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DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE HELICOBACTER SPP. EN
PERROS DE LA CD. DE MEXICO, ESTUDIO HISTOPATOLOGICO E
INMUNOHISTOQUIMICO.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalenica, densidad de colonizacion,
distribucion y hallazgos histologicos de Helicobacter spp. en perros. Helicobacter
pylori es causa de gastritis y ulceracion; ademds de favorecer el desarrollo de
neoplasias géstricas en humanos. Aunque H. pylori solo se ha encontrado en gatos,
y se ha reproducido la infeccion experimental en Beagles. Se piensa que el riesgo
zoonotico es minimo; sin embargo, son muy pocos los estudios que demuestran
esto, desconociendo la prevalencia en diferentes paises, el modo de transmision y la
patogenia de las especies de Helicobacter presentes en los animales. La hipdtesis
fue que en la mucosa gastrica de perros de casa hay Helicobacter spp. y su presencia
se ve incrementada en perros callejeros. Se realizd un estudio prospectivo,
randomizado y simple ciego sobre 46 perros de la Cd. de México, de los cuales 14
fueron perros de casa muestreados por endoscopia y 32 perros callejeros fueron
muestreados por cirugia experimental. Se tomaron 6 muestras de cada region
gastrica (antro, cuerpo y fondo) para realizar la prueba de ureasa rapida y el examen
histopatologico con la tincion de H/E, Giemsa, Warthin-Starry, y después la
inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal de conejo. Los resultados para la
prueba de la ureasa fue positiva en el 35.7% de los casos de perros de casa y 84.4%
positivos en perro de calle. En el 84.78% (n=39) de las muestras se encontro
Helicobacter por medio de histopatologia, 7 perros de casa y 32 perros de calle. La
inflamacion de crénica fue en su mayoria leve (41 perros), mientras que el grado de
actividad (infiltracién neutrofilica) se presentd solamente en 13 perros de calle. Se
observo atrofia en 86.95% de los 46 perros, predominando atrofia leve en el 50% de
los casos. La inmunohistoquimica fue positiva en el 82.60%. Se concluye que en
Meéxico existe un alta prevalencia de Helicobacter spp. en perros, sobre todo en
perro de la calle donde las condiciones de agua y alimento estdn contamidas con esta
bacteria.

Palabras clave: Helicobacter spp., prevalencia, perros, histopatologia,

inmunohistoquimica, Ciudad de México.
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DETERMINATION OF THE PREVALENCE OF HELICOBACTER SPP IN
DOGS OF MEXICO CITY, HISTOPATHOLOGIC AND
INMUNOHISTOCHEMESTRY STUDIES.

ABSTRACT.

The aim of this study was to evaluate Helicobacter spp. the prevalence, density and
histologic findings in dogs of Mexico City. H. pylori can cause of acute and chronic
gastritis, gastric ulceration and contribute to development of gastric neoplasias in
humans. H. pylori has been found in cats, and it has been reported in Beagles under
experimental conditions. The zoonotic risk is lower, nevertheless there are a few
studies that show this, is not to know the prevalence in different countries, the
transmission route, the pathology of the Helicobacter species in animals, and these
are finding in humans, domestic and wild animals. Our hypothesize that
Helicobacter spp. is present in the gastric mucosa of domesticated dogs are and it’s
increase in feral dogs. Is this blinded, randomized, prospective study, gastric sample
with 46 dogs of Mexico city were obtained, 16 dogs samples site was by endoscopy
and 30 was by experimental surgery. From each dog, six samples were taken from
each auntrum, courpus and fundus. Samples were analyzed with urease testing and
histological examination included staining with haematoxylin and eosin (H/E),
Giemsa and Warthin-Starry, and the immunohistochemestry with anti-H.pylori
antibody polyclonal rabbit. The immunohistochemical analysis was done with
polyclonal rabbit anti-H.pylori antibody. Urease test was positive in 35.7% of
domesticated dogs and 84.4% of feral dogs. Helicobacter spp. was found in 84.78%
of all samples and in 7 domesticated and 32 feral dogs. The severity of chronic was
light (42 dogs), meanwhile the activity degree only find in 14 street dogs. Atrophy
degree was in 86.95% of 46 dogs, predominate light atrophy in 50% of samples. The
immunohistochemestry was positive in 82.60% in all samples. In conclusions, there
is a high prevalence of Helicobacter spp. in dogs of Mexico City, in particular high
among in feral dogs, that water and food of which are particulary contaminated with
this bacteria.

Keywords: Helicobacter spp., prevalence, dogs, histopathologic,

inmunohistochemestry, Mexico City.
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INTRODUCCION

La presencia de una bacteria en el estobmago con forma de espiral fue descrita
originalmente por Rappini en 1881. Desde entonces estos microorganismos
(inicialmente llamados espirales o espiroquetas, luego organismos tipo Campylobacter 'y
ahora organismos tipo Helicobacter) han estado relacionados con examenes gastricos
juntos con lesiones histol(')gicas.1

Los organismos tipo Helicobacter es un grupo Gram negativo, en forma de espiral,
equipados con flagelos y que se subdividen en especies gastricas y no gaistricas.2
Helicobacter spp. gastrico son ureasa positivo y se han descrito en varias especies
incluyendo perros y gatos en los cuales se han encontrado los serotipo de H. felis,3 H.
bizzozeroni, H. salomonis y H. heilmannii,**>® H. mustalae en hurones,” H. pullorum en
pollos,* H. equorum en caballos,” H. canadensis en aves,'” en roedores H.

murindarum,” H. heilmannii en cerdos,” H. acynomyx en guepardos12’13

14,15,16

y varias
especies de monos desde 1939 por Doenges. Helicobacter spp. no gastricas son
intestinal y hepatico, y se han descrito H. cinaedi, H. fenneliae, F. rappini en
aislamientos de heces en perros y gatos,17 H. colifelis se ha descrito en gatitos con
diarrea severa y H. canis se ha encontrado en perros con o sin diarrea, asi como en
higado de perros con hepatitis necrotizante multifocal.’”® La patogenicidad de las
especies no gastricas de Helicobacter spp. en perros y gatos al igual que las especies
gastricas no se ha esclarecido hasta el momento.'®?

