC GAT GAA GCT TCT AGC TTG
CTA-3"; R-5'- GTG CTT ATT CST NAG ATA CCG TCA T-3'), os quais amplificaram
um fragmento de 399 pares de base do gene 16s rRNA da Helicobacter spp.

Em todas amplificacdes o controle positivo foi obtido das amostras gastricas e
hepaticas e bile de um gato sabidamente positivo para Helicobacter sp. € os controles
negativos eram agua ultrapura.

Sequenciamento e analise filogenética

Os produtos da amplificagdo da PCR foram submetidos em duplicatas para o
sequenciamento de nucleotideos através do método Sanger fazendo uso do equipamento
Prism 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies, California, USA). A ordem consenso
do programa Staden Package foi utilizada para iniciar a sequéncia de nucleotideos
(STADEN et al., 1996). As analises filogenéticas utilizaram a ordem consenso para cada
uma das amostras amplificadas e das sequéncias de nucleotideos de Helicobacter sp.
obtidas do banco de dados GenBank. As sequéncias foram editadas e alinhadas utilizando
o software BioEdit Alignment Editor suite, versao 7.0.5.3 (HALL et al., 1999). A arvore
filogenética foi construida através do software MEGA X (KUMAR et al., 2018).
Analise estatistica

Foram realizados os célculos das frequéncias absolutas e relativas para as
varidveis qualitativas (urease, histopatologia e PCR) e para a analise de associagao o teste
exato de Fischer. O nivel de significancia foi de 5% e o software utilizado foi o SPSS
v.18.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Dos 30 gatos avaliados foram trés (10%) filhotes até um ano, 10 gatos jovens de
um até cinco anos (33,3%), 6 adultos de 5 até 7 anos (20%) e 11 idosos a partir de 7 anos
(36,7%). Os animais que tiveram resultado positivo no TRU para amostras de corpo
representaram 66% (2/3) dos filhotes, 70% (7/10) dos gatos jovens, 50% (3/6) dos adultos
e 54,5% (6/11) dos idosos. Por outro lado, os animais positivos para urease nas amostras
de antro pildrico foram diferentes apenas nos gatos jovens 40% (4/10) e nos adultos 50%
(3/6).

Os pacientes que foram positivos para urease no corpo gastrico representaram
60% (18/30) dos casos. Por outro lado, na analise histopatolégica do corpo gastrico
destes, 50% (9/18) ndo apresentaram lesdo em epitélio superficial; 61,1% (11/18)
exibiram normalidade na fossa gastrica; 83,3% (15/18) ndo apresentaram linfocitos
intraepiteliais e linfocitos e plasmoécitos da lamina prépria. Além disso, apesar de
positivos para urease nenhum paciente exibiu atrofia da mucosa, eosinéfilos e neutréfilos
na lamina propria e hiperplasia linfoide folicular. A ndo observacdo dessas populagdes
celulares se deve supostamente a auséncia do epitélio superficial pela autolise identificada
em 63,3% (19/30) de ambas amostras gastricas do estudo.

No que diz respeito as analises das amostras de antro pildrico, 50% dos pacientes
(15/30) positivaram para o teste de urease e destes, 60% (9/15) ndo exibiram lesdo em
epitélio do antro pilorico; em 87% (13/15) ndo foram detectados linfocitos intraepiteliais;
80% (12/15) ndo demonstraram linfécitos e plasmocitos na lamina propria; e 87% (13/15)
ndo apresentaram hiperplasia linfoide folicular. Ndo foram observados eosinéfilos e
neutrdfilos na lamina propria. Entretanto, dos 15 animais positivos 10 eram machos
(70%), sendo assim, o resultado positivo no antro estd associado ao sexo masculino

(p=0,033).
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Nao foi possivel observar algumas alteragdes das populagdes celulares nas
amostras do corpo gastrico e do antro pilorico por conta autolise identificada nas amostras
deste estudo, pois € sabido que essa regido ¢ bastante sensivel e ¢ uma das primeiras a
sofrer com a autdlise, comprometendo asim, a avaliagdo das subpopulacdes leucocitérias
que fazem parte da regido superficial da mucosa gastrica (DAY et al., 2008). Em um
ambiente controlado, se estas amostras fossem coletadas in vivo provavelmente seriam
visualizadas mais altera¢des histopatologicas.

