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|. INTRODUCCION

La Helicobacteriosis es una enfermedad que con el pasar de los afios ha ido
adquiriendo gran importancia en el campo de la medicina. Representa un serio
problema en salud publica, y es causante de problemas gastricos en animales de

compafiia y de produccién.

Es una enfermedad relacionada principalmente con los humanos, pero sin
embargo los organismos Helicobacter spp. son observados con frecuencia en el
estdmago tanto de perros como de gatos. La relacién entre estos microorganismos
y la patologia géastrica en animales de compafiia aun no ha sido claramente
comprendida, difiriendo de la enfermedad géastrica humana donde Helicobacter
pylori es el de mayor importancia. (8)

Con el transcurso de los afios Helicobacter spp. ha llamado la atenciéon de
médicos humanos y veterinarios, ya que cada vez son mas los problemas
gastricos que son atribuibles a tal agente etiolégico, pero ha cobrado una mayor
importancia en el campo de salud publica ya que segun el Dr. Tormo existe una
estrecha relacion entre pacientes que no responden a tratamientos médicos con
eficacia, pero tienen una mascota en casa que podria estar funcionando como

reservorio. (21)

A partir de estas dudas es que se ha despertado un especial interés sobre el
estudio de Helicobacteriosis en perros y gatos, enfocados principalmente en la
basqueda de Helicobacter pylori. Asi mismo, por medio de diversas
investigaciones se ha logrado establecer una posible antropozoonosis entre el
gato y humano (11), y otros estudios en los que mencionan que no existe una
relacion entre la presencia de Helicobacter spp. y la manifestacion de signos

gastricos en perros (17), sugiriendo que también pueda estar en perros

asintomaéticos.



El objetivo principal de este trabajo de investigacion es contribuir al estudio
de helicobacteriosis en perros de la ciudad capital de Guatemala y colaborar con
salud publica para la determinacion de la importancia que desempefia el perro en
la cadena epidemiolégica de Helicobacter spp funcionando como un reservorio

asintomaético.



. OBJETIVOS

2.1 General:

e Contribuir al estudio de Helicobacteriosis en perros de la ciudad capital de

Guatemala

2.2 Especificos:

e Aislar e identificar Helicobacter spp. en biopsias gastricas de perros que

asisten a jornadas de castracion en la ciudad capital.

e Determinar la presencia de Helicobacter spp. por medio de histopatologia.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Helicobacteriosis

La helicobacteriosis es una enfermedad del tracto gastrointestinal causada
por bacterias espirales Gram negativas conocidas como Helicobacter spp. La
prevalencia de la infeccibn en ambientes de hacinamiento indica que la
transmision de individuo a individuo es probable. Después de la transmision, la
bacteria es capaz de persistir en el ambiente extremadamente acido del estbmago
por debajo de la mucosa de las células epiteliales del estbmago debido a la
presencia de una enzima llamada ureasa la cual es capaz de degradar el acido

géstrico en el estbmago. (13)

3.2 Helicobacteriosis canina

Las gastritis aguda y crénica se consideran importantes causas de vomito
en el perro y el gato. Un diagnéstico de gastritis se hace sobre la base de un
examen histolégico de biopsias gastricas, con subclasificaciones mas detalladas
de gastritis basado en el tipo de inflamacién y la presencia de la atrofia o

hipertrofia de la mucosa o capa muscular. (18)

La causa de estos hallazgos histologicos rara vez se determina y, en la
ausencia de cuerpos extrafios e infecciones fungicas, por lo general ha sido
atribuido a la alergia alimentaria o intolerancia, parasitos o una reaccién a

antigenos bacterianos. (18)

El reciente redescubrimiento de bacterias espirales (Helicobacter spp.) en el

estbmago de perros y gatos puede ayudar a aclarar esta situacion. (18)



La mayoria de infecciones por Helicobacter spp. en perros es considerada
una infecciébn mixta de varias especies de Helicobacter incluyendo H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. heilmannii. Recientemente se ha descubierto una
especie adicional en la mucosa gastrica del perro llamada Helicobacter

cynogastricus. (9)

Estas bacterias pueden inducir gastritis, que provoca cambios histolégicos
como inflamacion de la mucosa gastrica, formaciéon de foliculos linfoides,
degeneracion de glandulas gastricas y células parietales. Estos cambios por la
presencia de Helicobacter spp. se han asumido como indicadores de la

patogenicidad. (8)

Los Helicobacter que afectan a caninos se encuentran en todas las
regiones del estbmago, pero en mayor cantidad en el cuerpo y fondo gastrico. Las
especies de bacteria que afectan a las especies menores aparentemente tienen
mayor afinidad por las células parietales, las cuales estan en poca cantidad en el
antro, pudiendo ser esta la explicacion del porgue se encuentra Helicobacter spp.

en mayor cantidad en las demas regiones. (8)

La habilidad de Helicobacter spp. para colonizar el estbmago esta basada
en el gen que expresa la funcion de la ureasa, y que poseen las especies
gastricas, lo que permite que estas puedan hidrolizar la Urea a amonio, elevando
el PH gastrico a un nivel donde las bacterias pueden sobrevivir. Es probable que
la supervivencia en un PH acido se deba a la mutacion producida por las
presiones selectivas, teniendo las especies gastricas una mayor tasa de mutacion
que las entéricas. También se ha demostrado que la motilidad de los flagelos esta

altamente implicada en la capacidad para la colonizacion de la mucosa gastrica.

