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INTRODUCCION

La enfermedad Helicobacteriosis se refiere a la infeccibn de la mucosa
gastrointestinal por Helicobacter spp, dicha bacteria se encuentra ampliamente
difundida en el reino animal, con 24 especies aisladas en diferentes animales,

entre ellos el perro.

Las vias de infecciébn mas importantes conocidas hasta el momento son la
oro-fecal y la oro-oral, pudiendo ser facilmente afectadas las personas o animales

con los que se tiene estrecha convivencia.

Hasta hace algunas décadas se pensaba que las bacterias no podrian
sobrevivir en el ambiente del acido gastrico, considerandose el estdmago un
organo estéril, sin embargo con el descubrimiento de las bacterias de género
Helicobacter, esta teoria fue eliminada. Dichas bacterias poseen caracteristicas
microbioldgicas especiales las cuales las hacen muy eficientes en la colonizacion
del estbmago, lo que convierte a dicho género en un factor etiologico determinante
en la produccién de trastornos gastricos como gastritis y ulceras gastricas en

animales e incluso humanos.

Debido a la gran importancia del género Helicobacter y el limitado estudio
gue se ha realizado del mismo en perros, de la Ciudad de Guatemala, se decidio
investigar, para determinar la presencia de dicha bacteria en estdmagos de perros
con signos gastricos agudos o cronicos, casos en los que generalmente el género

Helicobacter no es tomado en cuenta para su diagnéstico.

Es un hecho que la mascota mas comun en los hogares de la Ciudad de
Guatemala actualmente es el perro, por este motivo dicha especie requiere de una
atencion especial en Medicina Veterinaria, pues esta especie presenta un continuo

contacto con el humano, es por eso que la presente investigacion tiene como



finalidad conocer acerca del género Helicobacter y considerar el riesgo zoonético,

para una posterior prevencion de la transmision al ser humano.



Il. HIPOTESIS

Existe presencia de Helicobacter spp en perros con signos gastricos agudos o

cronicos.



.  OBJETIVOS

Objetivo General:

Contribuir al estudio de la presencia de Helicobacter spp en perros

atendidos en la ciudad de Guatemala.

Objetivos Especificos:

e Determinar por cultivo la presencia de Helicobacter spp en perros que
asistan a consulta veterinaria en la ciudad de Guatemala, presentando

signos de gastritis 0 problemas crénicos gastricos.

e Diferenciar las especies de Helicobacter spp aisladas de los cultivos de las
biopsias de perros que asistan a consulta veterinaria en la ciudad de

Guatemala.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Helicobacter spp

A finales del siglo XIX el médico investigador italiano Giulio Bizzozero y
Hugo Salomon detectaron por primera vez la presencia de bacterias espirales en
el estbmago de animales domésticos, anulando la teoria que este era un 6rgano
estéril, sin embargo este hallazgo no cobré importancia hasta que fue asociada a
la sintomatologia gastrointestinal en humanos. (8, 17, 18)

En 1981 el anatomopatdlogo Robin Warren y el gastroenterdlogo Barry
Marshall, comienzan a investigar las bacterias espirales, consiguiendo aislar las
bacterias y luego de estudios confirmaron la presencia de bacterias en la
proximidad de la superficie del epitelio gastrico y la relacion de estas con la

presencia de gastritis cronica en los humanos. (8)

En un principio al microorganismo identificado se le clasificé dentro del
género Campylobacter por reunir caracteristicas de dicho género, pero en 1989 se
determind que su estructura y composicion de acidos grasos eran muy diferentes.
La secuencia de ARN demostré que la bacteria no pertenecia al género

Campylobacter, surgiendo asi el nuevo nombre de género Helicobacter. (8)

4.1.1. Morfologiay tincién

Las bacterias del género Helicobacter (del griego hélix: helicoidal; bacter:
bacteria) se caracteriza por su morfologia curva o espiral (también llamados
gastroespirilos) y por ser moviles gracias a sus multiples flagelos polares
monétricos o lofétricos, lo que favorece su penetracién y movimiento dentro de la
capa mucosa, permitiéndole escapar del pH extremadamente bajo del estbmago y

los movimientos peristélticos del eséfago e intestinos. (3, 15, 17)



Son Gram negativas, microaerofilicas (o que les permite existir dentro de la
mucosa gastrica ya que tiene baja concentracion de oxigeno) y una temperatura
Optima de crecimiento de 37° C. Poseen actividad catalasa, ureasa y oxidasa. (15,
17)

4.1.2. Desarrollo

Las bacterias Helicobacter se desarrollan mejor en un ambiente neutro y
levemente alcalino (pH 7-8) y a una temperatura entre 33° y 40° C. Sin embargo,
se han detectado bacterias Helicobacter en el interior de las células parietales
(productoras de acido clorhidrico), lo que sugiere alta resistencia al pH acido. (20)

La ureasa es la principal enzima producida por las Helicobacter gastricas, y
se ubican en la superficie celular bacteriana. La produccion de ureasa constituira
un factor crucial en la sobrevivencia de este microorganismo, durante la fase
aguda de la infeccidn, es decir, antes que se ubique por debajo de la capa de

mucus gastrico. (20)
Producen también enzimas proteinasas Yy lipasas, que les permite obtener
nutrientes para su desarrollo, reducir la viscosidad del mucus gastrico y facilitar su

movimiento flagelar. (17)

4.1.3. Clasificacion

Por su ubicacion estan clasificadas en especies gastricas y no gastricas,

encontradas estas Ultimas en intestino e higado. (17)