Com relacdo as andlises hepaticas, 73,3% (11/15) dos pacientes positivos no teste
de urease no antro pilérico apresentaram 5-10 células inflamatérias no espago porta
(alteracdo discreta), avaliacdo referente a quantificacdo da severidade dos infiltrados
inflamatorios em areas portais; 60% (9/15) apresentaram 2 ductulos por espago-porta
(alteragdo discreta) na avaliagdo da proliferacdo de ducto biliares; e 53% (8/15) ndo
exibiram fibrose portal. No que diz respeito aos que positivaram para urease no corpo
gastrico, 66,6% (12/18) apresentaram 5-10 células inflamatorias no espago porta
(alteracao discreta) 55,56% (10/18) apresentaram 2 ductulos por espago-porta (alteracdao
discreta); e 50% (9/18) demonstraram auséncia de fibrose portal.

Além disso, o tipo de infiltrado com a maior prevaléncia foi o linfoplasmocitico
com 76,6% (n=23), esta prevaléncia foi semelhante aos achados de Gagne et al. (1996),
em que dos 45 gatos avaliados com doengas hepaticas inflamatorias, 27 apresentaram o
infiltrado linfoplasmocitico. Ainda sobre esse autor, as alteragdes inflamatorias se
restringiram ao espago porta, achado semelhante ao nosso estudo. Entretanto, a diferenca
foi observada na proliferagdo de ducto biliar que foi evidente e severa em 96,2% (26/27)
dos gatos e em 85,1% (23/27) dos pacientes que exibiram fibrose portal.

Considerando que se uma amostra de corpo gastrico e ou do antro pildrico reagisse

no teste de urease bastaria para o animal ser positivo, obtivemos um total de 66,6%
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(20/30) dos pacientes. Este resultado foi inferior ao encontrado em felinos da Suica que
exibiram 78% (45/58) dos casos positivos (NEIGER et al., 1998); ao felinos dos Estados
Unidos que demonstraram 86% de positivos (47/55) (OTTO et al., 1994); aos felinos de
Niter6i-RJ que exibiram positividade nos testes de urease em 78,5% (44/56) dos casos
(ARAUJO et al., 2010); e aos caes do Rio Grande do Sul (GUERRA SEGUNDO et al.,
2021) em que 88,5% (31/35) dos caes estudados apresentaram amostras gastricas
positivas no teste de urease.

As amostras de gastricas submetidas as analises de PCR replicaram material de
Helicobacter spp. em 60,7% (17/28) dos casos. Estes achados estdo de acordo com a
prevaléncia encontradas em estudos variando entre 40-100% dos gatos
(PAPASOULIOTIS et al., 1997). Entretanto, esse resultado foi inferior ao encontrado em
amostras gastricas de cdes de Londrina-PR com 90,9% (30/33) das amostras
(TAKEMURA et al., 2019). Um estudo com 8 pacientes humanos ndo acometidos por
gastrite, 100% destes demonstraram resultados positivos para PCR (MAPSTONE et al.,
1993). Em nosso estudo, 14,2% (4/28) dos casos positivos gastricos também foi
identificado material genético em tecido hepatico.

Por outro lado, neste estudo 17,8% (5/28) dos casos apresentaram positividade na
PCR para as amostras hepaticas. Esse resultado foi inferior ao observado em amostras
hepéaticas coletadas de um grupo de seres humanos acometidos por carcinoma
hepatocelular, e outro grupo acometido outras doengas hepaticas, carcinoma coldnico e
mioma uterino; cada grupo exibiu um 60.7% e 72% dos casos, respectivamente (XUAN
et al., 2006).

Em 3,5% (1/28) foi encontrado material genético na amostra de bile e nesse
mesmo paciente a amostra gastrica também positivou, porém, teve resultado negativo de

PCR na amostra hepatica. Este fato exemplifica a teoria de infec¢do via ascendente do
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duodeno para o ducto biliar e posteriormente a bile (MENARD et al., 2019). Além disso,
a banda de material genético dessa amostra de bile teve uma marcacdo fraca na PCR,
tornando inviavel o sequenciamento genético. Em contraste com os caes avaliados em
Londrina-PR, este achado foi diferente do estudo em que nenhuma amostra de bile
replicou (TAKEMURA et al., 2019).

Verificou-se associacdo significativa das varidveis qualitativas entre o teste do
PCR e da urease no antro pilorico de 0,001, com significancia de 5% (Tabela 1). De forma
semelhante, foi demonstrada associagao significativa entre o teste do PCR e da urease no
corpo gastrico de 0,014 (Tabela 2).