(8)



3.3 Género helicobacter

3.3.1 Caracteristicas generales

Bacterias en forma espiral o curva (a veces cocoides) Gram negativas que
habitan en glandulas, células parietales y mucosa estomacal. (18) Con 4-6 flagelos
bipolares, oxidasa y catalasa positivo, posee una ureasa muy activa. Crecimiento
optimo a 37 grados centigrados y en microaerofilia. (7)

La especie mas importante es Helicobacter pylori, principal patégeno
humano y esta asociado a diferentes enfermedades digestivas. (7)

Los dos mecanismos principales de patogenicidad son la capacidad de
colonizacion de la mucosa gastrica y citotoxicidad, penetra en el mucus gastrico a
través de los flagelos y por medio de adhesinas se une al epitelio, neutraliza el pH
acido a través de la ureasa que crea un ambiente alcalino alrededor de la bacteria

permitiéndole sobrevivir. (7)

3.4 Especies de helicobacter

3.4.1 Helicobacter felis

Fue aislada originalmente a partir de mucosa gastrica de gatos y
posteriormente de perros. Morfolégicamente es diferente del resto de las especies
de Helicobacter, ya que tiende a ser mas espirilar, presentando de 5 a 7 curvas y
tiene un ramillete de 10 a 17 flagelos envainados, monopolares, pero ligeramente
excéntricos. Ademas, presenta una, dos o tres fibras periplasmicas que corren
helicoidalmente a lo largo del cuerpo de la bacteria. Esta ultima caracteristica la

asemeja a las bacterias helicoidales aisladas de ileon murino y a Flexispira rapini.



Sin embargo, la secuencia de nucleodtidos la colocan en el género Helicobacter.
(12)

Gram negativa, posee reaccion oxidasa positiva, catalasa positiva, ureasa
positiva y reduccién de nitritos positiva, fosfatasa alcalina positiva, crecimiento a
37 grados centigrados, es susceptible a la cefalotina, metronidazol y a la

cefoperazona, resistente al acido nalidixico. (10)

3.4.2 Helicobacter bizzozeronii

Fue descrita como nueva especie en 1996, adaptada especialmente a la
especie canina, la cual fue encontrada durante examenes de biopsias gastricas en
perros con signos y sin signos gastricos clinicamente visibles. Se desconoce el
nivel de patogenicidad de esta especie de Helicobacter en perros, pero se han
realizado estudios en ratones y gerbos que sugieren que Helicobacter bizzozeronii

posee un nivel de patogenicidad inferior al de H. pylori y H. felis. (20)

En casos de carga bacteriana elevada se puede observar apoptosis de las
células gastricas epiteliales, en humanos puede llegar a causar sintomas
dispépticos, siendo aislado principalmente de biopsias tomadas del antro y cuerpo
estomacal principalmente en problemas de gastritis cronica, lo que indica que esta
especie es capaz de producir lesiones similares a una infeccibn dada por

Helicobacter pylori. (20)

Puede describirse bajo las siguientes caracteristicas, bacteria en forma de
bacilo Gram negativa, carente de fibras periplasmicas con flagelos bipolares en
namero de 10 a 20 cubiertos por una vaina flagelar, posee reaccién oxidasa
positiva, catalasa positiva, urea positiva y reduccion de nitratos positiva, fosfatasa

alcalina positiva, puede crecer a temperaturas de 37 y 42 grados centigrados,



resistente al &cido nalidixico, susceptible a cefaletina, cefaperazona vy
metronidazol. (10)

3.4.3 Helicobacter heilmannii

Helicobacter heilmannii es una bacteria que tiene un tamafio 2-3 veces
superior al de H. pylori, alcanzando una longitud de 7-10 um y una anchura de 1
pum, siendo este detalle el que mejor orienta en una primera aproximacion dada la
similitud de las bacterias del género Helicobacter. Esta dotado de flagelos en sus

extremos y tiene una forma espiral con 4-6 giros regulares. (16)

Puede estar aislado o agrupado, en conglomerados de 3 a 10 bacterias, y
se encuentra sobre el epitelio de superficie o en la luz de las criptas. Es
caracteristico que no se adhiera a la superficie de las células, a diferencia de H.
pylori, y la cantidad de bacterias en la mucosa es baja H. heilmannii es una
bacteria gramnegativa, débilmente tefiible con hematoxilina-eosina y que presenta
Su estructura caracteristica con las tinciones de Giemsa, Steiner y Whartin-Starry.
(16)

En contraste con la afeccion difusa por H. pylori, la colonizacién por H.
heilmannii es principalmente focal, en mas del 90% de los casos, se restringe

especialmente al antro y se aprecia una infeccién concomitante en el cuerpo. (19)

3.4.4 Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo gramnegativo, curvado y microaerofilico que se
encuentra en la mucosa gastrica del estbmago humano. H. pylori tiene una

morfologia espiral en forma de sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa



gastrica y menos espiral cuando crece en medios artificiales, esta forma se puede
perder en los cultivos mas viejos o sometidos a situaciones no favorables para su

crecimiento adoptando forma cocoide. (1)

Presenta un tamafo de 0,5 a 1,0 micras de ancho y de 3 micras de largo.
Tiene de 2 a 6 flagelos monopolares, fundamentales para su movilidad, y que
estan recubiertos por una vaina de estructura lipidica, igual que la membrana
externa, que parece tener la misién de proteger a los flagelos de su degradacion

del medio &cido (3).

Su temperatura éptima de crecimiento se produce a 37 °C, aunque puede
desarrollarse en un rango de 35 a 39 °C en microaerofilia, y para su cultivo se
requieren medios suplementados con suero o sangre entre el 5% y 10%, los
cuales pueden actuar como fuentes adicionales de nutrientes y la protegen de
efectos toxicos de los acidos grasos de cadena larga. El efecto de estos acidos
grasos también puede ser evitado por la adicibn de suplementos como j-
ciclodextrinas, IsoVitaleX o por la adicion de carbén activado en el medio de
cultivo (1).