Las bacterias Helicobacter de ubicacién gastrica, se caracterizan por la

produccion de ureasa. Debido a la accion de estas enzimas, se genera amoniaco,



originando una cubierta alcalina alrededor de la bacteria, o que le permite
sobrevivir en el medio ambiente acido del estbmago. (17)

Los organismos Helicobacter gastricos se ubican en las regiones cardial,
fundica, y pilérica del estbmago, encontrandose histolégicamente sobre la
superficie de la mucosa, en las fosas gastricas, glandulas gastricas y células
parietales. Helicobacter spp posee distintos factores de virulencia que le permiten
colonizar la cavidad gastrica y persistir en un medio acido intragastrico, como lo
son la movilidad, capacidad de adhesion, metabolismo microaeréfilo, capacidad

hidréfoba y actividad de la ureasa ademas de otras enzimas secretadas. (12, 17)

Existe una segunda clasificacién, la cual es a base del tamafio, donde se
establecen dos grupos, de tamafio pequefio (2-4 um), siendo su representante
principal Helicobacter pylori, y de gran tamafio (7-10 pm), entre los cuales se
encuentran fundamentalmente Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii,
Helicobacter heilmannii. (15)

4.1.4. Especies y Reservorios

Las bacterias de este género han sido detectadas en diversos animales:
perros, gatos, hurones, cerdos, terneros, guepardos, primates e incluso el humano
(Cuadro No. 1). (17)

Cuadro 1. Diferentes especies del género Helicobacter y sus reservorios.

ESPECIE HOSPEDERO HABITUAL UBICACION
PRINCIPAL

Humano, perro, gato, primate  Estémago
Pero, gato, primates, humano  Estémago
Humano, perro, gato Intestino
Humano Intestino
Humano, hamster, macaco Intestino




H. fennelliae Humano Intestino
H. pullorum Humano, pollo Intestino
H. pylori Humano, macaco, gato Estdbmago
H. aurati Hamster Intestino
H. nemestrinae Macaco Estdbmago
H. acinonychis Chimpancé Estomago
H. bilis Raton, perro, rata Intestino
H. cholecystus Hamster Higado

H. felis Perro, gato Estdbmago
H. hepaticus Raton Intestino
H. mesocricetorum Hamster Intestino
H. muridarum Ratoén, rata Intestino
H. mustelae Huron, visén Estomago
H. pametensis Aves Intestino
H. rodentium Raton Intestino
H. salomonis Perro Estémago
H. trogontum Rata Intestino
H. typhlonius Raton Intestino
H. ganmani Ratén Intestino

(3, 8)

Es comun encontrar infecciones de dos o mas especies de Helicobacter
spp en los perros, las especies encontradas con mayor frecuencia en el perro son

H. heilmannii, H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis. (5, 6)

Helicobacter heilmannii, es una bacteria movil, de forma espiral con 3-8

hélices o giros, poseedora de hasta 14 flagelos uni o bipolares. (19)

El H. bizzozeronii, H. salomonis y H. heilmannii son espirales grandes con
5-10 um de largo, mientras que Helicobacter pylori es curvado, Gram negativo y

mas pequefo (2-4 um). (11)

H. felis, fue aislada inicialmente en 1988 del epitelio gastrico de gatos y
presenta espirales grandes (de 5-10 um) ademas de unas fibras periplasmaticas
como caracteristica morfologica ultraestructural distintiva. (3)



H. salomonis, son espirales de 0,8 a 1,2 um de ancho por 5 a 7 um de
largo. No tienen fibrillas periplasmaticas, son moviles por medio de mechones de
10 a 23 flagelos enfundados en uno o ambos extremos de la célula; el movimiento

es mas lento que la de H. felis o H. bizzozeronii. (23)

4.1.5. Potencial zoonético

Las especies de Helicobacter descritas a continuacion llaman la atencion en
esta investigacion ya que nos dan a conocer cuales han sido encontradas

colonizando la mucosa gastrica de perros las cuales poseen caracter zoonotico:

Helicobacter felis: Su presencia en gatos, perros y guepardos fue
confirmada por varios estudios alrededor de 1988. Al igual que H. pylori, ésta ha
sido encontrada en la mucosa gastrica de pacientes humanos con gastritis, dichas
observaciones sugieren que H. felis puede ser un agente de diseminacion

zoonotica. (3)

Helicobacter heilmannii: esta bacteria ha sido aislada del perro, del gato,
del guepardo, de primates y en el hombre. La infeccion en este Ultimo, a pesar de
su baja frecuencia es cosmopolita. Aunque esta bacteria también ha sido
observada en individuos sanos, su transmision zoonoética ha sido propuesta
fundamentalmente por la alta frecuencia de la infeccién observada en animales
domeésticos y la estrecha relacion epidemiologica existente entre éstos y los

pacientes humanos enfermos. (3)

Helicobacter bizzozeronii: esta bacteria fue aislada en biopsias gastricas
obtenidas del cuerpo del estbmago de perros, también se aportd evidencia que
puede ser encontrada infectando la mucosa gastrica humana ya sea como agente

anico o en infeccion mixta, teniendo como fuente de origen el perro. (18)



Helicobacter salomonis: durante estudios de la prevalencia y la
distribucién de especies Helicobacter en el epitelio géastrico de perros, fue
reconocido que Helicobacter salomonis puede ser aislado de la mucosa géstrica
humana. (3)