A identidade de nucleotideos entre as sequéncias obtidas variou de 97,89% a
100%. Da mesma forma, a identidade foi alta quando comparada com as sequéncias de
H. heilmannii (HE984298.2; 98,97% a 99,23%), H. bizzozeronii (FR871757.1; 98,39% a
99,73%), H. felis (AY686607.1; 98,71% a 99,47%) e H. salomonis (NR_026065.1;
99,47% a 99,73%). A identidade dos nucleotideos variou de 91,9% a 93,48% quando
comparados com a sequéncia das amostras de H. pylori (AY 155586) (Figura 1).

A andlise filogenética ndo determinou as espécies de Helicobacter detectadas nas
amostras individualmente. No entanto, baseado na proximidade das amostras deste estudo
com as cepas de Helicobacter, fo1 possivel determinar nossas amostras como pertencentes
ao grupo filogenético Grupo Gastrico 1: Subgrupo 1B. Portanto, ndo apresentam relagdo
direta ao grupo da Helicobacter pylori, apenas proximidade evoluciondria e similaridades
gendmicas.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram uma alta ocorréncia de Helicobacter spp.

no TRU e PCR nas amostras géstricas analisadas. Concluimos que o resultado positivo

no TRU do antro pildrico estd associado ao sexo masculino. Foram observadas alteragdes
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histopatologicas discretas na maioria das amostras gastricas e hepaticas e foi possivel
definir qualitativamente as alteracdes mais comuns. As amostras hepdticas e biliares
positivas no teste de PCR foram inferiores as observadas em diversos estudos, porém
ocorrem. A analise filogenética determinou alta proximidade com as HNHP pertencentes
ao Grupo Gastrico: Subgrupo 1B, que sdo espécies que possuem uma relacdo de
proximidade evolucionaria e similaridades genémicas com a H. pylori.
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1  Tabela 1- Associagado entre resultados de PCR no estdmago e urease no antro pilorico* e

2 corpo gastrico.**

PCR Urease Antro
Positivo  Negativo Total Positivo  Negativo Total
Positivo 13 4 17 13 4 17
(76,5%) (23,5%) (100%) | (76,5%) (23,5%) (100%)
Negativo 1 10 11 3 8 11
g (9,1%) (90,9%) (100%) | (27,3%) (72,7%) (100%)
Total 14 14 28 16 12 28
(50%) (50%) (100%) | (57,1%) (42,9%) (100%)
3
4  *Valor do teste exato de Fischer p=0,001 (significancia de 5%). Sentido de leitura
5  horizontal.
6  **Valor do teste exato de Fischer p=0,014 (significancia de 5%). Sentido de leitura
7  horizontal.
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

18
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Figura 1 — Arvore filogenética baseada na sequéncia de nucleotideo do gene 16s do RNA
ribossomal de Helicobacter spp. Valores acima de 60% foram exibidos. As sequéncias
obtidas nesse estudo estdo marcadas com um circulo preto; n°E ou n°F, nimero do

animal/amostra de estdmago ou amostra de figado.
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3. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram uma alta ocorréncia de Helicobacter spp.
no TRU e PCR nas amostras gastricas analisadas. Concluimos que o resultado positivo
no TRU do antro pilérico estd associado ao sexo masculino. Foram observadas alteragoes
histopatologicas discretas na maioria das amostras gastricas ¢ hepaticas e foi possivel
definir qualitativamente as alteragdes mais comuns. As amostras hepaticas e biliares
positivas no teste de PCR foram inferiores as observadas em diversos estudos, porém
ocorrem. A andlise filogenética determinou alta proximidade com as HNHP, que sdo
espécies que possuem uma relacdo de proximidade evolucionaria e similaridades

gendmicas com a H. pylori.
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APENDICE A — AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO CORPO GASTRICO

(PARTE 1)
Lesao em epitélio Lesao em fossa Atrofia da Linfocitos
Protocolo ; L . .
superficial* gastrica* mucosa* intraepiteliais™®
1477-20 Ausente® Ausente® 0 0
1480-20 0 0 0 1
1481-20 0 0 0 0
1482-20 Ausente? Ausente? 0 0
1483-20 Ausente? 0 0 0°
1497-20 Ausente® Ausente® 0 0
1499-20 Ausente? Ausente? 0 0
1506-20 0 0 0 0
1507-20 0 0 0 1
1510-20 Ausente® Ausente® 0 0
1548-21 Ausente? Ausente? 0 0
1552-21 Ausente® Ausente® 0 0
1553-21 0 0 0 0
1554-21 Ausente? Ausente? 0 0
1555-21 0 0 0 0
1558-21 Ausente? Ausente? 0 0
1562-21 Ausente® Ausente® 0 0
1565-21 Ausente? Ausente? 0 0
1566-21 0 0 0 0
1570-21 Ausente® 0 0 0
1572-21 0 0 0 1
1574-21 Ausente® Ausente® 0 0
1583-21 0 0 0 0
1586-21 Ausente® Ausente® 0 0
1605-21 Ausente® Ausente® 0 0
1616-21 Ausente? 0 0 0
1621-21 0 0 0 0
1625-21 0 0 0 0
1626-21 Ausente® Ausente® 0 0
1627-21 Ausente? 0 0 0

*0: ausente (normal); 1: leve; 2: moderada; 3: acentuada. *Epitélio ausente por autdlise.