En 1983, Warren y Marshall describieron H. pylori como causa de gastritis tipo B en
humanos, desde entonces se renovo el interés por estos microorganismos. H. pylori es
la especie que con mayor frecuencia se ha identificado en humanos y se ha relacionado
con ulcera gastrica, ulcera duodenal y neoplasias gastricas, principalmente
adenocarcinoma.?% 2’

Otra de las especies que también se han detectado en humanos es H. heilmannii antes
conocida como Gastrospirillum hominis, el cual ha sido fuertemente asociado a linfoma
MALT (tejido linfoide asociado a mucosa maligna). Desde el primer informe en 1987,
mas de 500 casos de infecciones gastricas en humanos con H. heilmannii han aparecido

en la literatura. La prevalencia de esta infeccion es baja -0.5% en paises en desarrollo y

de 1.2 a 6.2% en el este de Europa y paises asiaticos.



El cultivo de H. heilmannii no puede llevar a un diagnostico definitivo, el cual
generalmente se hace con base en morfologia distinta del espiral comparada con H.
pylori por medio de una seccion de tejido tefiida con una tincidn de plata, pero el largo
de la espiral es muy variable en comparacién con otros organismos de espiral gastrica
como H. felis, H. salomonis y H. bizzozeroni siendo indistinguible de H. heilmannii con
microscopia de rutina.?*?® Ademas H. pylori crece como espiral larga en caldo de
cultivo y agar sangre adoptando una morfologia idéntica a H. heilmannii.** El uso de

— i 25,26,27
técnicas genéticas como PCR, 526,

secuencia del analisis de clones y productos no
clonados por PCR, hibridacion de fluorescencia in situ (FISH),?® son pruebas
especificas que se requieren para una identificacion definitiva.

Estos hallazgos han causado que se retome el interés del estudio de Helicobacter spp.
€n perros y gatos.29 Sin embargo la presencia de organismos tipo Helicobacter en el
estomago de los perros ha sido conocida desde 1893 por Bizzozero, pero existe muy
poca informacién en la relacion a la infeccion con Helicobacter spp. gastrica en perros,
en contraste con humanos donde H. pylori predomina; mientras que en el estobmago de
los perros se han descrito multiples especies de Helicobacter.®

H. pylori se ha aislado en gatos, pero no en perros.‘?’1 La prevalencia que se ha
informado para la deteccion de Helicobacter spp. gastrica va de 61 a 100% en
estomago de perros saludables asi como con signos de enfermedad gastrointestinal, la
actual prevalencia de Helicobacter spp. géstrica en perros de compaiiia es desconocida,
ya que la mayor parte de los estudios se ha realizado con animales de laboratorio y

. . L . 3233
existen muy pocas investigaciones con perros de compaiia.”™

Factores que puedan
afectar la evaluacion histologica, los especimenes gastricos y la deteccion de
Helicobacter, como el uso de antimicrobianos, drogas antiinflamatorias, no han sido
considerados de forma temprana por algunos investigadores. Cambios histoldgicos,
como inflamacion de los foliculos linfoides y cambios degenerativos de las células
parietales se han asumido como indicador de patogenicidad de Helicobacter spp.
Ademas la clasificacion de gastritis ha sido muy variada entre estudios, haciendo muy
dificil la comparacion de resultados."* A la fecha se ha puesto poca atencion al término
de patogenicidad de otras especies que no sean H. pylori y la consecuencia de infeccion
por Helicobacter en animales sanos y enfermos esta lejos de ser clara. Existe el peligro
de que la informacion generada en humanos infectados con H. pylori pueda ser

directamente aplicada a pacientes veterinarios sin considerar las diferencias de

Helicobacter spp. y la respuesta de huésped no humano.”



REVISION DE LITERATURA

Microbiologia y taxonomia de Helicobacter pylori

Los médicos australianos Barry J. Marshall y J. Rodin Warren han sido galardonados
con el premio Nobel de Medicina y Fisiologia 2005 por descubrir la bacteria
Helicobacter pylori y el papel que desempenia dicha bacteria en el desarrollo de la
inflamacion del estdbmago y de la tilcera péptica.

Estos estudios se remontan al afio 1982, cuando se realiza el cultivo con éxito a partir de
tejido obtenido en pacientes con gastritis. Estos autores observaron que unas bacterias
helicoidales colonizaban la parte inferior del estobmago (el antro pilorico) en el 50% de
los pacientes y que la inflamacion estaba siempre asociada a la presencia de
Helicobacter pylori. Con base en este resultado, propusieron que H. pylori estaba
implicada en la patogenia de esta enfermedad.”’