Helicobacter pylori: esta especie de Helicobacter sélo habia sido aislada
del ser humano sospechandose, sin embargo, la existencia de reservorios
animales, pero recientemente fue demostrado que en condiciones naturales, H.

pylori puede ser aislado de primates, del cerdo y del gato. (3)

4.2. Helicobacteriosis

Se refiere a la infeccion gastrointestinal o hepatica por las bacterias del
género Helicobacter. Los perros pueden ser colonizados naturalmente por varias

especies de Helicobacter spp a la vez. (4, 12)

4.2.1. Vias de transmision

Las vias de transmision postuladas hasta el momento son la oro-fecal y la
oro-oral, lo que convierte el habito de lamerse y olfatearse los genitales en la
forma comun de infeccion, reinfeccion y transmision. Por consiguiente, los perros
gue tienen estrecha convivencia con otros tienen mayor probabilidad de infectarse.
(10, 17)

También se ha descrito la transmision en el periodo de lactancia en
hembras paridas, que infectan a los cachorros a una edad temprana y a su vez,

los cachorros pueden infectar a otros durante su crecimiento. (4, 17)

Ademas es factible la transmisién iatrogénica, por limpieza y desinfeccion

inadecuada de equipo endoscopico. (10)
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4.2.2. Signos

La infeccion por bacterias del género Helicobacter en caninos esta
relacionada con gastritis, ulceraciones gastro-duodenales y procesos neoplasicos
gastricos. (10)

La presencia de varias especies de Helicobacter spp puede tener diferentes
roles en la patogenia de la gastritis canina. Se supone que estas bacterias pueden
inducir gastritis, que provocan cambios histologicos como inflamacion de la
mucosa gastrica, formacion de foliculos linfoides, degeneracion de glandulas
gastricas y células parietales. Estos cambios por la presencia de Helicobacter spp
se han asumido como indicadores de patogenicidad. (4)

4.2.3. Factores de patogenicidad

Las Helicobacter spp que afectan a los caninos se encuentra en todas las
regiones del estbmago, pero en mayor cantidad en la zona fundica y en el antro
pilorico. La bacteria se adhiere a la superficie de la mucosa de las criptas
gastricas, glandulas gastricas profundas y en las células parietales, en los
humanos, en cambio, no afectan las células parietales ni las glandulas gastricas

profundas, su localizacion es mas superficial y afecta principalmente al antro. (4)

La habilidad de Helicobacter spp para colonizar el estbmago esta basado
en la produccién de la enzima ureasa que es capaz de hidrolizar la urea en
amonio, lo que crea un microambiente alcalino protector que favorece la
retrodifusién de los iones de hidrégeno hacia el interior de la mucosa gastrica,
rompiendo su integridad, permitiendo la ulceraciéon. La neutralizacion del acido por
la actividad de la ureasa estimula la produccién de gastrina. Es asi como
Helicobacter se ha sugerido como un factor etioldégico de gastritis cronica. (4, 10,
12, 17)
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Secuencialmente a la colonizacion continda el evento infeccioso con la
multiplicacion bacteriana, internalizando entre las células epiteliales, activacion de
una fuerte respuesta inflamatoria crénica, humoral e inmune local a través de un
aumento significativo de inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina A (IgA) vy
seguidamente control de infeccion y diseminacion de la respuesta inmune
favoreciendo la infeccion cronica. La IgA es liberada por la respuesta inmune
local, la cual se liga a los antigenos de superficie del Helicobacter spp, pudiendo
desencadenar una serie de patologias en el tracto gastrointestinal. (12, 20)

El tipo de inflamacion observada como respuesta a la infeccion de
Helicobacter spp en perros es mucho menos severa que la asociada con la
gastritis cronica por Helicobacter pylori en humanos, en donde el infiltrado
neutrofilico y eosinofilico es predominante. En perros se ha determinado que el
cambio histolégico mas frecuente es la presencia de infiltrados linfociticos,
foliculos linfoides y fibrosis de la lamina propia; en menor cantidad también
lesiones ulcerativas y erosivas; estableciendo una relacion entre Helicobacteriosis

y los cambios mencionados. (4)

4.2.4. Prevalencia de la enfermedad

La prevalencia de Helicobacter spp en perros es muy elevada, tanto en
animales sanos como en aquellos que presentan sintomatologia de gastritis
cronica (vomitos crénicos, fundamentalmente). Segun diferentes estudios la
prevalencia puede variar del 67 al 100% en perros sanos y del 61 al 95% en
perros con sintomatologia crénica. Siendo H. bizzozeronii la especie mas
prevalente, seguido de H. heilmannii, H. salomonis y H. felis. A pesar de esto la
especie que ha sido aislada en humanos asociada a infeccién por caninos es H.
heilmannii. (10, 15)
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4.2.5. Diagnostico

Actualmente se han validado numerosos métodos para el diagndstico de la
infeccion por Helicobacter spp, los cuales pueden clasificarse como de tipo

invasivo y no invasivo. (14)

Las pruebas invasivas son aquellas que requieren de la técnica
endoscopica e incluyen la extraccion de muestras de mucosa gastrica y las
pruebas no invasivas requieren muestras mas faciles de obtener y menor costo
economico, pero tienen la desventaja de medir indirectamente la presencia de
Helicobacter. (19)

Si bien es importante la anamnesis, cuadro clinico y las diversas ayudas
diagnosticas, las alteraciones macroscopicas de la mucosa no son confiables para
el diagnostico de esta infeccion, por lo que es necesario el examen endoscoépico,
la toma de biopsias para examen histoldgico, test de ureasa y/o aislamiento. (10,
11)