Las especies de Helicobacter son quimioorganotrofas y tienen un
metabolismo respiratorio. Son asacaroliticas (no hay fermentacién ni oxidacién de
azucares) aunque si ocurre la oxidacion de glucosa. Tienen, al menos
parcialmente, las vias metabdlicas Entner-Doudoroff, de pentosas fosfato, y el
ciclo de acidos tricarboxilicos, pero la via del glioxilato estd ausente. No hidrolizan
gelatina, almidon, caseina o tirosina, son rojo de metilo y Voges-Proskauer
negativos. La actividad de oxidasa, ureasa y catalasa estd presente en

Helicobacter pylori, enzimas muy utiles para su identificacién. (1)



Aunque H. pylori es muy homogéneo en cuanto a sus caracteristicas
bioquimicas, presenta una importantisima variabilidad antigénica. Esto es debido
a que existen muchos genes que codifican proteinas de membrana y ademas

entre ellas pueden darse distintos procesos de recombinacion. (1)

Helicobacter pylori es un microorganismo capaz de crecer en distintos
medios de cultivo si bien requiere diferentes factores de crecimiento. Los medios
de cultivo solidos mas frecuentes son Agar Mueller-Hinton y Agar Columbia y los
suplementos mas comunmente empleados son la sangre o derivados de ella. Es
dificil de cultivar en medio liquido aunque se logra con menor dificultad a partir de
caldo de Brucella, infusién cerebro-corazén, Mueller-Hinton y tripticasa soja, todos

ellos suplementados con nutrientes. (1)

H. pylori es un microorganismo microaerofilico que requiere para su
crecimiento una atmésfera con las siguientes caracteristicas: 5-10% de 02, 5-10%
de CO2 y 80-90% de N2 a 35-37°C, una humedad del 90-95% y una incubacién

de hasta 10 dias antes de considerar negativo el cultivo. (1)

La infeccion por Helicobacter pylori origina practicamente siempre gastritis
cronica. Sin  embargo, las complicaciones principales (Ulcera péptica,
adenocarcinoma y linfoma gastrico) se desarrollan solo en una minoria de

personas infectadas, predominantemente en hospedadores adultos. (1)

H. pylori origina una fuerte respuesta inmune, humoral y celular en la
mucosa gastrica; aungue con esto no consigue eliminar la infeccidén y se producen
dafios en el epitelio gastrico. Tras la colonizacion, H. pylori libera sustancias
toxicas que estimulan la respuesta inmunoldgica local en la que fundamentalmente

participan los neutrofilos. (1)

10



Después se produce una amplificacién de la respuesta inflamatoria por la
interaccion de linfocitos, neutréfilos, macrofagos, células mastoides y células no
inmunes que liberan gran cantidad de mediadores quimicos. La ulcera péptica, el
adenocarcinoma y el linfoma gastrico son complicaciones de esta inflamacion

cronica. (1)

3.5 Salud publica

Los helicobacter que afectan a perros y gatos son un riesgo zoonotico
debido a que se ha aislado Helicobacter pylori del estdbmago de gatos,
experimental y naturalmente infectados. Se ha postulado que estos son una
fuente potencial para la transmisiébn en humanos o que es una antropozoonosis,
también se ha sugerido que los gatos y los perros actian como reservorios en la
transmision de Helicobacter heilmannii a humanos. Varios estudios
epidemioldgicos han demostrado un incremento en la incidencia de Helicobacter

heilmannii en humanos que han estado en contacto con perros, gatos y cerdos. (8)

No se ha encontrado que los perros sean colonizados naturalmente con
Helicobacter pylori; sin embargo, esta bacteria ha sido capaz de colonizar perros

gnotobidticos, usados como modelos experimentales. (8)

3.6 Métodos diagnoésticos

Los métodos diagndsticos para Helicobacter spp. pueden ser invasivos y no
invasivos. Los invasivos, como los cultivos, histopatologias, improntas, prueba de
ureasa en biopsias, microscopia electronica, PCR y citologia por cepillo, requieren
de biopsia gastrica, la cual se toma por endoscopia y bajo anestesia. También

existen los métodos no invasivos como la serologia, prueba de urea en aliento
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(UBT), deteccién de ADN bacteriano y antigenos en materia fecal, no requieren de
biopsia géstrica ni anestesia, pero sus costos son elevados. (8)

Los Helicobacter spp. pueden ser visualizados directamente mediante las
técnicas de citologia por cepillo, histopatologia, microscopia electronica y en
muestras de cultivo. La presencia del organismo puede ser demostrada
indirectamente mediante pruebas de ureasa, serologia y por UBT. EIl método
usado es determinante para el hallazgo de la bacteria, el uso de mas de un

método diagndstico incrementa la sensibilidad en la deteccion. (8)

3.6.1 Métodos invasivos

3.6.1.1 Endoscopia

El término “endoscopia” procede del griego y significa “ver dentro”. En la
técnica endoscdpica se utilizan aparatos rigidos o flexibles. Si bien la endoscopia
rigida presenta muchas aplicaciones (artroscopias, rinoscopias y otras; e incluso
dentro del aparato gastrointestinal los esofagoscopios rigidos pueden resultar de

ayuda en ciertos casos, como la extraccion de cuerpos extrafios. (4)

