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Deteccao de Helicobacter spp. em amostras de mucosa
gastrica de caes assintomaticos e alteracoes histolégicas
associadas

Identification of Helicobacter spp. in gastric mucosa samples asymptomatic dogs and
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Resumo

O presente estudo teve por objetivo correlacionar o numero de bactérias espiraladas e as alteragdes histoldgicas da mucosa
gastrica em cées de vida livre. Foram analisadas biopsias gastricas endoscdpicas de 28 cées assintomaticos. Para andlise
histoldgica, foi realizada avaliagdo qualitativa, onde foram atribuidos escores de 0 a 3, considerando a densidade de bactérias
espiraladas por campo (400x), a presenca de células inflamatdrias, o niimero de agregados linfoides e a existéncia de alteragéo
degenerativa glandular. A prevaléncia de Helicobacter spp, identificado pela histologia (Carbol-Fucscina) e positividade no
teste da urease, foi de 100%. Dos 28 cées, 18 (64,3%) receberam escore 3 e 10 (35,7%) o escore 2 para a densidade de bactérias.
O infiltrado inflamatério predominantemente linfoplasmocitario foi de grau leve (escore 1) em 17 (60,7%) caes e moderado
em 6 (21,4%) caes. Dos 28 cées, 14 (50%) receberam escore 1 para degeneragio glandular e 9 (32,1%), o escore 0. As regides do
corpo e antro apresentaram maior numero de resultados positivos a histopatologia. Apesar do niimero elevado de bactérias
encontrado nas amostras analisadas, as alteragdes histologicas foram classificadas como de grau leve na maioria dos animais.
A presenca do Helicobacter spp. nao parece estar relacionado com sintomatologia de gastrite.

Palavras-chave: Helicobacter spp. Caes.Infiltrado inflamatério.

Abstract

The objective of the present study was to establish a relationship between the number of spiral bacteria and gastric
mucosa histological alterations in mongrel dogs. Endoscopic biopsies of 28 asymptomatic dogs were analyzed.
Qualitative evaluation was performed for histological analysis, in which scores from 0 to 3 were attributed, considering
the density of spiral bacteria per field (400x), presence of inflammatory cells, number of lymphoid aggregates and
existence of gland degenerative alteration. The prevalence of Helicobacter spp., identified by hystological technique
(Carbol - fuchsine) and positive urease test, was100%. Eighteen (64.3%) of the 28 dogs presented score 3, and 10
(35.7%0), score 2 for the density of bacteria. The inflammatory infiltrate, predominantly lymphocytic, was slight (score
1) in 17dogs (60.7%) and moderate in 6 (21.4%). From the 28 dogs, 14 (50%) scored 1 for glandular degeneration and
9 (32.1%) scored 0. The body and antrum regions presented the highest positive result to histopathology. Despite the
high number of bacteria found in the analyzed samples, the histological alterations have been classified as slight in most
of the animals. The presence of Helicobacter spp. apparently does not produces gastritis symptoms.
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Introd ucao Correspondéncia para:
Manuella Carvalho da Costa
A presenga de bactérias esp1raladas no estomago Médica Veterindria, Doutora

de animais foi originalmente descrita ha mais de 100
anos. Desde entao, esses micro-organismos, inicial-
mente chamados espiroquetas, posteriormente orga-
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organismos semelhantes ao Helicobacter, tém sido re-
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gularmente associados a exames gastricos e as vezes a
lesdes histopatologicas'?. As espécies de Helicobacter
sao bactérias gram negativa com relativa capacidade
de se multiplicar no estdomago, gragas a produgido e
importante atividade da enzima urease’.

Ao contrario do que acontece com a infecgdo por
H. pylori no homem, o significado da infecgao por
bactérias do género Helicobacter em cées ainda nao
estd esclarecido, porque as mesmas tém sido estuda-
das em caes e gatos clinicamente sadios, bem como
naqueles com sintomas gastrointestinais®. A alta pre-
valéncia destas bactérias sugere que as mesmas nao
apresentam potencial patogénico para os animais
domésticos®.

Varias bactérias espiraladas foram identificadas e
descritas em diferentes espécies animais incluindo
caes, gatos, furdes, porcos, bezerros, guepardos e va-
rias espécies de macacos'?.

Nao foi observada correlagdo entre o grau de infla-
magao e o de colonizagdo por Helicobacter®. Contudo,
as alteracdes histolégicas como inflamagédo, aglome-
rados linfoides e mudangas degenerativas nas células
parietais, tém assumido um indicativo de patogenici-
dade das helicobactérias’. Entretanto, essas altera¢oes
tém sido observadas tanto em animais com sintoma-
tologia gastrintestinal como em cdes clinicamente
saudaveis. Na realidade, a maioria dos estudos tem
falhado em mostrar o significado clinico do Helico-
bacter em caes®.