®Foliculo linfoide ausente no espécime de bidpsia. Avaliagdo adaptada de Day et al. 2008.
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APENDICE B — AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO CORPO GASTRICO
(PARTE 2)

Linfocitos e Eosinofilos na | Neutréfilos na Hiperplasia
Protocolo | plasmécitos na LP* Lp* Lp* linfoide
folicular*
1477-20 0 0 0 0
1480-20 1 0 0 0
1481-20 0 0 0 0
1482-20 0 0 0 Ausente®
1483-20 0 0 0 Ausente®
1497-20 0 0 0 Ausente®
1499-20 0 0 0 Ausente®
1506-20 0 0 0 0
1507-20 1 0 0 Ausente®
1510-20 0 0 0 Ausente®
1548-21 0 0 0 Ausente®
1552-21 0 0 0 Ausente®
1553-21 0 0 0 Ausente®
1554-21 0 0 0 Ausente®
1555-21 0 0 0 0
1558-21 0 0 0 Ausente®
1562-21 0 0 0 0
1565-21 0 0 0 Ausente®
1566-21 0 0 0 Ausente’
1570-21 0 0 0 Ausente®
1572-21 1 0 0 Ausente’
1574-21 0 0 0 0
1583-21 0 0 0 0
1586-21 0 0 0 Ausente’
1605-21 0 0 0 Ausente®
1616-21 0 0 0 Ausente®
1621-21 0 0 0 Ausente®
1625-21 0 0 0 Ausente’
1626-21 0 0 0 0
1627-21 0 0 0 Ausente®

*0: ausente (normal); 1: leve; 2: moderada; 3: acentuada. °Foliculo linfoide ausente no

espécime de biopsia. Avaliacdo adaptada de Day et al. 2008.
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APENDICE C — AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO ANTRO PILORICO

(PARTE 1)
Lesao em epitélio Hiperplasia Atrofia da Linfocitos
Protocolo ; . ) .
superficial* epitelial* mucosa* intraepiteliais™®
1477-20 Ausente? 0 0 0
1480-20 0 0 0 1
1481-20 Ausente? 0 0 0
1482-20 Ausente? 0 0 0
1483-20 Ausente? 0 0 0
1497-20 Ausente? 0 0 0
1499-20 Ausente? 0 0 0
1506-20 0 0 0 0
1507-20 0 0 0 0
1510-20 0 0 0 0
1548-21 Ausente® 0 0 0
1552-21 Ausente? 0 0 0
1553-21 Ausente® 0 0 0
1554-21 0 0 0 0
1555-21 0 0 0 0
1558-21 Ausente? 0 0 0
1562-21 0 0 0 0
1565-21 Ausente® 0 0 0
1566-21 Ausente? 0 0 0
1570-21 Ausente® 0 0 0
1572-21 Ausente? 0 0 0
1574-21 Ausente® 0 0 0
1583-21 0 0 0 0
1586-21 Ausente? 0 0 0
1605-21 Ausente® 0 0 0
1616-21 0 0 0 0
1621-21 0 0 0 0
1625-21 0 0 0 0
1626-21 Ausente? 0 0 1
1627-21 Ausente® 0 0 0

*0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: acentuada. *Epitélio ausente por autodlise. Avaliagdao

adaptada de Day et al. 2008.
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APENDICE D — AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO ANTRO PILORICO

(PARTE 2)
Linfécitos e Eosinofilos na | Neutréfilos na Hiperplasia
Protocolo | plasmocitos na LP* Lp* Lp* linfoide
folicular*
1477-20 0 0 0 0
1480-20 1 0 0 1
1481-20 0 0 0 0
1482-20 0 0 0 0
1483-20 0 0 0 0
1497-20 0 0 0 0
1499-20 0 0 0 0
1506-20 0 0 0 Ausente®
1507-20 0 0 0 0
1510-20 0 0 0 0
1548-21 0 0 0 Ausente®
1552-21 0 0 0 0
1553-21 0 0 0 0
1554-21 0 0 0 Ausente®
1555-21 0 0 0 0
1558-21 0 0 0 Ausente®
1562-21 0 0 0 0
1565-21 0 0 0 Ausente®
1566-21 0 0 0 Ausente®
1570-21 0 0 0 Ausente®
1572-21 0 0 0 Ausente®
1574-21 0 0 0 Ausente®
1583-21 1 0 0 1
1586-21 0 0 0 0
1605-21 0 0 0 Ausente®
1616-21 0 0 0 0
1621-21 0 0 0 Ausente®
1625-21 0 0 0 0
1626-21 1 0 0 0
1627-21 0 0 0 0