El examen histologico permite identificar la bacteria y caracterizar la
intensidad del grado de inflamacion, presencia de atrofia, metaplasia, displasia y
neoplasias. Las tinciones de plata permite la deteccibn de mayor numero de
bacterias que la hematoxilina y eosina. Otras tinciones que se utilizan en el
diagnostico histologico son la tincion de Giemsa vy la tincion de Warthin-Starry. (10,
15)

El desarrollo de Helicobacter spp es muy exigente y necesita de
condiciones especiales de cultivo para ser exitoso. Dentro de estas condiciones se
incluyen: atmdésfera microaerdfila (oxigeno al 5-7%) con alto nivel de humedad,
temperatura de incubacion de 37° C y 42° C un medio de cultivo rico en nutrientes

y adicionar hidrogeno atmosférico, son estas condiciones lo que hacen el cultivo
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de esta bacteria laborioso, pero es el cultivo el método de mayor especificidad y
sensibilidad, indicandonos la presencia o no de Helicobacter spp. Las colonias en
general son de aproximadamente de 1 mm de diametro, traslucidas, brillantes y
convexas. (7, 10, 11, 14, 19)

La coloracion de Gram, descubierta por Christian Gram, ha constituido,
desde los albores de la Bacteriologia, un elemento fundamental para la taxonomia
e identificacion. Esta coloracién distingue dos grupos de bacterias totalmente
diferentes. Las bacterias Gram positivas que presentan una capa gruesa de
peptidoglicano como estructura fundamental por sobre la membrana
citoplasmatica, y las Gram negativas, grupo al que pertenece el género
Helicobacter, las cuales encima de ésta presentan una delgada capa de
peptidoglicano, a la que se superpone una capa de lipopolisacaridos-lipoproteina,

denominada membrana externa. (22)

La tincion de Gram utiliza en orden estricto los siguientes reactivos:
« Cristal Violeta o Violeta de Geniana (colorante basico)
* Lugol de Gram
« Alcohol — Acetona (decolorante)

« Fuscina o Safranina (colorante de contraste). (21)

Con frecuencia, la identidad de una especie requiere que se conozca de
manera detallada su actividad bioquimica, ya que otras caracteristicas no son
suficientemente distintivas o diferenciales, a continuacion se describiran las dos

pruebas mas importantes para la identificacion del género Helicobacter:

Debido a que algunas Helicobacter spp gastricas producen abundante
cantidad de ureasa, se desarroll6 la prueba bioguimica especifica para identificar
estas Helicobacter, identificando la enzima directamente en muestras de biopsia.

El test de ureasa, es un test, rapido y eficiente. Este método se basa en la
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capacidad de Helicobacter spp de hidrolizar la urea, liberando CO2 y NH3, con el
consiguiente aumento del pH, lo que se manifiesta en cambios de color,
generalmente de un color rosado a un color amarillo, en un medio alcalino. Su
sensibilidad est4 relacionada con la cantidad de bacterias presentes en la biopsia
(99%) y una especificidad de 95%. La concordancia y el valor predictivo positivo
de la prueba esta alrededor del 100%, cuando se comparan los resultados con los
métodos histologicos. Las ventajas de esta prueba son su alta sensibilidad y
especificidad. (10, 12, 14, 19, 20)

La prueba de oxidasa, al igual que la prueba de ureasa tiene como principio
determinar la presencia de las enzimas oxidasas, las especies del género
Helicobacter son oxidasa positiva. La prueba de la oxidasa se basa en la
produccién bacteriana de la enzima oxidasa intracelular. Esta reaccion de oxidasa
se debe a un sistema de citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo
reducido por el oxigeno molecular. (2)

Cuadro 2. Caracteristicas biologicas de Helicobacter

ESPECIE CRECIMIENTO A | PRUEBA | REDUCCION DE | PRUEBA DE
DE NITRATOS OXIDASA
UREASA

(5. 7)

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction [PCR])

es una técnica biotecnologica que tiene como fin el amplificar o reproducir in vitro
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un numero de copias de una region especifica de ADN, con la finalidad de
reproducir cantidad suficiente de un fragmento para su evaluacion. Esta técnica es
de gran aplicabilidad en una variedad de campos, incluidas la biologia molecular,
la biotecnologia, la genética, la epidemiologia, las ciencias forestales, las ciencias
forenses, la microbiologia, el diagnostico de enfermedades infecciosas, entre
otras. Por su alta especificidad y sensibilidad la PCR ha demostrado ser muy Uutil
en el diagnéstico de virus, parasitos y bacterias de dificil cultivo; porque ofrece un
diagnéstico confiable, mas rapido y menos laborioso que los cultivos normales de
este tipo de microorganismos. Otra de sus ventajas radica en que la secuencia
especifica de interés no necesita estar aislada del resto de su genoma, pero una
vez completada su reproduccion, esta puede ser separada del resto del ADN por
medio de electroforesis en geles de agarosa. Ademas, la cantidad de material que
hace falta para el inicio de la reaccion es muy pequefia y solo es necesario la
cantidad de ADN contenida en una sola célula, esto le ofrece una alta sensibilidad

a la prueba. (13)

Los métodos no invasivos son los mas indicados para estudios

epidemiologicos y control de tratamientos.