Evidéncias consideram o potencial de alguns ani-
mais, principalmente os domésticos, serem a fonte da
infec¢ao zoondtica das Helicobactérias, ja que micro-
-organismos com morfologias semelhantes ao H. felis
e outros organismos semelhantes ao H. pylori foram
observados no estdbmago de humanos com gastrite'’.

O diagndstico da infecgdo por organismos seme-
lhantes ao Helicobacter pode ser realizado através

de métodos invasivos, que requerem a realizagdo de
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endoscopia para a coleta de fragmentos de mucosa
gastrica e incluem o teste rapido de urease, citologia,
histopatologia, cultura e PCR®"".

Durante a avaliagdo histopatologica, pode ser ob-
servado o tipo e o nimero de infiltrado celular, onde
predominam linfécitos, plasmdcitos, células mono-
nucleadas, eosindfilos e neutrofilos, além da presenca
de atrofia, hipertrofia, metaplasia, fibrose, edema e
aglomerados linfoides”'.

O presente estudo tem por objetivo correlacionar o
nimero de bactérias espiraladas e as alteragdes his-

tologicas da mucosa gastrica em caes assintomaticos.

Material e Método

Foram selecionados 28 cies adultos de vida livre,
clinicamente sadios, sem raga definida, oito machos
e 20 fémeas, com peso variando entre 6 e 25 kg, cap-
turados pela Prefeitura Municipal de Vigosa e man-
tidos no canil experimental do Departamento de
Veterindria (DVT) da Universidade Federal de Vi-
¢osa por um periodo de 30 dias. Durante o periodo
experimental,os caes foram mantidos em baias cole-
tivas com quatro animais em cada baia, onde recebe-
ram vermicida (Drontal Caes® Bayer S.A., Sdo Pau-
lo, Brasil), ectoparasiticida (Top-line® Merial Brasil,
Campinas, Brasil) e ficaram em observagdo (quaren-
tena) durante 15 dias. Os cades foram considerados cli-
nicamente saudaveis por ndo apresentarem anorma-
lidades no exame fisico, hemograma e urinalise. Os
animais foram mantidos no mesmo ambiente, onde
receberam a mesma ragdo comercial para cées adultos
(Kanina® Purina, Sao Paulo, Brasil) e d4gua ad libidum.

Foram realizadas endoscopias e biopsias gastricas
de todos os caes, submetidos previamente a um jejum
sOlido de 12 horas e hidrico de duas horas. Os animais
receberam acepromazina a 1% (Acepran®Univet S.A.,

Séo Paulo, Brasil) como medicagdo pré-anestésica na



dose de 0,1 mg/kg pela via intravenosa. Cerca de 10
minutos depois, a anestesia geral foi induzida com
tiopental s6dico (Thiopentax®Cristalia S. A., Sdo Pau-
lo, Brasil) na dose de 12,5 mg/kg, por essa mesma via,
para permitir a intubagdo endotraqueal e endoscopia.

Apds atingir o plano anestésico, caracterizado por
movimentos respiratorios regulares e auséncia de re-
flexos motores, foi iniciada a endoscopia e, posterior-
mente, as bidpsias. A manutengdo da anestesia foi re-
alizada com dose suplementar do anestésico injetavel,
quando necessario.

Os animais foram posicionados em dectbito lateral
esquerdo, possibilitando a introdu¢ao de um gastros-
copio, modelo Olympus CV-1, com 9,5 mm de dia-
metro. No intervalo entre a realizagdo de cada proce-
dimento, todo o equipamento e instrumental era es-
terilizado utilizando-se imersdo em solugao de gluta-
raldeido 2%, evitando, desta forma, a transmissao de
eventuais doengas pela forma iatrogénica, por meio
do uso de endoscopios e sondas contaminados.

Nos cdes utilizados no presente experimento e
submetidos ao exame endoscopico do estomago,
procederam-se os exames da integridade da mucosa,
observando sua coloragdo, da presenca de lesdes pré-
-ulcerativas e/ou ulcerativas, de alteracoes circulatd-
rias, da presenca de parasitas e outras alteragdes em
sua superficie.