*0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: acentuada. "Foliculo linféide ausente no espécime

de biopsia. Avaliacdo adaptada de Day et al. 2008.
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APENDICE E - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA HEPATICA

Protocolo I;lif;lgiado Portal Grat® Duigiig? S| Fibrose (Grau)®
1477-20 Linfoplasmocitico 1 0 0
1480-20 Misto 2 2 2
1481-20 Linfoplasmocitico 1 2 2
1482-20 Linfoplasmocitico 1 0 0
1483-20 Linfoplasmocitico 0 0 0
1497-20 Linfoplasmocitico 1 1 0
1499-20 Linfoplasmocitico 2 2 2
1506-20 Linfoplasmocitico 1 0 0
1507-20 Linfoplasmocitico 1 1 1
1510-20 Linfoplasmocitico 2 3 2
1548-21 Linfoplasmocitico 1 1 1
1552-21 Neutrofilico 1 0 0
1553-21 Linfoplasmocitico 1 1 1
1554-21 Linfoplasmocitico 1 1 0
1555-21 Linfoplasmocitico 1 1 0
1558-21 Neutrofilico 2 1 0
1562-21 Linfoplasmocitico 1 1 1
1565-21 Linfoplasmocitico 1 1 1
1566-21 Misto 1 1 2
1570-21 Linfoplasmocitico 1 1 2
1572-21 Linfoplasmocitico 2 2 2
1574-21 Linfoplasmocitico 2 1 1
1583-21 Misto 2 1 0
1586-21 Misto 2 2 2
1605-21 Linfoplasmocitico 1 1 0
1616-21 Misto 3 3 2
1621-21 Linfoplasmocitico 1 0 0
1625-21 Linfoplasmocitico 1 1 0
1626-21 Linfoplasmocitico 1 1 1
1627-21 Linfoplasmocitico 1 1 0

*Neutrofilico: puro ou predominante em neutrofilos, podendo incluir apenas alguns
linfocitos e/ou plasmacitos; linfoplasmocitico: constituido exclusivamente de linfocitos e
plasmécitos; misto: uma combina¢do do infiltrado neutrofilico com o linfoplasmocitico,
ambos em mesma quantidade. *Grau 0: auséncia de células inflamatorias; grau 1: 5-10
células/espago-porta (EP); grau 2: 11-40 células/EP; grau 3: >40 células/EP. °Grau 0: 1
dactulo/EP; grau 1: 2 ductulos/EP; grau 2: 3 ou 4 ductulos/EP; grau 3: >4 ductulos/EP.
‘Grau 0: auséncia de fibrose portal; grau 1: fibrose sem expansdo da area portal; grau 2:
fibrose com aumento da area portal; grau 3: fibrose em ponte. Graduacdo adaptada de

Gagne et al. 1996.



APENDICE F - RESULTADOS DO TESTE RAPIDO DE UREASE

Protocolo

Urease

Corpo

Antro

1477-20

+

1480-20

1481-20

4|+

1482-20

1483-20

+

|+ ]+

1497-20

1499-20

1506-20

1507-20

4+

1510-20

1548-21

+

1552-21

1553-21

1554-21

]+

1555-21

1558-21

1562-21

4

4

1565-21

1566-21

4+ |1

+

1570-21

1572-21

=+ |1

1574-21

1583-21

+

1586-21

1605-21

1616-21

1621-21

1625-21

+ |1

1626-21

1627-21

+
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APENDICE G — RESULTADOS DA PCR PARA HELICOBACTER SPP.

Protocolo

Estomago

Figado

1468-20

+

1476-20

1480-20

1481-20

1482-20

1483-20

+ o+ |+ [+ |+

1497-20

1499-20

1506-20

1507-20

1548-21

1552-21

1553-21

1554-21

1555-21

1558-21

1562-21

1565-21

1566-21

1570-21

1572-21

1574-21

1583-21

1586-21

1605-21

1616-21

1621-21

1625-21

1626-21

1627-21
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