Entre los métodos no invasivos estan las pruebas seroldgicas, las cuales
son relativamente rapidas y sencillas de realizar. Se han utilizado diferentes
métodos como la aglutinacion bacteriana, fijacion del complemento, aglutinacién
en latex, hemoaglutinacion pasiva, el inmunoblot y ELISA, siendo el método
comunmente usado. Existen paquetes comerciales de ELISA para el uso humano,

pero no para animales. (4)

Estas pruebas miden el nivel de los anticuerpos circulantes (IgG e IgA) en
sangre, saliva y orina. Los antigenos pueden activar a los linfocitos B, para
conducir su diferenciacién a plasmocitos productores de IgA, IgG, IgM, IgE e IgD.

Los anticuerpos del isotipo 1gG, se encuentran predominantemente en la fase
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cronica de la infeccion y estan dirigidos contra antigenos especificos como
inespecificos que son excretados en el lumen gastrico a través de la mucosa. La
IgA es también producida por las células plasmaticas y secretada en forma de
dimero en el lumen gastrico después de la uniébn de a inmunoglobulina al
componente secretor producido por las células epiteliales. La principal desventaja
de las pruebas seroldgicas es su menor especificidad comparada con la técnica
endoscoépica, ademas no seria de utilidad en el seguimiento de pacientes, debido
a que los titulos de anticuerpos no declinan hasta 12 meses e incluso varios afios

después del tratamiento. (4, 10, 20)

El test respiratorio con urea marcada, (Urea Breath Test, UBH), es un test
basado con el mismo principio, valorando la integridad de la mucosa gastrica. El
anhidrido carbonico se absorbe y se difunde a la sangre siendo transportado a los

pulmones y de alli es excretado por el aire espirado. (14)

La identificacion de antigeno fecal, consiste en un test inmunoenzimatico,
empleando anticuerpos monoclonales. Es aln menos invasivo ya que se realiza
con muestras de heces, su principal aplicacion se basa en el control de
tratamientos y estudios epidemioldgicos. (14)

4.2.6. Diagndstico diferencial

Deben descartarse las demas causas de vomito y gastritis, entre las cuales
podemos mencionar dietéticas, infecciosas, cuerpos extrafos, alérgicas, toxicas,
parasitarias, metabdlicas y neoplasicas. (11)

4.2.7. Tratamiento

Los protocolos de tratamiento en animales de compafia se han basado en

los que han resultado efectivos contra H. pylori en humanos, pero alguno de estos
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regimenes causan solo supresion transitoria en vez de erradicacion de la bacteria
en perros (Cuadro 3). Los regimenes varian desde los 3 dias hasta los 14 dias,
con porcentaje de eliminaciéon de la bacteria muy variable. Dichos regimenes
terapéuticos estan basados en la inhibicion de la bomba de protones y en la
aplicacion de antibioterapia mixta, acompafiada del uso de probiéticos. (4, 5, 10)

Cuadro 3. Protocolos utilizados para el tratamiento farmacolégico de

Helicobacteriosis en caninos.

Amoxicilina Subsitrato de bismuto Hay erradicacion de la bacteria en
la mayoria de caninos tratados.
Omeprazol

Amoxicilina Famotidina Suspension  transitoria  de la
bacteria sin erradicarla.

Sucralfato o cimetidina ~ Hay reduccién de la bacteria pero
no erradicacion.

(4)
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5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

V. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Recursos humanos

« Estudiante investigadora

« Profesionales asesores de trabajo de graduacion
« Teécnico de laboratorio

Recursos bioldgicos

« 25 biopsias de perro tomadas de la zona fundica o fondo.

Recursos de campo

*  Vehiculo
» Hielera
« Hielo

« Lapiceros y marcadores permanentes
« Libreta de apuntes

« Camara fotografica
Recursos de oficina
« Computadora

« Fotocopiadora

* Impresora

+  Papel
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5.1.5. Recursos de laboratorio

+ Campana de flujo laminar
 Triturador inalambrico
 Esterilizador de asas

* Incubadoraa 37°C

« Jarra para anaerobiosis

+ Congelador a -70° C

« Tubos ependorf estériles con capacidad de 1.5 ml
» Solucion salina

+ Bateria de GRAM

» Placa Petri con agar sangre

« Agar urea

» Caldo Brucella

« Laminas portaobjetos

« Tiras para determinar oxidasa
+ Guantes

» Bata blanca

5.2. Metodologia

5.2.1. Disefio del estudio

Estudio descriptivo de corte transversal.

5.2.2. Muestreo

Se recibieron 25 muestras tomadas mediante endoscopia digestiva y biopsia a

nivel del antro pilérico o antro gastrico (como es llamado en algunas literaturas)

de perros con signos de gastritis o problemas gastricos que acudieron a consulta
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en las diferentes ubicaciones del centro clinico veterinario Palvet (zona 10, zona
15 y kilbmetro 14 carretera a El Salvador). Dichas muestras fueron tomadas por el
Médico Veterinario encargado del centro clinico veterinario, quien utilizé la

metodologia y protocolo anestésico de su eleccidn.

Conforme se fueron obteniendo las muestras estas fueron llevadas al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
utilizando como medio de transporte caldo Brucella.

5.2.3 Metodologia de laboratorio

« Las muestras obtenidas fueron colocadas en tubos ependorf estériles de
1.5 ml (las que no se cultivaron de inmediato se colocaron en

congelacion a — 60° C, hasta el momento de su analisis).

« Se le agrego 50 microlitros de solucion salina estéril, se homogenizé con
el triturador inalambrico, se afiadi6é otros 50 microlitros mas de solucion

salina y se homogeniz6 nuevamente.