Apds a endoscopia, foram colhidos quatro frag-
mentos da mucosa gastrica, obedecendo a um ma-
peamento realizado previamente e correspondente
a: dois fragmentos da regido do corpo gastrico e
dois fragmentos da regido do antro géstrico. Esses
fragmentos foram submetidos a exames citoldgicos,
histopatologico e ao teste de urease.

Apos a realizagdo dos procedimentos descritos aci-
ma, oS animais retornaram para as suas respectivas
baias, onde permaneceram até o final do experimento.

Para o teste rapido de urease, foram colhidos frag-
mentos da mucosa da regido do corpo gastrico que

foram colocados em “kit” comercial, para detectar
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Helicobacter pylori, contendo ureia e indicador de
pH vermelho fenol. O teste era considerado positivo
quando a solugdo adquiria uma coloragdo de tonali-
dade rosa, indicando presenga da bactéria devido a
liberagdo de amonia. Registra-se que o teste é base-
ado na producio de urease que hidrolisa a ureia em
amonia, aumentando o pH local**!'. A rea¢éo foi con-
siderada fortemente positiva naqueles casos em que
a viragem do meio ocorreu entre uma e trés horas,
ou fracamente positiva nas amostras em que a rea¢ao
ocorreu apds quatro horas.

Os fragmentos de mucosa gastrica foram fixados
em formol neutro tamponado a 10%, por 24 horas,
desidratados em concentragdes crescentes de alcool,
clareados em xilol e incluidos em parafina, seguindo-
-se a técnica preconizada para utilizagdo na rotina em
histopatologia.

Os cortes com espessura de 4 um foram corados
e analisados em microscopia de luz, sendo os resul-
tados expressos em diferentes graus, utilizando para
tanto os seguintes parametros: infiltracao inflamaté-
ria, degeneragdes glandulares, numero de aglomera-
dos linfoides e concentracao de bactérias espiraladas,
por campo microscopico de 400 vezes.

A coloragao pela Carbol-Fucsina foi utilizada visan-
do a identificagdo de bactérias espiraladas do género
Helicobacter e a quantificacao do grau de colonizagao.

A coloragao pela Hematoxilina-Eosina (HE) foi
usada para se realizar uma descri¢ao histologica ade-
quada, incluindo a identificagdo de eventuais altera-
¢oes inflamatodrias, a natureza e o nimero de infil-
trado celular, degeneragao glandular e a presenga de
aglomerados linfoides na mucosa gastrica. O grau de
gastrite foi estimado com base na quantidade de infil-
trado de linfocitos, plasmocitos ou polimorfonuclea-
res na lamina propria.

Apos processamento e analise histoldgica e mensu-
ragdo da densidade de bactérias, os resultados foram
submetidos a procedimentos estatisticos, visando a

comparagdo de médias por meio do Teste de Wilco-

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 4, p.285-292, 2012



288

xon, ao nivel de significancia de 5%, além do teste de
Coeficiente de Correlagao Pearson. Os dados obtidos
no experimento foram processados, utilizando-se o
sistema SAEG 4.0 (Sistema para analises estatisticas
e genéticas).

Para andlise histoldgica, foi realizada avaliagdo qua-
litativa, na qual foram atribuidos escores, consideran-
do a densidade de bactérias espiraladas por campo
(400x), a presenca de células inflamatdrias, o niame-
ro de agregados linfoides e a existéncia de alteragdes
degenerativas glandulares>", conforme o disposto no

quadro 1.

Resultados

O teste da urease e o exame histopatoldgico revela-
ram a presenga de Helicobacter em todos os caes. Du-
rante a realizacdo do teste de urease, houve variacio
no tempo de mudanca de coloragdo do meio indica-
dor. Em 28,57% das amostras, a mudanca de colora¢ao
ocorreu ap0s 4 horas (prova fracamente positiva) e, em
71,42% das amostras, a viragem do meio ocorreu em
até trés horas (prova fortemente positiva), indicando
que todos os animais da amostra, embora com diferen-
tes intensidades, conviviam com a bactéria.

Houve correlagio positiva entre o teste de urease e a

densidade de bactérias, revelando que quanto maior a

densidade de bactérias nas regides gastricas pesquisa-
das, maior a positividade do teste de urease.

O presente estudo ndo demonstrou a ocorréncia de
falsos positivos e de falsos negativos no teste de urease
verificada por meio da correlagao dos resultados des-
te teste com a visualizagdo da bactéria nos fragmentos
de mucosa corados pela Carbol-Fucsina.