Esto ha revolucionado rapidamente la gastroenterologia en medicina humana, hoy H.
pylori es la mayor infeccion diseminada en humanos, tiene una distribucion mundial y
se estima que aproximadamente la mitad de la poblacién humana esta infectada con este
patégen0.34
H. pylori es conocida como el agente causal mas importante de gastritis, ulcera géstrica
y duodenal, y recientemente se ha clasificado como primer clase de carcindgenos en

humanos por IARC (Internacional Agency for Research on Cancer).

Historia de Helicobacter spp. gastrico

Antes del aislamiento de H. pylori de la mucosa gastrica, hombres y animales habian
sido reservorio gastrico de “Spirilum” 6 “organismos tipo espiroqueta”. La primera
observacion fue en 1881 en perros por Rappini en 1881. Se continuaron més estudios de
organismos gastricos espirales de gatos y perros alrededor de 1900. Estos estudios
morfologicos son todavia asombrosos y sofisticados tomando en cuanta las limitaciones
de la tecnologia. Fueron observadas tres bacterias de morfologia distinta en la mucosa
gastrica de los perros: organismos espirales fueron morfologicamente diferentes en
gatos y perros de unos a otros. La motilidad de la bacteria fue atribuida al flagelo visto.
Se aplicaron la técnicas de tincion disponibles, estos organismos fueron definidos como
Gram-negativos, estos fueron encontrados exclusivamente en el estbmago, con una
mayor afinidad de colonizacion en el fondo. Estos hallazgos fueron muy comunes en

perros adultos y gatos, pero ausentes en cachorros y gatitos.'**?



La nomenclatura de esta bacteria estuvo inconcisa. Estos organismos primero se
llamaron Spirillum rappini, en honor al primer cientifico que los describe. Nombres
como Spirillum stomachi, Spirochaete regaudi, Spirella canis, Spirella regaudi fueron
utilizadas para representar las espirales gastricas caninas y felinas. De manera notable,
la primera infeccidon descrita en humanos con espirales gastricas grandes ocurrié en
1939, este estudio no fue una gran noticia por muchos afios.® Después del desarrollo de
técnicas de microscopia electronica, tres grupos de bacterias diferentes fueron descritos
a detalle dentro de la mucosa gastrica canina.'®'™ Los organismos que se encontraron
en los felinos eran mas pequefios y curveados que los organismos caninos.'**!7#174>

El interés por estos microorganismos asociado con la mucosa géstrica de animales se
increment6 después del descubrimiento de H. pylori en humanos, hay una carencia de
modelos animales para H. pylori y el posible potencial zoonoético no se ha

89,6

demostrado.””” Desde que tres tipos de bacterias morfoldgicamente distintas fueron

detectadas in vivo dentro de la mucosa gastrica canina, hubo intentos de cultivar esta
bacteria in vivo.>*

Su clasificacion permanecié oscura, en 1987 estos organismos se sugirié que podian ser
tipo espiral, mostrando hallazgos de Spirillum y Sprirochetas. El primer aislamiento
exitoso de bacteria helicoidal microaerofilico grande con fibrillas alrededor del cuerpo
celular descrito de perros y gatos fue en Australia en 1988.3%13930 Egtas variedades
ultraestructuralmente se parecen a las que llamamos ‘’organismos tipo 2°’, y el éxito de
este cultivo facilito mas estudios taxonomicos detallados. Estos aislamientos fueron
posteriormente resueltos como miembros del género Helicobacter y designados H.
felis.”® Los esfuerzos para hacer un segundo aislamiento de un organismo
morfologicamente similar con escasas fibrillas periplasmaticas de superficie no tuvo
éxito.’

Estos numerosos organismos fueron comparados con bacterias parecidas a H. felis en
perros y gatos. Finalmente una tercera bacteria altamente distinta entre el complejo
fusiforme del cuerpo celular fue detectado morfologicamente como tipo 1.° Organismos

con esta morfologia fueron aislados originalmente de abortos de ovinos en 1985%7 y mas

recientemente fueron cultivados in vitro de la mucosa géstrica de caninos.'

Taxonomia del género Helicobacter spp.
La taxonomia del género Helicobacter ha evolucionado rapidamente desde que se han

descritos nuevos Helicobacter spp. desde 1989. H. pylori (antes Campylobacter



pyloridis, después corregido a C. pylori), de tipo especie de género, y H. mustelae (antes
C. pylori subesp. mustelae, después elevada al estado de especie como C. mustelae.
Estas fueron las primeras dos taxa asignadas para Helicobacter. 3 Desde 1991 al menos
una especie ha sido descrita cada afio y hasta hoy se han descrito 18 especies validadas
asignadas a este género.

Un phylum diferente entre la clase Proteobacteria de eubacteria fue propuesto por

Vandamme y col®

: ARNr superfamilia VI. Esta superfamilia integra al género
Campylobacter, Helicobacter, Aerobacter y Woinella, y Helicobacter y Woinella
forman el grupo III ARNr dentro de la superfamilia VI. Bacterias citadas antes como
“Flexispira” se ha encontrado que tienen una relacion muy cercana con el género
Helicobacter. Hecho silimar con dos antiguas especies entéricas de Campylobacter (C.
fennelliae y C. cinaedi) las cuales fueron reclasificadas como H. hennelliae y H. cinaedi
y fue revisado la descripcion del género asignado.