La endoscopia flexible constituye uno de los mejores métodos de
exploraciéon del aparato digestivo, teniendo una alta capacidad diagnostica
(visualizamos directamente la mucosa digestiva) y también terapéutica
(endoscopia intervencionista). Por otro lado, permite la obtencion directa de
muestras tisulares del eséfago, estbmago y tubo intestinal con minima invasion, lo
gue aumenta la precisibn de los diagnésticos y tratamientos de los procesos
digestivos. Resulta mas adecuada la endoscopia flexible que la rigida para la

exploracion del aparato gastrointestinal, por la gran capacidad de maniobra que
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presenta, lo que permite acceder desde el es6fago hasta el duodeno y desde el
recto hasta el ileon. (4)

3.6.1.2 Cultivo

El cultivo es considerado el método de referencia (patron oro) para el
diagnostico de la infeccion por Helicobacter spp. La principal ventaja que posee
este método es que puede estudiar la sensibilidad de las cepas a los distintos
agentes antimicrobianos. El hecho de tener la cepa nos permitira la realizacion de
distintos estudios como puede ser el conocer los factores de virulencia o el poder

tipificar las cepas. (1,2)

Como desventaja cabe destacar que es un método lento de diagndstico que
puede demorarse varios dias y que la sensibilidad de la técnica depende de la
experiencia en su cultivo y de que la toma y el transporte se realicen en las
condiciones adecuadas. La identificacion se realiza mediante vision en fresco con
un microscopio de contraste de fases para ver la morfologia o bien mediante
tincién de Gram. Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y oxidasa confirman la
identificacion. La muestra mas habitual para el cultivo es una biopsia a partir de
mucosa gastrica. (1,2)

3.6.1.3 Prueba de reduccion nitratos/nitritos

El principio de esta prueba consiste en determinar la capacidad de un
microorganismo de reducir los nitratos a nitritos o gas nitrogeno libre. (14) Este
proceso de reduccion por lo general se da en condiciones de anaerobiosis, en las
cuales en un microorganismo produce su oxigeno del nitrato. El oxigeno actua

como un aceptor de hidrogeno; es decir, el protdn y el aceptor final de electrones.
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La mayoria de bacterias aerobias son anaerobias facultativas y solo pueden
reducir los nitratos en ausencia de oxigeno. Esta respiracion anaerobia es un
proceso de oxidacion en el que las sustancias inorganicas (nitrato y sulfato)
producen oxigeno para actuar como un aceptor de electrones con el fin de
proporcionar energia. La reduccion de nitratos caracteristica de una especie

particular es mas o menos constante. (14)

En la prueba de reduccién de nitratos, la reduccion se evidencia por la
presencia de un producto final catabdlico o por la ausencia de nitrato en el medio.
La interpretacion de resultados va enfocada al cambio de coloracion que ocurre en
el tubo, si al momento de aplicar el reactivo existe un cambio de coloracion a color
rosa o rojo en uno o dos minutos podemos determinar la prueba como reaccién

positiva. (14)

3.6.1.4 Prueba de ureasa

La prueba de ureasa es una técnica cualitativa que consiste en determinar
la actividad de la enzima ureasa, dicha técnica va enfocada principalmente hacia
la identificacion de Helicobacter pylori. (2)

H. pylori posee una ureasa que le capacita para la colonizacién y
persistencia en la cavidad gastrica. Se localiza tanto en la membrana externa
como en el espacio periplasmico y esta compuesta por complejos de una
estructura hexamérica. La potencia de la ureasa es muy superior a la de otras
bacterias, incluida Proteus spp. La enzima cumple tres funciones principales:
proteccion frente al acido de la mucosa gastrica, provisién de nitrdgeno en forma

de amonio y como factor de virulencia en la patogenia de la tlcera géastrica. (2)
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El fundamento de la prueba rdpida de la ureasa consiste en detectar la
presencia de la enzima de la siguiente forma: H. pylori descompone la urea en
anhidrido carbonico y amoniaco, lo cual genera un pH béasico que va a ponerse en
evidencia mediante el cambio de color del medio de naranja-amarillo a rosa fuerte
debido a la accion del indicador de pH. La prueba de la ureasa rapida se puede
realizar directamente con la muestra de biopsia géstrica, obtenida mediante
endoscopia digestiva alta. Se recomiendan dos biopsias, una de cuerpo y otra de

antro para el diagnostico. (2)

La especificad de esta prueba es alta por varias razones fundamentales: el
namero de bacterias diferentes a Helicobacter pylori en la cavidad gastrica es muy
escaso Yy los andlisis se realizan a temperatura ambiente, lo cual limita a la posible

proliferacion de otras bacterias durante la realizacion de la prueba. (2)

Existen diferentes reactivos comerciales que contienen urea a diferentes
concentraciones y un indicador de pH. Los resultados de sensibilidad y
especificidad son en general superiores al 80% y 90%. La seguridad diagndstica
de la prueba dependera de la localizacion de la biopsia utilizada, de la carga
bacteriana y del tratamiento previo con antibiéticos o con inhibidores de la bomba

de protones. (1,2)

3.6.1.5 Histopatologia

La histopatologia es un método diagnéstico efectivo, ya que permite la
observacion de la bacteria y las caracteristicas morfolégicas del tejido. La
sensibilidad de esta técnica en perros se registra en 92.3% y en 97.6% en gatos,

con especificad del 100% para ambas especies. (8)
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El procedimiento consiste en la observacion de microorganismos de forma
espiral en cortes histologicos con diferentes tinciones asi como para determinar la
densidad de la colonizacion. Entre los métodos de tincion utilizados, unos son
simples y faciles de realizar y otros son mas complejos. En la actualidad se
emplean las tinciones con hematoxilina-eosina, Warthin-Starry con nitrato de plata
y la tincion con azul de metileno, aunque esta Ultima ha sido sustituida por la
tincion con Giemsa, una de las mas populares, por ser facil de realizar, econdmica

y con buenos resultados en el diagnaostico. (5)

Los estudios histopatolégicos son importantes no solo para el diagnéstico
de la infeccion por Helicobacter spp. sino fundamentalmente para determinar el
dafio a nivel de la mucosa gastrica. Este tipo de estudio nos brinda importante
informacion relevante sobre la gravedad de la gastritis, metaplasia y atrofia de
todo el tejido analizado. Una de las principales desventajas de este tipo de
diagndstico es la poca sensibilidad para identificar la especie ya que el resultado
se encuentra marcado por la experiencia del patélogo. La histologia ha sido una
de las principales técnicas utilizadas en humanos para la deteccion de la

presencia de Helicobacter spp.