« Se tomaron 50 microlitros para sembrar en agar sangre por agotamiento

« La incubacion se realiz6 a 37° C, utilizando la jarra de anaerobiosis,
colocandole un sobre de anaerogen, creando asi un ambiente de

anaerobiosis, lo cual es ideal para el crecimiento de Helicobacter spp.

« Después de 8 a 10 dias de incubacién, se identificaron las colonias,
pudiendo saber si existe 0 no la presencia de Helicobacter spp en la
muestra tomada. Se realizé la tincion de Gram para determinar sus

caracteristicas microscopicas.
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« A las colonias obtenidas en el cultivo que poseian caracteristicas
macroscopicas de Helicobacter spp se le realizaron las pruebas
bioquimicas siguientes: prueba de ureasa y prueba de oxidasa.

5.2.4. Andlisis de datos
Por medio de estadistica descriptiva se estimaron proporciones de perros

positivos y negativos a la presencia de Helicobacter spp y la informacién se

resumié por medio de cuadros y graficas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Las 25 muestras obtenidas por biopsia gastrica, fueron analizadas en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Vetrinaria y Zootecnia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala, realizando un cultivo en agar sangre,
incubado a una temperatura de 37 °C y en un ambiente de anaerobiosis, lo cual es
ideal para el crecimiento de Helicobacter spp, segun Julio Thibaut y col. en 2007.
Después de 8 a 10 dias de incubacidén se obtuvieron 13 muestras positivas al
cultivo (52%), observandose crecimiento caracteristico de colonias de Helicobacter
spp: aproximadamente de 1 mm de diametro, traslucidos, brillantes y convexos.

(Ver cuadro No.1 y grafica No.1)

Cuadro No. 1 Resultados de cultivo en agar sangre realizado a 25 muestras.

Muestras % Muestras % Total de
positivas negativas muestras
Cultivo en
agar 13 52 12 48 25
sangre
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Figura No. 1 Resultados de cultivo en agar sangre correspondiente a 25
muestras.

Muestras Muestras
negativas al positivas al
cultivo cultivo
48% 52%

A los cultivos con crecimiento caracteristico de Helicobacter spp (13
muestras) se les realiz6 la Coloracion de Gram, de la cual se obtuvo una

clasificacion Gram negativa en todas las muestras.

Con frecuencia, la identidad de una especie requiere que se conozca de
manera detallada su actividad bioquimica, por lo que a los cultivos con crecimiento
caracteristico se realizaron las pruebas bioquimicas de ureasa y de oxidasa, de
las cuales se obtuvieron 10 muestras con actividad de ureasa positiva y 3
negativa. La actividad de oxidasa en todas las muestras fue positiva (Ver cuadro

No.2 y fuguras No.2 y 3).
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Cuadro No. 2 Resultados de pruebas bioquimicas ureasa y oxidasa realizadas a
las 25 muestras.

Muestras % Muestras % Total de

positivas negativas muestras
Ureasa 10 77 3 23 13
Oxidasa 13 100 0 0 13

Figura No. 2 Resultados de prueba bioquimica ureasa correspondiente a 13
muestras.

Muestras
negativas
23%

Muestras
positivas
77%

25



Figur No. 3 Resultados de prueba bioquimica oxidasa correspondiente a 13
muestras.

Muestras
positivas
100%

A las 13 muestras positivas al cultivo se les realiz6 las pruebas bioquimicas
ureasa y oxidasa, y el 77% fueron positivas a ambas pruebas, lo que coincide con
las caracteristicas de H. pylori, H. heilmannii, H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis
y H. bilis. En el 23% restante se obtuvieron 3 muestras ureasa negativo y oxidasa
positivo, entre las especies que poseen esta caracteristica se encuentran H.
cinaedi, H. fennelliae, H. canis y H. canadensis, todas estas segun la literatura

encontradas en humano.

Las pruebas realizadas confirman la presencia de Helicobacter spp en
perros de la Ciudad de Guatemala que acudieron a consulta veterinaria con signos

de problemas gastricos agudos o cronicos.

El haber aislado Helicobacter spp en perros de la Ciudad de Guatemala por
medio del presente estudio, es un hallazgo de gran importancia en la Medicina
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Veterinaria y en Medicina Humana, ya que la Helicobacter spp es un riesgo
zoondtico. Investigaciones aseguran que se ha aislado Helicobacter pylori del
estdmago de perros infectados experimentalmente, por lo que no se descarta una
infeccion natural. También se ha dicho que los perros actian como reservorio en
la transmision de Helicobacter heilmannii a humanos, lo cual es congruente en los

hallazgos encontrados en esta investigacion.
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VIl. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se determind que en el 52% del total de las
muestras analizadas existia presencia de Helicobacter spp, confirmandose

asi la hipotesis planteada.

En la presente investigacion se determind por medio de cultivo que el 52%
de las muestras analizadas existia presencia de Helicobacter spp, las
cuales al realizarles las pruebas bioquimicas ureasa y oxidasa 77% fueron
positivas a ambas pruebas, o que coincide con las caracteristicas de H.
pylori, H. heilmannii, H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis y H. bilis. En el
23% restante la reaccion fue ureasa negativo y oxidasa positivo, siendo
sospechosa a las siguientes especies H. cinaedi, H. fennelliae, H. canis y H.

canadensis, todas estas segun la literatura encontradas en humano.

En el presente estudio Unicamente se logré agrupar las especies de
Helicobacter, por no contar con la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) especifica para la diferenciacion de las especies

aisladas.
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VIlIl. RECOMENDACIONES

En pacientes con signos gastricos agudos o crénicos realizar investigacion
de la presencia de Helicobacter spp, y tomar en cuenta que la falta de

signos clinicos obvios no indica que el paciente esté libre de Helicobacter

spp.