Una caracteristica tipica de todo el género Helicobacter son los estrictos requerimientos
nutricionales de las especies individuales para garantizar habilidades de aislamiento y
cultivo de estos organismos.40 Ademas toda la superfamilia VI muestra excepcional
inercia en comun con las reacciones bioquimicas, de esta manera reduce el numero de
pruebas que pueden ser utilizadas para su clasificacion.*’*? Ademas algunas especies
descritas se han basado en un limitado nimero de pruebas por lo tanto la variacion
intraespecies no puede ser evaluada adecuadamente.*>****> Ademas, varios nombres que
comunmente se ha utilizado no han sido validados adecuadamente y esto ocasiona
confusién al estado taxonomico de la bacteria. Estos problemas se han incrementado
junto con la disponibilidad de uno o algunos aislamientos para estudio, asi como la
inhabilidad para aislar organismos. Como consecuencia hay varios problemas que no se
han resuelto en la taxonomia de Helicobacter spp.

La importancia de andlisis fenotipico no debe ser subestimado en la taxonomia
moderna. El orden para describir a las nuevas especies, un claro fenotipo diferencial
para que exista una taxa apropiada al nivel taxondémico debe ser presen‘tado.46 Ademas,
la determinaciéon de la variacion intraespecies es un importante propuestas como
diagnéstico de rutina y por lo tanto, las especies descritas deben ser llevadas mediante
un niimero representativo no relacionado con aislamiento.***!

La hibridacion ADN-ADN ha estado efectuandose para validar el distinto estado

taxonomico de Helicobacter spp., incluyendo H. cinaedi, H. fennelliae,47 H.

.43 . 48 49 . 50 . .
nemestrinae,” H. canis,”® H. pullorum™ y H. pametensis.”> Varias especies de



Helicobacter se han descrito sin algin resultado de ADN, siendo la principal
justificacion para estado-especies las cudles se han basado en la comparacion numérica
de secuencia similar de datos ADNr 16S. Esto incluye a H. felis,57 H. muridarum, 2h
acinonychis,” H. hepaticus,53 H. bilis,** H. cholecystus,” H. trogontum'' y H.
rodentium.”® Extraordinariamente en todas las especies (excepto H. felis y H.
muridarum) la similitud de analisis secuencial ADNr 16S o en algunas especies se ha
estimado un excedente del 97%. La recomendaciones que se indican para el uso de
ADNTr 16S analisis secuencial en taxonomia bacteriana,® experimentos de hibridacion
de ADN-ADN deberian estarse efectuando en todos los casos mencionados para

confirmar la posicion taxonomica.

Gastritis cronica en perros

Generalmente se considera que el signo clinico principal de la gastritis es el vomito,
aunque un gran numero de pacientes tiene anorexia. Si se presenta vomito lo primero
que hay que hacer es diferenciarlo de una regurgitacién con base en la historia y el
examen clinico. La ndusea podromica comunmente se presenta con vomito. Algunos
perros que estdn a punto de vomitar caminan, gimen o muestran algun tipo de ansiedad
o incomodidad. En regurgitacién el animal puede estar sentado y repentinamente
mostrar signos de ndusea con presencia de cierto alimento. El intento de vomito
improductivo con esfuerzo abdominal se presenta después de una nausea prodromica y
se caracteriza por fuertes contracciones abdominales. El material que arroja el animal
nos ayuda a distinguir que es lo que esta ocurriendo. El material conocido como “no
digerido” puede ser producto de vomito como de regurgitacion. El moco puede provenir
de las glandulas salivales como del estbmago y ocurre con sangre roja, mientras que la
sangre semi-digerida con aspectos de granos de café solo se ve en el vomito. Esto no
nos asegura que la hemorragia se haya originado en el estdmago. La presencia de bilis
procede del estobmago o de los intestinos y su color es verde, amarillo o marrén oscuro.
La caracteristica del material lanzado por la boca varia y lo mismo ocurre en el
momento del episodio con relacion al consumo de alimento.

La gastritis cronica es una inflamacion de larga duracion en la mucosa del estomago.
Hay muchas causa posibles, establecer la causa precisa puede llegar a ser muy dificil.
La exposicion repetitiva a agentes fisicos o quimicos puede causar una gastritis

cronica.’’



A menudo el culpable es un cuerpo extraio en el estdbmago, pero las gastritis cronicas
pueden también formar parte otros procesos patologicos en la mascota como
enfermedades renales, neoplasicas, etc.

El vomito es el signo predominante en una gastritis cronica. Otros son pérdida de peso,
poco apetito, tension abdominal y sangrado procedente de la pared gastrica.

Para diagnosticar la gastritis cronica pueden utilizarse varios procedimientos. La
evaluacion médica y el tratamiento generalmente incluyen radiografias, pruebas de
laboratorio, antibioticos y a veces cirugia con el fin de retirar el agente ofensivo, o para
obtener muestras de tejido. Ademads, una dieta apropiada es esencial en el tratamiento de
la gastritis cronica.’®

Las evaluaciones histologicas de la gastritis cronica en entidades como perros y gatos es
muy pobre, aunque es considerado una causa comun el vomito crénico en estas
especies. La prevalencia de gastritis cronica de perros y gatos y la asociacion con signos
gastrointestinales altos, es desconocida.

La clasificacion de gastritis en perros y gatos es aguda y crdnica, basado en el tipo de
células inflamatorias y de acuerdo a la distribucién de las células la podemos clasificar
en superficial y difusa. Se han utilizado varias clasificaciones de gastritis cronica,
incluyendo etiologia y clasificacion histoldgica, que han coincidido con caracteristicas
clinicopatoldgicas. La clasificacion histologica es posible si la causa primaria es
identificada, como alergia alimenticia, antinflamatorios no esteroidales (AINES) o
uremia.’’ Sin embargo, en la mayoria de los casos de gastritis cronica la causa principal
es desconocida. El hecho de que no exista un criterio histologico para biopsias gastricas
de perros y gatos causa confusion cuando los resultados de diferentes estudios son
interpretados y comparados.