As alteragdes mais frequentemente observadas ao
exame histopatoldgico em cortes corados pela Hemato-
xilina-Eosina foram infiltrados celulares predominan-
temente de mononucleares (linfocitos e plasmdcitos)
presentes na grande maioria dos fragmentos de muco-
sa examinados, ocorréncia de aglomerados linfoides,
hiperemia e degeneragdes glandulares (Figura 2).

Os resultados que expressam todos os parametros
analisados encontram-se na tabela 1. Os infiltrados
de células inflamatérias eram difusos, na maioria dos
casos, e a maior fragdo das amostras apresentou leve
infiltrado inflamatério (escore 1), ocorrendo predo-
minantemente na regiao fundica em relagdo a regido
antral. Apenas algumas amostras ndo apresentaram
infiltrado inflamatdrio (escore 0) e nenhum animal
apresentou exsudac¢ao celular em grau muito intenso
(escore 3).

As degeneragoes glandulares, de pequena a média

intensidade, ocorreram de forma equivalente nas

Quadro 1 - Escores de avaliagdo histopatoldgica da mucosa gastrica de acor-
do com a densidade de bactérias espiraladas, intensidade do in-
filtrado inflamatdrio, numero de agregados linfoides e degenera-

¢oes glandulares

Densidade Intensidade Agregados Desgeneracoes
Escore de Bactérias do Infiltrado greg: 8 N
Espi ‘. Linfoides Glandulares
spiraladas Inflamatdrio
0 ausente normal nenhum nenhuma
menos do que 20%
1 leve leve 1 agregado das glandulas com
degeneracao
de 20 a 50% das
2 moderada moderada 2 agregados glandulas com
degeneracédo
3 3 ou mais > 50% glandulas com
severa severa .
agregados degeneragao
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Figura 1 - Bactérias de forma espiralada (setas) sobre a camada epitelial de revestimento da mucosa (a) e no
interior das glandulas gastricas (b) em um dos animais— (Carbol- Fucsina- 1000 X)

Figura 2 - Corte histolégico de mucosa gastrica com infiltrado inflamatério linfoplasmocitério (escore 2) (a) e
presenca de aglomerado linfoide (b) no mesmo animal (H&E - 200 X e 100 X) (seta)

Tabela 1 - Porcentagem dos animais com o escore do grau de inflamacéo e
grau de colonizagdo de Helicobacter spp. das regides do corpo e
antro da mucosa gastrica (EI: escore de infiltrado inflamatdrio;
AL: aglomerado linfoide; DG: degeneragdo glandular; EH:
colonizagdo por Helicobacter spp.)

Grau de inflamagao Grau de colonizagao
Escores Regiao do Corpo Regido do Antro Regiao  Regido
8 P 8 do Corpo do Antro
EI AL DG EI AL DG HE HE
0 17,8 57,1 32,1 25 92,8 39,2 0 0
1 60,7 35,7 50 53,5 0 57,1 3,6 3,6
2 21,4 7,1 17,8 21,4 3,6 3,6 35,7 32,1
3 0 0 0 0 3,6 0 60,7 64,2
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duas regides da mucosa gastrica que foram subme-
tidas a andlise. Ja os aglomerados linfoides foram de
menor ocorréncia e se faziam mais frequentes na mu-
cosa fundica quando comparada @ mucosa antral.

As preparagoes coradas pela Carbol-Fucsina per-
mitiram a visualizacdo das bactérias espiraladas,
quantificadas nas regides do corpo e antro gastrico.
As bactérias possuiam coloragdo avermelhada e, em
todos os casos, apresentavam-se grandes, alongadas,
espiraladas, morfologicamente semelhantes ao Heli-
cobacter heilmannii. Encontravam-se presentes, ora
na superficie epitelial junto ao muco, ora nas criptas
gastricas e ainda nas glandulas gastricas (Figura 1).
Bactérias morfologicamente semelhantes ao H. pylori

nio foram observadas em nenhum animal.

Discussao

As alteragdes mais frequentemente observadas ao
exame histopatoldgico em cortes corados pela Hema-
toxilina-Eosina foram infiltrados celulares predomi-
nantemente de mononucleares (linfdcitos e plasmo-
citos) presentes na grande maioria dos fragmentos
de mucosa examinados, ocorréncia de aglomerados
linfoides, hiperemia e degeneragdesglandulares,conc
ordando com o que foi estabelecido por alguns auto-
res®'>!*15 a0 estudar a inflamacéo gastrica em caes.