La vision microscoépica tiene una sensibilidad y especificidad menor que la
del cultivo y para obtener buenos resultados es necesario realizar una impronta
densa en el portaobjetos, lo cual se consigue bien impregnando intensamente la
biopsia a lo largo del mismo, bien colocando sobre el portaobjetos 2-3 gotas de la
biopsia homogenizada. Para conseguir una buena sensibilidad se recomienda

partir de dos biopsias, una de antro y otra de cuerpo. (2)

3.6.1.6 Citologia por cepillo

Este método consiste en esparcir mucosa gastrica sobre un portaobjetos, al
cual se le realiza la tincion de Romanovsky si se requiere un resultado rapido;

normalmente se emplea la tinciébn Giemsa, Gram o Diff quick. (8) Ademas de que
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el estudio citolégico de estos cepillados muestra alta sensibilidad y especificidad,
alcanzando la sensibilidad valores superiores al 90 % y la especificidad al 98 %,
también se ha demostrado que aumentan la rentabilidad y adecuacion diagnostica
de lesiones malignas gastrointestinales, cuando se utiliza conjuntamente el estudio
citologico de cepillados y bidpsico, siendo por ello, el cepillado citolégico, una
técnica, en ocasiones, complementaria y en otras sustitutiva de las muestras

biopsicas. (6)

El principal problema en el diagndstico citolégico lo presentan los cambios
reparativos o regenerativos del epitelio en condiciones de inflamacion o ulceracién
que son la causa mas frecuente de falsos positivos. Los beneficios diagnédsticos,
del estudio de la citologia obtenida por cepillado, pueden ser debidos a la mayor
area de muestreo que abarca el cepillo frente a las pinzas de toma bidpsica o a la
mayor facilidad para alcanzar este cepillo estructuras dificilmente alcanzables con
las pinzas (estenosis o lesiones que precisan mayor curvatura intrumental para
poder ser muestreadas). La eficacia diagndstica del cepillado citolégico, varia

entre la valoracién de lesiones del tracto gastroesofégico o intestinal. (6)

3.6.2 Métodos no invasivos

El método ideal para diagnosticar la infeccion seria uno no invasivo o
minimamente invasivo, capaz de diferenciar infeccidén activa de infeccion pasada.
Los métodos desarrollados hasta ahora pueden tener utilidad en determinadas
circunstancias, como la evaluacion del seguimiento del tratamiento o estudios

epidemiologicos. (1)

17



3.6.2.1 Serologia

Los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de anticuerpos
especificos frente a H. pylori en suero. La serologia es util en los estudios de
poblaciones seleccionadas, sin embargo, su principal problema radica en que no
puede diferenciar la infeccion activa de la exposicion previa al microorganismo.
(8.1)

H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica. El
sistema inmune responde con un aumento transitorio de IgM, seguido de un
aumento de anticuerpos de los tipos IgG e IgA que persisten durante la infeccion.
Puesto que los anticuerpos IgM se detectan sélo transitoriamente, tienen poco
valor para el diagndstico. La principal respuesta sistémica es de tipo IgG por lo
que la deteccion de estos anticuerpos es la mas utilizada para el diagndstico. La
deteccion de anticuerpos especificos contra algunas proteinas del
microorganismo, como CagA y VacA puede tener especial interés en estudios

sobre virulencia. (1)

Puesto que la deteccion de anticuerpos depende del antigeno utilizado,
considerando la heterogeneidad genética de H. pylori, algunos autores
recomiendan el uso de mezclas de antigenos procedentes de varias cepas para
mejorar la sensibilidad de estas técnicas asi como su valoracion en cada medio.
Se han utilizado varias clases de antigenos, que van desde antigenos parcial o
altamente purificados (ureasa, etc.). (8,1)

3.6.2.2 Prueba de urea en aliento

Es la prueba no invasiva mas conveniente para evaluar la erradicacion y la
respuesta al tratamiento en humanos, se basa en la actividad ureasa de la

bacteria. Después de un ayuno nocturno se toman muestras de aliento basales y

18



luego se suministra urea radio-marcada oralmente, que funciona como sustrato.
El aliento exhalado se recobra a los 30 minutos, y los niveles de radiactividad se

miden con un espectrofotometro. (8)

Si Helicobacter pylori se encuentra en el estdbmago, éste hidroliza la urea
gracias a su ureasa y se libera CO2 marcado que se absorbe, difunde a sangre y
transporta a los pulmones y es liberado con el aliento. (14) Esta prueba tiene la
ventaja de que sirve para evaluar inmediatamente el efecto del tratamiento, en
comparacion con la serologia, en la cual los niveles de anticuerpos disminuyen a

los cinco o seis meses post tratamiento. (8)