En 1987, se describid una hiperplasia linforeticular y gastritis linfocitica en Beagles de
laboratorio. Se ha demostrado que la infecciéon con H. felis de manera natural causa

gastritis linfocitica.”

Factores de riesgo

La mitad de la poblacion mundial estd infectada con H. pylori. Las personas que viven
en paises en desarrollo o en condiciones de hacinamiento o insalubridad tienen la mayor
probabilidad de contraer las bacterias, que se pasan de una persona a otra.””>** La H.
pylori solo crece en los intestinos y generalmente se contrae en la infancia. Lo que es

interesante es que muchas personas tienen este organismo en su tracto gastrointestinal
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pero no desarrollan tlcera o gastritis.®”*""*’ Parece ser que para que el dafio tenga lugar,
también tiene que estar presentes otros factores. Los factores que incrementan el riesgo

de una tlcera a causa de H. pylori abarcan:

a. Herencia, a través de los genes, de ciertas cepas de bacterias que son
mas peligrosas que otras.
b. Ubicacion geografica.”
c. Respuesta inmunoldgica anormal en los intestinos.
Edad y habitos de estilo de vida, como tomar café, fumar, y estrés
. . . . . 61
continuo y dieta alimenticia.
. f 62
e. Estado socioecondomico.
Enfermedades asociadas
Ulcera péptica, linfoma gastrico y adenocarcinoma gastrico son las enfermedades a las
que se ha asociado Helicobacter como factor predisponente.

La infeccion de H. pylori se ha asociado en humanos con un gran nimero de desordenes

63,64,65 66,67 68,69

no gastrointestinales: rosacea, urticaria cronica,

70,71,72,73,74

glaucoma, cardiopatia

. ;. . . . . 75 . .76 ,
isquémica, anemia por deficiencia de hierro,”” psoriasis,”” purpura

71,78 79,80 81,82

trombocitopénica  autoinmune, dermatitis  atdpica, hipertension e

4
83,8 entre otras.

hiperamonemia,
Epidemiologia y transmision

En humanos H. pylori tiene una distribuciéon mundial y es prevalente en personas
saludables asintomaticas en un 15-70% dependiente de edad, raza y estado social.?°%
El rango de infeccidon es muy bajo en nifios y jovenes en varios paises desarrollados.
Evaluaciones epidemiologicos han demostrado una correlacion entre colonizacion y
edad, estado socioecondémico bajo y sobrepoblacidn, particularmente durante la nifiez.®’
El acontecimiento de H. heilmannii es raro, su prevalencia es <1%.8889

En un andlisis seroepidemioldgico realizado en 1997 en el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), se trabajé con un banco de sueros representativo de la poblacion
de todos los estados de la Republica Mexicana (11,605 sueros) procedentes de personas
cuya edad fluctuo entre 1 a 90 afios. Los resultados mostraron que el 20% de los nifios

de 1 afio de edad presentaban anticuerpos contra H. pylori y que la seropositividad

aument6 hasta un 50% en los nifios de 10 afios de edad, lo que indicaba que la infeccion



por el microorganismo se adquirié a edades tempranas y alcanzé un 80% en los adultos
jovenes entre los 18 y 20 afos de edad. La tasa de incremento de seropositividad fue
aproximadamente del 5% anual durante los primeros 10 afios de la vida.”

La transmision de H. pylori es probable que ocurra por multiples rutas afectada por

91,92

condiciones locales y comportamiento. En humanos, la via de persona a persona’

parece aumentar la transmision de H. pylori, que se sospecha de transmision via oral-

94.18,95.96 También se

oral 6 fecal-oral, hay aislamientos de H. pylori de saliva y de heces.
ha demostrado un alto impacto en las condiciones de higiene.”””® Los investigadores del
Centro Médico Santa Isabel de Boston en Estados Unidos de América demostraron la
participacion de la mosca doméstica como transportador de la bacteria al tomarla de
comidas contaminadas o heces. A partir de la heces de los portadores la bacteria se
puede aislar viva y con potencial de infectar, lo cual es evidencia a favor de la teoria que
considera a la via fecal-oral como la principal ruta de transmision.”® La difusién a partir
de reservorio de agua de consumo, es otra probabilidad y estd respaldada por alta
prevalencia de la infeccion en comunidades que carecen de servicio de agua potable, y
por la presencia de brotes epidémicos, atribuidos a la contaminaciéon de acueductos.
En el 2001, Mazari-Hiriat reportdé que en la ciudad de México, el agua utilizada para
consumo humano e irrigacion tiene un papel importante como vehiculo de transmision
de H. pylori y de otros patdogenos entéricos, después de haber detectado en mas del 10%

101,102

de sus muestras y en el 2005 vuelve a realizar un monitoreo y vuelve a detectar

altos niveles de Helicobacter pylori y otras bacterias patdogenas, las cuales encuentran
un medio idéneo por el bajo nivel de cloracion del agua potable de la ciudad de México,
la cual abastece a 18 millones de habitantes.'” En animales, altos rangos de prevalencia

se han detectado, se ha sospechado que vivan en colonias y que la transmision aumente

6,104,105

apoyando el rol de contacto intimo en esta transmision. Los perros generalmente

tienen contacto cercano uno con otro, como las hembras y los cachorros durante el
periodo de lactacion. Los miembros de la familia muestran subtipos idénticos del

organismo estudiado a través de métodos moleculares, sugiriendo la transmision entre

106,107

miembros de la familia. De otra manera, los aislamientos de H. pylori muestran

gran divergencia genética; al menos en todos los aislamientos representados tipos

108,109

iguales. La transmision iatrogénica via forceps de biopsia ¢ endoscopio es ademas

. . . . <y 110,111
posible cuando una adecuada limpieza y desinfeccion no se ha llevado a cabo.” ™

Aunque el agua y vegetales han estado vinculados a la transmision de H. pylori, es



necesario estudios mas detallados para evaluar la importancia de estos vehiculos como

reservorios para H. pylori.