Es un hecho que la mascota mas comun en los hogares de la Ciudad de
Guatemala actualmente es el perro, por lo que ésta especie requiere de una
atencion especial en Medicina Veterinaria debido su continuo contacto con
el humano, siendo de importancia conocer acerca de las diferentes
especies del género Helicobacter spp que afectan al perro y considerar el
riesgo zoonotico de estas, para una posterior prevencion de la transmision

al ser humano.

Realizar estudios para la estandarizacion y validacion de una técnica no
invasiva y de rapidos resultados para ser usada en el diagnostico de

Helicobacteriosis en caninos.

Contar con PCR especifica para la diferenciacion de especies en futuras

investigaciones.
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IX. RESUMEN

Los perros requieren de atencion especial en Medicina Veterinaria por su
continuo contacto con los humanos. Es entonces importante conocer sobre las
diferentes especies de Helicobacter spp que afectan al perro (de las cuales su
estudio es limitado), y asi mismo considerar el riesgo de transmisién entre humano

y perro.

Este estudio tiene como propdsito conocer acerca de las diferentes
especies de Helicobacter spp que afectan a perros en la ciudad de Guatemala.
Para ello se procesaron 25 muestras tomadas por biopsia del antro gastrico de

perros con signos gastricos que acudieron al centro clinico veterinario Palvet.

Las muestras fueron cultivadas en agar sangre, y a las colonias con
caracteristicas de Helicobacter spp se les realizé pruebas bioquimicas de ureasa

y oxidasa.

En el presente estudio se analiz6 por estadistica descriptiva, estimando
proporciones de perros positivos y negativos a presencia de Helicobacter spp y la

informacion se presenta en cuadros y graficas.

Por medio de cultivo se establecio presencia de Helicobacter spp en un
52% de las muestras analizadas, de las cuales 77% fueron ureasa (+) y oxidasa
(+), lo que sugiere la presencia de H. pylori, H. heilmannii, H. bizzozeronii, H. felis,
H. salomonis y H. bilis. El 23% restante fueron ureasa (-) y oxidasa (+), siendo
sospechosas a presencia de H. cineadi, H. fennelliae, H. canis y H. canadensis,

todas estas presentes en el ser humano segun la literatura.
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SUMMARY

Dogs require special attention in Veterinary Medicine for their continued
contact with humans. It is then important to know about the different species of
Helicobacter spp affecting dogs (which its study is limited), and likewise consider

the risk of transmission between human and dog.

This study aims to learn about the different species of Helicobacter spp
affecting dogs in the city of Guatemala. There were 25 biopsy samples made of
dogs’ gastric antrum that had gastric signs attending to the veterinary clinic center
Palvet.

The samples were cultured on blood agar, and the colonies with
Helicobacter spp characteristics underwent biochemical tests for urease and

oxidase.

The present study was analyzed by descriptive statistics, estimating
proportions of positive and negative dogs with Helicobacter spp, and the

information is presented in tables and graphs.

Throughout cultivation, the presence of Helicobacter spp was established in
52% of the samples analyzed, of which 77% were urease (+) and oxidase (+),
suggesting the presence of H. pylori, H. heilmannii, H. bizzozeronii, H. felis, H.
salomonis and H. bilis. The remaining 23% were urease (-) and oxidase (+), being
suspicious of H. cineadi , H. fennelliae , H. canis and H. Canadensis, all of these

present in human according to literature .

31



X. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Baker, DG. 2003. Natural pathogens of laboratory animals: their effects on
research (en linea). Estados Unidos. Consultado 20 feb. 2012. Disponible
http://books.google.com.gt/books?id=EeHcWpPqGtsC&pg=PA45&dqg=helicob
acter+spp&hl=es&sa=X&ei=RU9yT6beLMWtwfHxazHDw&ved=0CCOQ6AEw
AA#v=0onepage&qg=helicobacter%20spp&f=false

Caldas, L. Tincion de Gram (en linea). Colombia. Consultado 18 oct. 2011.
Disponible en http://facultadsalud.unicauca.edu.co/Ducumentos2010/Dpto
MedInt/Tencion_de_gram.pdf

Cardona, J. 2013. Actualizacion sobre Helicobacteriosis en animales. Parte 3.

Diagndstico y tratamiento. Revista electronica de Veterinaria 18(8):1-18p.

Dworkin, M. The Prokaryotes: Vol. 7 (en linea). Estados Unidos. Consultado
16 dic. 2013. Disponible en http://books.google.com.gt/books

?id=LcCqW4IVj0C&pg=PA159&dqg=helicobacter+canadensis+urease+y+catal
ase&hl=es419&sa=X&ei=f6LIUq2DBsnW2gXOilHIBA&ved=0CCwWQ6AEWAA#
v=onepage&g=helicobacter%20canadensis%20urease%20y%20catalase&f=f

alse

Espinal, G. 2005. Manual de Practicas de Microbiologia |. Republica

Dominicana. Instituto Tecnolégico de Santo Domingo. 14 p.

Faddin, M. 2003. Pruebas Bioquimicas para la identificacién de Bacterias de

Importancia Clinica. 3 ed. Panamericana. Espafia. 344-345 p.

Fernandez, H. 2011. Género Helicobacter: un género en expansion, con

caracteristicas zoonatico. Chile. 2(1): 11-20 p.