Estas pruebas tienen una excelente sensibilidad y especificidad para el
diagnéstico y seguimiento del tratamiento antimicrobiano con la ventaja de ser una
prueba global que valora la presencia de H. pylorien el estbmago y no se ve
sometido al sesgo que pueden tener otras pruebas por la distribucién parcheada
de la bacteria en el estbmago. También tienen otras ventajas, como el ser una
prueba no invasora y no depender de las condiciones de transporte, ni de la
experiencia del personal técnico. La prueba del aliento indica una infeccion actual
por la bacteria ya que en una infeccion pasada el resultado seria negativo. Por
esto es util como seguimiento del tratamiento realizado 4 a 6 semanas después de
finalizado. (2)

Esta prueba ha sido utilizada en investigaciones para determinar la
presencia y evaluar la erradicacion de Helicobacter spp. en gatos y perros. Los
costos son relativamente altos, debido a que se requieren materiales y equipos
especializados. La prueba de urea en aliento, serologias y PCR no estan

rutinariamente en las clinicas veterinarias. (8)
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3.6.2.3 Antigeno en heces

Es un examen para detectar los rastros genéticos de la H. pylori en las
heces y parece ser tan exacto como la prueba del aliento para detectar las
bacterias inicialmente y para detectar recurrencias después de la terapia
antibiotica. Este examen también se puede emplear para diagnosticar la infeccion

y confirmar que la infeccion por H. pylori se erradico. (4)
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Descripcion del area

El estudio se llevard a cabo en tres distintas clinicas veterinarias privadas de la
ciudad capital.

4.2 Materiales

4.2.1 Recursos humanos

e Un estudiante investigador

e Dos médicos veterinarios asesores

e Un médico veterinario encargado del endoscopio

¢ Un médico patélogo del Centro Universitario Metropolitano (CUM), USAC

e Dos técnicos de laboratorio del departamento de microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, USAC

e Propietarios de los perros

4.2.2 Recursos biolégicos

e Treinta perros que asisten a jornadas de castracion

e Biopsias obtenidas de los perros
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4.2.3 Recursos de campo

e Guantes de latex

e Endoscopio

e Hielera

e Hielo

e Estetoscopio

e Termometro

e Reloj de pulsera

e Agua oxigenada

e Clorhexidina

e Algoddn

e Camara fotografica
e Lapicero

e Tabla de apuntes

e Calculadora

e Jeringasde 3y5ml.
e Vehiculo

e Combustible

4.2.4 Recursos de laboratorio

e Guantes de latex

e Tubos de eppendorf

e Campana de flujo laminar

e Incinerador de asas

¢ Incubadora a 37 grados centigrados

e Congelador a -80 grados centigrados
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e Asas

e Microscopio

e Formol

e Triturador de tejido

e Placas agar sangre

e Agar urea

e Medio Nitrato

e Prueba de oxidasa

e Jarra de anaerobiosis
e Bolsas de aerobiosis

e Laminas portaobjetos

e Bateria de Gram

4.3 Metodologia

El estudio se llevé a cabo durante 3 jornadas de castracidon de mascotas,

gue se realizaron en diferentes clinicas veterinarias de la ciudad capital.

El nimero total de perros a seleccionar para el estudio endoscopico fue de
30 (10 por jornada). Se realizé la toma de muestras en perros mayores a los
cuatro meses de edad, sin tomar en cuenta los caracteres fisicos de sexo y raza,
con el fin de obtener una muestra completamente al azar y mayores

caracteristicas de la poblacion en general.

El periodo de estudio fue de tres meses utilizando un fin de semana en

cada uno de ellos.

Los animales fueron muestreados después de haberse realizado el

procedimiento quirdrgico de castracion aprovechando el estado de anestesia de
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cada uno de los animales sometidos a la cirugia. En caso el animal estuviese
volviendo del estado de anestesia, se procedié a redosificar la dosis del

anestésico, segun el protocolo utilizado.

Las clinicas veterinarias en donde se llevé a cabo el muestreo fueron
seleccionadas en base a la cantidad de perros que asisten y la zona en que se
ubican, con el fin de tomar un muestreo mas homogéneo, de manera que

existieran perros de diferentes partes de la ciudad capital de Guatemala.

4.3.1 Toma de muestra

Se llegé a la clinica seleccionada en donde se efectu6 la jornada de
castracion. Se procedié a instalar el equipo de endoscopia en un éarea
determinada de la clinica, (previamente escogida para la ubicacién de la misma).
Cada uno de los perros que llegaron fuerén anestesiados y sometidos a la cirugia
correspondiente.

La toma de muestra consistié en una biopsia tomada de la mucosa gastrica.
Para esto, al concluir la cirugia el paciente fue trasladado a otra mesa de cirugia,
destinada especificamente para la toma de muestra. Se evaluaron los reflejos del
paciente y estado de sedacion del mismo, al estar en condiciones adecuadas se
procedié a colocarlo en decubito lateral izquierdo, fue sujetado a la mesa con

posicionadores y se efectud el procedimiento de la biopsia por endoscopia.

El proceso de biopsia por endoscopia consistio en tomar un pequefo
fragmento de mucosa gastrica, lugar donde suele encontrarse Helicobacter spp.
con una pinza de endoscopia, se tomaron dos muestras de biopsia gastrica por
perro, una para el tubo de eppendorf con formol y otra para el tubo de eppendorf

estéril sin formol.
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Los tubos de eppendorf son aquellos en los que fue depositada la muestra,
se tenian listos desde el momento de llegada a la clinica dos series de tubos, una
gue consistié en tubos con formol y otra con los tubos sin formol, ambos en
cantidades iguales. En los tubos eppendorf con formol fueron depositadas las
muestras destinadas para histopatologia, estudio a través del cual se determiné la
presencia de Helicobacter spp. Posteriormente en los tubos estériles sin formol fue
colocado el fragmento destinado para el cultivo y aislamiento de Helicobacter para
determinar la especie de Helicobacter spp.