Prevalencia en perros y gatos

La prevalencia de Helicobacter en perros y gatos es alta. Los rango de prevalencia van
de 86-100% en perros saludables, 61-82% en perros con signos gastrointestinales altos,
41-100% en gatos saludables, y 56-76 en gatos infectados, esto es lo que se ha
informado, 1046.1:112,113.33,114,115,105

La mayoria de los perros estudiados han sido adultos de varias edades, y el rango de
prevalencia asociado a edad del perro se desconoce. En gatos, Helicobacter spp. se ha

. iy 104,113
encontrado mas frecuente en adultos que en jovenes.

Potencial zoonético

El H. heilmannii se reconoce como un agente capaz de inducir gastritis cronica en
humanos ha sido relacionado con tlcera péptica y linfoma géastrico primario de bajo
grado.® Se trata de una bacteria de mayor tamafio que el H. pylori y de apariencia
helicoidal que mide de 3.5 a 7.5 um de largo y 0.9 um de didmetro (comparativamente
el H. pylori mide de 2.5 a 3.5 um de largo yde 0.5a 1 um de diametro).""”

Las prevalencias halladas en el mundo en seres humanos varian desde el 0.1 al 8% de la
poblaci(')n.118 Comparando con el H. pylori la infeccion por H. heilmannii es
encontrado tipicamente en la mucosa sobre la superficie de las células epiteliales y no
muestra una adherencia intima a menudo observada como el H. pylori.116’119 Los
organismos pueden ser encontrados profundos en el lumen de las gldndulas gastricas y
dentro de las células parietales y no muestra adherencia intima a menudo observada con

"9 La gastritis a pesar de estar presente, es mucho menos marcada en

el H. pylori.
pacientes infectados con H. heilmannii que en aquellos infectados con H. pylori.'"® Esta
respuesta inflamatoria media, también ha sido encontrada en los gatos infectados por
organismos tipo H. heilmannii.>>'%°

Solamente existe un informe de cultivo positivo de H. heilmannii en seres humanos y tal
cepa fue genéticamente similar al H. bizzozeronii aislado comunmente en perros.121 De
ahi el hecho de considerarse su potencial zoonoético e incluso algunos casos de infeccion
por H. heilmannii en humanos, han estado muy relacionados con la presencia de

mascotas.
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A pesar de que la infeccion por H. heilmannii es humanos causa sintomas
gastrointestinales y cambios gastricos patologicos, es dificil determinarlo debido a su
baja prevalencia, que ademas no ha sido determinada en México.'"

Algunos autores recomiendan prudente usar los mismos tratamientos propuestos para la
erradicacion de H. pylori en seres humanos infectados por H. heilmannii,"' "' mientras
que el tratamiento de organismos tipo H. heilmannii en perros y gatos parece ser
inefectivo en términos de que es frecuente la reaparicion de las bacterias, incluso se ha
descrito la presencia de la bacteria a los 29 dias luego de la aparente erradicacion
postratamiento, sin haberse comprobado si se debe a reinfeccion o recrudescencia en
caso de que los antibidticos solo provocaran supresion parcial de la bacteria.'® Sin
embargo, otros estudios han demostrado mejorias en animales que sufrian signologia
clinica relacionada con gastritis y que fueron tratados contra el Helicobacter. 123

La frecuencia aparentemente alta de helicobacterias en perros y gatos, y particularmente
el aislamiento de H. pylori en un grupo de gatos de laboratorio, plantea la posibilidad de
que los animales de compafiia puedan servir como reservorio para la transmisién de
helicobacterias a los humanos. Informes sobre casos recientes, han sugerido que existe
la transmision de otras especies de Helicobacter, como la especie Gastrospirillium y el
H. felis de animales al hombre. Aunque no se ha demostrado la transmision directa de
perros y gatos a humanos, el aislamiento de H. pylori de las heces, saliva y jugo gastrico
de los gatos, sugiere que se deben tomar precauciones higiénicas para minimizar una
posible infeccion.”®* No se pueden hacer declaraciones precisas sobre el potencial
zoondtico de los gatos y perros a sus duefios hasta que se determine la prevalencia de la
infeccion con miembros y cepas especificos de helicobacterias en la poblacion de
animales de compaiiia y hasta que se conozca mas sobre el modo de infeccion de las

helicobacterias.”>?°

Patogenicidad

Hasta hoy, hay muy poca informacion acerca de las propiedades patogenas de
Helicobacter spp. en caninos y felinos.”