32



10.

11.

12.

13.

14.

Gomez, LF; Orozco, S; Salas, SA. 2006. Helicobacteriosis canina y felina (en
linea). = México. Consultado 16 oct. 2011. Disponible en
http://mww.medigraphic.com/pdfs/vetmex/vm-2006/vm061h.pdf

GOmez, LF; Orozco, SC. 2003. Helicobacter spp. en un perro con vomito
cronico. Reporte de un caso. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias. 16:
70-77.

Hernandez, CA; Gallon, G. 2004. Helicobéacteres gastricos de perros y gatos:
minimo riesgo en salud publica. Colombia. Revista Colombiana de Ciencias
Pecuarias. Colombia. 17(3): 267-272 p.

Hernandez, F. s.f. Caracterizacion de Campilobacter, Helicobacter y bacterias

curvadas asociadas con gastritis y ulceras pépticas. Costa Rica. 11(3): 49-56

P.

Jalava, K; Kaartinen, M; Utriainen, M. 2007. Helicobacter salomonis sp. nov.,
a Canine Gastric Helicobacter sp Related to Helicobacter felis and
Helicobacter bizzozeronii. 47 (4): 975-982.

Macenlle, RM. s.f. Prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en la
poblacién general adulta de la provincia de Ourense y estudio de factores de
riesgo asociados (en linea). Consultado 22 feb. 2012. Disponible en
http://books.google.com.gt/books?id=t0jaOC_EAJMC&printsec=frontcover&hl

=es&source=gbs_ge summary_r&cad=0#v=onepage&q&f=false
Morales, AA; Garcia, F; Bermudez, V. 2010. El género Helicobacter en los

animales domésticos: una revision. Revista del Instituto Nacional del Higiene
Rafael Rangel. 41(2): 63-70

33



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Neiger, R; Simpson, K. 2000. Helicobacter Infection in Dogs and Cats: Facts
and Fiction. J Vet Intern Med14:125-133p.

Odriozola, V. s.f. Helicobacter gastrico en caninos y felinos. s.n.t.

Polanco, RR; Bermudez, VM; Vivas |; Saldivia, CM; Arévalo, L. 2006.
Lesiones gastricas asociadas a la presencia de bacterias del género
Helicobacter en caninos. Revista cientifica. 16(6): 585-592.

Premoli, G; Gonzalez, A; Millan-Mendoza, B; Percoco, T; Vielma, A. 2004.
Diagnostico de Helicobacter pylori mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa. Revista cubana de medicina tropical. 56(2): 85-90.

Quiroga, AL; Urrutia Cid, P; Merino Mufioz, V; Tobar Villanueva, J; Garcia
Cancino, A. 2009. Relacion entre el grado de contacto perro-propietario y la
carga de helicobacterias en mucosa gastrica canina. Revista Cientifica. Chile.
19(5):455-459

Rodriguez-Franco, F; Garcia-Sancho, M; Delgado, J; Sainz, A. 2003. Estudio
de prevalencia de Helicobacter spp. en 70 perros mediante test de ureasa.

Espafa. 23(2): 101-106 p.

Royo Garcia, G. s.f. Helicobacter pylori: aportaciéon al estudio microbiolégico,

epidemioldgico y patogénico. Espafia. 73-74 p.
Thibaut, J; Paz, V; Paredes, E; Ernst, S. 2007. Determinacién de la presencia
de Helicobacter spp. en perros, mediante biopsia gastrica obtenida por

endoscopia. Revista Cientifica. 17(3):217-225

Valdés, A. s.f. Helicobacteriosis. Chile, s.e. 6 p.

34



24. Valdés, A; Astudillo, M. 2007. Helicobacter pylori y organismos Helicobacter

heilmannii: ¢ Qué rol juegan en perros y gatos?. Chile. 72-83p.

35



XI. ANEXOS
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA E IDENTIFICACION DE Helicobacter
spp EN PERROS (Canis lupus familiaris) DE LA CIUDAD DE GUATEMALA
QUE ACUDAN A LA CONSULTA VETERINARIA CON SIGNOS DE
PROBLEMAS GASTRICOS AGUDOS O CRONICOS.

Cuadro de recepcion de muestras

No. de Fecha de toma de Observaciones del paciente
muestra muestra
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA E IDENTIFICACION DE Helicobacter
spp EN PERROS (Canis lupus familiaris) DE LA CIUDAD DE GUATEMALA
QUE ACUDAN A LA CONSULTA VETERINARIA CON SIGNOS DE
PROBLEMAS GASTRICOS AGUDOS O CRONICOS.

Cuadro de resultados de cultivo

No. de muestra Crecimiento
Positivo Negativo
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA E IDENTIFICACION DE Helicobacter
spp EN PERROS (Canis lupus familiaris) DE LA CIUDAD DE GUATEMALA
QUE ACUDAN A LA CONSULTA VETERINARIA CON SIGNOS DE
PROBLEMAS GASTRICOS AGUDOS O CRONICOS.

Cuadro de resultados de coloracion GRAM

No. de muestra Crecimiento
Positivo Negativo
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA E IDENTIFICACION DE Helicobacter
spp EN PERROS (Canis lupus familiaris) DE LA CIUDAD DE GUATEMALA
QUE ACUDAN A LA CONSULTA VETERINARIA CON SIGNOS DE
PROBLEMAS GASTRICOS AGUDOS O CRONICOS.

Tabla de resultados de pruebas bioquimicas

No. de muestra Nombre de la prueba
Ureasa Oxidasa
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