Posterior al proceso de endoscopia, se realizé la observacion del paciente

durante el post-operatorio, donde se entreg0 al propietario segun el protocolo de la

Clinica veterinaria donde se realiz6 el estudio.

4.3.2 Cultivo

El cultivo se llevé a cabo en el departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina veterinaria y Zootecnia en el campus central de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Las muestras fueron procesadas la semana continua a la cual fueron

tomadas, almacenandolas a -80 grados centigrados antes de ser procesadas.

4.3.2.1 Procedimiento

La muestra fue colocada, en un nuevo tubo de eppendorf, agregandole 50
microlitros de solucion salina estéril, se homogenizé con el triturador, se agregaron

50 microlitros de solucion salina estéril y se homogenizo la muestra en vortes.
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Se tomaron 50 microlitros de la muestra y se sembraron en agar sangre por
agotamiento, luego fueron colocadas en una jarra de anaerobiosis a 37 grados
centigrados por ocho a diez dias, del crecimiento de colonias se procedié al
estudio macroscoépico y microscépico, para la identificacion se realizaron las

pruebas bioquimicas de Ureasa, oxidasa y reduccion de nitritos a nitratos.

4.3.3 Histopatologia

Se realiz6 en el laboratorio del departamento de patologia de la facultad de
Medicina en el Centro Universitario Metropolitano (CUM) de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

El procedimiento consisti6 en tomar la muestra depositada en el tubo
eppendorf con formol, se realizaron los cortes histopatolégicos y posteriormente se
realizaron las coloraciones: HE y Giemsa.

Luego de realizar las coloraciones se procedié a observar las muestras al

microscopio con el fin de identificar la presencia del agente etioldgico y la especie
presente o predominante en cada una de las biopsias procesadas.

4.3.4 Andlisis estadistico

El analisis de datos se realizé mediante estadistica descriptiva, a través de
distribucion de frecuencias en donde los datos fueron agrupados en tablas para

posteriormente ser representados de forma grafica.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la elaboracion de este estudio se recolectaron un total de 30 biopsias
gastricas de perros que asistieron a 3 jornadas de castracion en distintas zonas de
la ciudad capital, las primeras 10 fueron obtenidas de la zona 12, las siguientes 10

de la zona 14 y las ultimas 10 de la zona 7 de la ciudad capital.

En el cultivo de Helicobacter spp. en agar sangre bajo condiciones de
anaerobiosis a 37 grados centigrados por un periodo de 10 dias, no se lograron
observar colonias con las caracteristicas propias de Helicobacter spp. los

resultados se muestran en la tabla y grafica No. 1

Cuadro No. 1: Resultados cultivo en agar sangre, biopsias gastricas de

perros asintomaticos a signos gastricos

NUumero de Muestra . .Cultivo €N agar sangre __
Positivo Negativo
1 X
2 X
3 X
4 X
S X
6 X
7 X
8 X
9 X
10 X
11 X
12 X
13 X
14 X
15 X
16 X
17 X
18 X
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Figura No. 1: Resultados del crecimiento de Helicobacter spp. en cultivos
realizados en agar sangre, proveniente de biopsias gastricas caninas de
perros asintomaticos a signos gastricos

Cultivo en agar sangre

M Positivo 0

B Negativo 30

Los resultados obtenidos en donde no se evidencia el crecimiento de
Helicobacter spp. pueden ser atribuidos a la sensibilidad de la técnica de cultivo en
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donde es importante considerar que el transporte y almacenamiento de la muestra

se lleven a cabo de forma adecuada. (1,2)

Por otro lado en la parte del estudio histopatolégico de 30 biopsias
obtenidas de perros que asistieron a jornadas de castracién con tinciones HE y
Giemsa, se puedo observar la presencia de Helicobacter heilmannii, mas no asi de

Helicobacter pylori y Helicobacter felis

Los resultados obtenidos de las dos tinciones realizadas se muestran a
partir de las tablas y graficas No.2, No.3 y No.4.

Cuadro No. 2: Resultados de la identificacion de la presencia de Helicobacter

pylori en biopsias géstricas de perro a través de las tinciones HE y Giemsa

Numero de Lamina HE Giemsa
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21 - -

22 - -

23 - -

24 - -

25 - -

26 - -

27 - -

28 - -

29 - -

30 - -

MI = Muestra insuficiente

Como se puede observar en las tablas de resultados existen las iniciales Ml
gue hacen referencia a muestra insuficiente, esto quiere decir que 5 de las
biopsias obtenidas no presentaban la cantidad suficiente para que se llevara a

cabo el corte y la tincion respectiva.

Figura No. 2: Representacion de la presencia de Helicobacter pylori en

biopsias gastricas de perros através de las tinciones HE y Giemsa

Histopatologia Helicobacter pylori

W Positivos O M Negativos 25 ®MI 5
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En 2005, Gémez concluyo que hasta la fecha no se habian encontrado
perros colonizados naturalmente por Helicobacter pylori, por lo que a través de los
resultados obtenidos con este estudio se puede confirmar tal afirmacion, sin
embargo no se puede descartar que también este agente ha sido aislado de
perros gnotobidticos usados como modelos experimentales. (8) Por lo que para
demostrar si puede llegar a considerarse una enfermedad antropozoonotica, se

debe de continuar realizando estudios respecto a este tema.