La mucosa gastrica estd muy bien protegida contra infecciones bacterianas. H. pylori
tiene una alta adaptacion a este nicho ecoldgico. Con un mecanismo de caracteristicas
unicas que permiten entran a la mucosa, desplazarse orientandose hacia la mucosa,
atacando a las células epiteliales, evadiendo a la respuesta inmune y como resultado,

. Y iz 12
una persistente colonizacion y transmision. 6
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El genoma de H. pylori en 1997 (1.65 millones pb) codificaba alrededor de 1500
proteinas.127 Hoy se conocen varias cepas de Helicobacter y el genoma de dos de ellas
ha sido completamente secuenciado. El genoma de la cepa "26695" consta de 1,7
millones de pares de bases, con un total de aproximadamente 1.550 genes. Las dos
cepas secuenciadas muestran muchas diferencias genéticas, con mas de un 6% de
nucleotidos diferentes. El estudio del genoma de H. pylori se centra en aspectos
relacionados con la patogenicidad, es decir, la habilidad de éste organismo en causar
enfermedades. En la base de datos del genoma de H. pylori existen unos 62 genes en la
categoria de patogénesis.'**

Entre los hallazgos mas destacables son dos secuencias gendmicas de H. pylori donde se
descubri6 una familia grande de 32 proteinas de membrana externa (proteinas Hop) que
incluyen a las adhesinas de H. pylori y el descubrimiento de muchos genes que pueden
activarse o desactivarse por pérdidas de pares mediante adhesion a la mucosa géstrica,
la cual se inicia a través de varias adhesinas. Las adhesinas son proteinas
glicoconjugadas o lipidos bacterianos involucrados en el inicio de la colonizacion.'”
Los coédigos de las proteinas son pares de genes muy variables que incluyen enzimas
que modifican la estructura antigénica de la superficie molecular, controlan la entrada
ADN desconocidos dentro de la bacteria y la influencia de la motilidad bacteriana. El
genoma de H. pylori cambia continuamente durante la colonizacidon del huésped por la
importacion de pequefios pedazos de material de ADN extrafios de otra H. pylori
extraida durante la persistencia o infecciones transitorias mezcladas.

Después de ser ingerido, la bacteria tiene que evadir la actividad bactericida del
contenido gastrico y entrar a las paredes de la mucosa.

La produccion de ureasa y la motilidad son esenciales para el primer paso de la
infeccion. Se han propuesto varios mecanismos de virulencia para H. pylori, la enzima
llamada ureasa tiene un peso molecular de 550 kDa, esta formada por dos subunidades
denominadas como UreA y UreB y es unas de las proteinas méas abundantes secretadas
por el mismo microorganismo. La ureasa necesita como cofactor al niquel. Juntos
hidrolizan la urea produciendo amonio y diéxido de carbono, lo que permite a la
bacteria rodearse de un medio alcalino protegiéndose de la secrecion acida gastrica.

La actividad enzimatica esta regulada por un gradiente de pH-entrada al canal de urea,
Urel, que se abre con un pH bajo y cierra el influjo de urea debajo de condiciones

neutrales.
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La motilidad es esencial para la colonizacion, los flagelos de H. pylori se han adaptado
al nicho gastrico. H. pylori posee varios flagelos que le dan gran movilidad. Estos estan
compuestos por proteinas llamadas flagelinas, cuyo peso molecular es aproximadamente
50,000 a 60,000 kDa. Las flagelinas estan codificadas por los genes FlaA y FlaB."*""!*?
H. pylori se puede adherir a las células epiteliales por multiples componentes de
superficie bacteriana. Una vez que H.pylori alcanza la capa epitelial, la bacteria se
adhiere a través de varias adhesinas com BabA, SabA, AlpA, AlpB y HopZ. La
adherencia de la bacteria a los receptores de las células del huésped induce cambios
celulares, los cudles incluyen una sefial de transduccion, permitiendo la infiltracion de
las células inflamatorias como los neutréfilos y los monocitos. BabA, es la adhesina que
mas se ha estudiado, utilizando para su caracterizacion la cepa H.pylori CCUG17875.
Esta adhesina facilita la union del microorganismo a los antigenos Lewis b. La adhesina
BabA contiene dos copias del gen babA denominadas como babAl y babA2. La cepa
que contiene el gen babA2 codifica para una proteina funcional de la membrana externa,
la cual se une al antigeno Lewis b; la babAl tiene una pérdida de un segmento de 10
nucléotidos que contiene el codon de inicio para la traslacion, lo cual induce una
delacion.'”

Algunas otras membranas de la familia de proteinas Hop, (HopZ, HopQ —HopQ1 y
HopQ2-) también son mediadores de adhesion para células epiteliales.'** Evidencia
acumulada en modelos animales sugieren que la adhesina, particularmente por la BabA,
es relevante en H. pylori asociada a enfermedades y puede influir en la severidad de la
enfermedad, aunque los resultados de varios estudios son contradictorios.'*>!*

La mayoria de la extraccion de H. pylori expresa 95-kD citotoxina vacuolizante VacA,
es una exotoxina secretada. La toxina se inserta dentro de la membrana del epitelio
celular y forma hexdmeros selectivos de aniones, voltaje depende del canal mediante el
cual el bicarbonato y lo aniones organicos pueden liberarse, previendo posiblemente a la
bacteria de nutrientes. La meta de la VacA es la membrana de la mitocondria, donde
causa una liberacion del citocromo ¢ e induce apoptosis. El rol patogénico de la toxina

, . 1 137,138
aun esta debatido.””"”