Baseado nas caracteristicas morfoldgicas da bacté-
ria e devido ao fato do cdo ser hospedeiro primario
dessa espécie, suspeita-seque no presente estudo hou-
ve predominancia do Helicobacter heilmannii. Mor-
fologicamente, é possivel estabelecer diferengas entre
as bactérias espiraladas que colonizam o estomago do
cao ou do homem, consistindo em diferenc¢a basica o
fato do H. heilmannii ser mais espiralado do que o H.
pylori5,16,l7,l8.

A analise histopatologica das bidpsias gastricas
coradas pela Carbol-Fucsina revelou a presenga da
bactéria em todos os animais (100%), o que de certa

forma, condiz com os dados reportados na literatura
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que relatam a colonizagao de caes com Helicobacter
variando de 61 a 100% dos animais, independente-
mente do estado clinico dos mesmos**!*'>"®, Este in-
dice pode chegar a 100% em animais que vivem cole-
tivamente, como em canil'’. Deve ser reafirmado que,
no presente experimento, todos os animais utilizados
eram provenientes do canil experimental do Depar-
tamento de Veterindria da Universidade Federal de
Vicosa.

Além dessas observagoes, a literatura indica que a
existéncia de bactérias espiraladas na mucosa gastri-
ca de cdes pode ndo estar correlacionada com doen-
cas digestivas do animal, podendo, por outro lado,
se constituir em fonte de dissemina¢ao dessas bacté-
rias"®%.

As bactérias foram encontradas principalmente no
limen das glandulas gastricas, nas fossetas gastricas
e no muco adjacente ao epitélio. Neste contexto, foi
observado uma maior prevaléncia de bactérias no
limen das glandulas gastricas, podendo também ser
encontradas nas células parietais e glandulas gastri-
cas®®. A presenga da bactéria variou de acordo com
a regido do estdbmago estudada, registrando indices
de 64,28% na regiao do antro e 60,71% na regidao do
corpo, discordando de alguns autores*®, que afirmam
que a regido do cardia, fundo e corpo sdo mais comu-
mente colonizadas que a regido do antro.

Houve correlacio positiva entre o teste de urease e a
densidade de bactérias, revelando que quanto maior a
densidade de bactérias nas regides gastricas pesquisa-
das, maior a positividade do teste de urease. O teste da
urease é utilizado para determinar a producio dessa
enzima pela bactéria, visto que esta substincia pode
ser produzida em grande quantidade por esse micro-
-organismo, podendo fornecer resultado positivo em
menos de uma hora’. De forma que a sensibilidade do
teste é de apenas 70 a 90%. Por outro lado, discordan-
do do autor citado anteriormente, a alta sensibilida-
de e especificidade do teste de urease, pode variar de

88-100%°, o que secomprovou no presente estudo, em



que todas as amostras gastricas apresentaram resulta-
do positivo no teste de urease, e, a0 exame histopato—
légico, foram visualizadas bactérias com caracteristi-
cas morfoldgicas semelhantes ao Helicobacter.

Reagoes falso-negativas podem ocorrer apos o
tratamento de gastrite devido ao baixo nimero de
bactérias e, por outro lado, o falso-positivo pode re-
sultar do aumento de pH devido a contaminagdo da
amostra com sangue e a outras bactérias produtoras
de urease como o Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa, além de bactérias da cavidade oral®’.
Contudo, no presente estudo, nao ficou demonstra-
da a presenca de reacdes falso-positivas e ou falso-
-negativas no teste de urease, uma vez que se pode
relacionar a reatividade desse teste com a visualiza-
¢do da bactéria por meio da histopatologia com a co-
loragdo pela Carbol-Fucsina.

O exame histoldgico convencional, com o méto-
do de coloragdo pela hematoxilina-eosina, permite
identificar a bactéria quando a sua densidade de co-

lonizagao for alta. Para esse fim, o método histoqui-
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mico pela técnica de Carbol-fucsina é recomendado
por ser uma técnica de baixo custo operacional e fa-
cil execugdo. Além disso, esse método de coloragdo
permite, além da detec¢do da bactéria, a possibilida-

de de identificar a espécie visualizada®.

Conclusoes

No presente trabalho, todos os caes avaliados apre-
sentaram resultados positivos para Helicobacter no
teste rapido de urease, bem como na avaliagdo his-
topatologica realizada em fragmentos de mucosa co-
rados pela Carbol-Fucsina, estando as bactérias dis-
tribuidas em todas as regides examinadas. Ao exame
histopatolégico, a maior parte das amostras apresen-
tou infiltrado inflamatério leve (escore 1) e densidade
severa de Helicobacter spp (escore 3). Grande atengdo
deve ser dada a esses resultados em relacdo a satde
publica. Deve-se considerar a possibilidade dos caes
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