Cuadro No. 3: Resultados de la identificacion de la presencia de Helicobacter

heilmannii en biopsias gastricas de perro a través de las tinciones HE y

Giemsa
Numero de Lamina HE Giemsa
1 - -
2 + +
3 + +
4 - -
5 + +
6 + +
7 - -
8 + +
9 + +
10 + +
11 + +
12 Mi Ml
13 + +
14 Mi Mi
15 Mi Mi
16 - -
17 + +
18 Ml Mi
19 - -
20 Ml Mi
21 - -
22 + +
23 - -
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24 + +
25 - -
26 + +
27 + +
28 - -
29 + +
30 + +

MI = Muestra Insuficiente

Figura No. 3: Representacion de la presencia de Helicobacter heilmannii en

biopsias géastricas de perros a través de las tinciones HE y Giemsa

Histopatologia Helicobacter heilmannii

H Positivos 16 M Negativos 9 ®EMI 5

La importancia de este hallazgo se debe al incremento de casos de gastritis
en humanos por Helicobacter heilmannii, principalmente en aquellos que han
estado en contacto con perros y gatos. (8) En la mayoria de los casos de gastritis
se ha podido observar que el agente a buscar por parte de los médicos es

Helicobacter pylori, restandole importancia a otros géneros de la misma especie

32



que si bien no los encuentran es porque no son la prioridad para dar un

diagndstico y muchas veces pasan por desapercibidos.

Cuadro No. 4: Resultados de la identificacion de la presencia de Helicobacter

felis en biopsias gastricas de perro a través de las tinciones HE y Giemsa
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Figura No. 4: Representacion de la presencia de Helicobacter felis en
biopsias géastricas de perros a través de las tinciones HE y Giemsa

Histopatologia Helicobacter felis

B Positivos 0 ™ Negativos 25 ®EMI 5

Como se puede apreciar en la grafica anterior no se aisl6 Helicobacter felis

de las biopsias trabajadas.

Actualmente la Helicobacteriosis es una de las enfermedades de mayor
importancia para los médicos y gastroenterélogos, principalmente en los casos de
nifos y todos aquellos pacientes que no responden eficientemente a los
tratamientos proporcionados para contrarrestar los problemas ocasionados por
Helicobacter spp. (21)

Los resultados presentados en este estudio nos indican que la especie de
Helicobacter predominante en perros que no manifiestan ningun signo patologico
gastrico evidente es Helicobacter heilmannii, dando lugar a ver el papel que

desempefian las mascotas dentro de la cadena epidemiolégica de la
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Helicobacteriosis en humanos y dar la oportunidad de seguir realizando estudios
respecto a este tema.
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VI. CONCLUSIONES

Segun el estudio realizado se pudo determinar la presencia de Helicobacter
heilmannii en perros (Canis Ilupus familiaris) que no presentan

sintomatologia géstrica.
En las biopsias gastricas que se llevaron a cabo durante este estudio no se

aisl6 Helicobacter pylori y Helicobacter felis en perros (Canis lupus

familiaris) que no presentan signos gastricos patolégicos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar prueba de PCR a las biopsias obtenidas a partir de perros
asintomaticos para obtener un diagndstico exacto de las especies de

helicobacter que habitan en el perro.
Realizar un estudio en humanos asintomaticos para la busqueda de

Helicobacter pylori y Helicobacter heilmannii para ver si la helicobacteriosis

puede ser considerada una antropozoonosis.
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VIIl. RESUMEN

El presente estudio tiene como propdésito identificar la presencia de
Helicobacter spp en perros asintométicos a signos géastrico patolégicos, basado en
gque muchas veces las personas, principalmente nifios, no responden a
tratamientos contra la helicobacteriosis en humanos, la cercania de las mascotas y
las malas costumbres que existen por parte del duefio hacia las mismas, hacen
pensar que pueda existir participacion por parte del perro en la cadena

epidemioldgica de la helicobacteriosis humana.

Para tal fin, se tomaron 30 biopsias gastricas de perros que asistieron a
jornadas de castracion en las zonas 12, 14 y 7 de la ciudad capital para
posteriormente realizar pruebas microbiolégicas e histopatolégicas que consistio
en realizar coloraciones de HE y Giemsa para identificar la presencia del agente y
la especie que predomina en los perros asintomaticos a signos gastricos

patolégicos.

En los resultados se puede observar que en las pruebas microbiolégicas no
fueron aisladas las especies de Helicobacter spp. que afectan al humano y al
perro. Por otro lado en las pruebas histopatologicas con las tinciones de HE y
Giemsa se pudo observar la presencia de Helicobacter heilmannii en 19 biopsias
de las 30 procesadas, en cuanto a las especies de H. pylori y H. felis no fueron
aisladas por lo que no fue posible identificar su presencia. El aislamiento de H.
heilmannii deja la posibilidad de continuar realizando estudios respecto a este

tema para identificarla como una posible antropozoonosis.

38



)

€.

SUMMARY

This study has as a purpose to identify the presence of Helicobacter spp.
in dogs without pathologic gastric symptoms, based in the fact that many
persons, mainly children, dont respond to treatment against human
helicobateriosis, the closeness of pets towards their owners and bad habits
regarding them, make it posible that dogs could have some responsability in the

epidemiologic chain of human helicobateriosis.

To this end, 30 biopsies of gastric tissue were taken from dogs attending to
spaying and neutering surgeries in zones 12, 14 and 7 in the capital city.
Afterwards, histophatologic and microbiologic tests were made, consistig en H&E
and Giemsa stains, to identify the presence of the agent and species in

asymptomatic dogs.

The microbiologic results showed no insolation of Helicobacter spp. wich is
the bacteria that effects humans and dogs. The histopatologic tests with the H&E
and Giemsa stains showed the presence of Helicobacter heilmannii in 19 of 30
biOpsiesl. The species Helicobacter pilori and Helicobacter felis could not be
isolated because it was impossible to identify their presence. The insolation of
Helicobacter heilmanniii could lead to further studies that could identify as a

posible causal agent of this anthropozoonosis.
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