Las mutaciones negativas de VacA, pueden colonizar en
modelos animales y extracciones con genes inactivos de VacA se han aislado de
pacientes, indicando que la VacA no es esencial para la colonizacion. Sin embargo, la
mutacion negativa de VacA estuvo fuera de la competencia por un tipo de bacteria
silvestre en un modelo de ratén, indicando que la VacA incrementa el comportamiento

bactericida en este modelo.”® El analisis del rol de enfermedad de la VacA es
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complicado por la extensa variabilidad en la VacA. En paises del oeste, la variacion
genética de la VacA estd asociada a un mayor numero de enfermedades.’*® Sin
embargo, asociacion similar no se ha encontrado en Asia y la funcion de la asociacion
es desconocida.

Ambas cepas secuenciadas tienen una isla de patogenicidad (una secuencia de genes que
se cree que participa en la capacidad infecciosa de la bacteria) llamada Cag: Mide 40
kilobases de tamafio y contiene unos 40 genes, pero puede estar organizada de manera
diferente, dependiendo de la cepa que se estudia, esta isla puede estar en una misma
region contiua o estar dividida en dos regions cag I y cag II por secuencias del
cromosoma bacteriano. Esta isla de patogenicidad esta generalmente ausente en cepas
de H. pylori aisladas de humanos con infecciones asintomaticas.

El gen cagA codifica una de las proteinas de virulencia mayoritarias en H. pylori. Las
cepas bacterianas que tienen el gen cagAd, estan asociadas con la habilidad de causar
ulceras severas. Este gen codifica la sintesis de una proteina relativamente larga (1.186
aminoacidos). La proteina CagA ingresa al interior de las células humanas donde
interrumpe el normal funcionamiento del citoesqueleto. La isla de patogenicidad Cag,
tiene unos 30 genes que codifican un complejo de transporte (sistema de secrecion tipo
IV). Después de fijarse a las células epiteliales del estdomago, la proteina CagA es
inyectada dentro de la célula por este sistema de secrecion. La proteina CagA es
fosforilada en un residuo especifico de tirosina por proteinas de membrana de la célula
huésped. Se ha visto que cepas patogénicas de H. pylori activan el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR en inglés), una proteina de membrana con tirosina
quinasa. La activacion del EGFR por H. pylori estd asociado con alteraciones en las
senales de transduccion y de expresion génica en las células huéspedes y éste hecho
puede contribuir a su patogenicidad. También se ha sugerido que la region C-terminal
de la proteina CagA (aminoacidos 873-1002) podria regular la transcripcion genética de
la célula huésped, independientemente de la fosforilacion. Se piensa, debido al bajo

contenido GC del gen cagA en comparacion con el resto del genoma, que este gen fue
+ 141

adquirido por transferencia horizontal desde otra bacteria cagA
La mayoria de las extracciones de H. pylori poseen la patogenicidad de cag (cag-PAl),
en el fragmento gendmico 37 kb conteniendo 29 genes. Algunos de estos fragmentos
encodificados son predictivos del sistema de secrecion tipo IV (SST4) que transloca a la
proteina CagA 120 kD dentro de la célula hospedera. Después de entrar al epitelio

celular, la CagA es fosforalizada y una parte para SHP tirosina fosfatasa, dejando al
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factor de crecimiento como respuesta celular y la produccién de citocinas por la célula
hospedadora'**. Recientes investigaciones estan demostrando el papel de Cag mutantes,
como CagN del gen HP0538, el cual lo han descrito como intermediario y liberador
variable de CagA e inductor de IL-8, mientras otros han encontrado que CagN esta
localizado en la membrana bacteriana y no es sustrato para el SST4, que esta ligada al
termino C y q solo bloquea parcialmente el sitio de anclaje.'*"'**

Existen otras enzimas como las fosfolipasas A2 y C, que tienen un papel importante
dentro de la patogenia de H. pylori, al degradar los componentes lipidicos de la mucosa
que le proporciona in‘[egridad.145 Igualmente existen otras enzimas relacionas con la
actividad proteolitica como la catalasa y superoxidasa dismutasa que protegen a la
bacteria de los metabolitos toxicos, productos de procesos oxidativos de defensa de los
macrofagos y neutréfilos.'*¢47

Otro factor de virulencia es el lipopolisacarido (LPS) que posee en su antigeno "O" los
carbohidratos de Lewis "X" 6 Lewis "Y" 6 ambos. Los antigenos de Lewis son
glicoconjugados con diferente nimero de residuos de fucosa, los cuales pueden ser de 4
tipos: Le", Le®,Le* y Le¥*% "8 Los antigenos de Lewis participan en la patogénesis
ayudando al microorganismo a evadir la respuesta inmune durante la colonizacion en el
estomago, favoreciendo a la bacteria su permanencia en el nicho géstrico, y por lo tanto
induce una respuesta autoinmune contra los antigenos de Lewis que expresa H. pylori y
que son compartidos por las células eucariotas contribuyendo a un dafio directo o

.. 149
indirecto.

Se ha asociado a la infeccion de H. pylori con la producciéon de citocinas

proinflamatorias interleucinas (IL)-1fB,IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral-alpha

(TNF-a)."*® Cuando H. pylori coloniza las células del epitelio gastrico, se ha asociado
que IL-17 induce la sintesis de IL-8 y que depende menos de la activacion ERK 2 MAP
cinasa.””! Se ha estudiado la combinacién de diferentes vias de sefializacion
transduccional por Cag PAI y OipA, las cuales conducen a una maxima induccién de
IL-6."%'** Investigaciones recientes han demostrado que la IL-8 induce el factor nuclear

154,155

kappaB. La produccion de estas citocinas proinflamatorias se ha vinculado con

lateraciones en gastrina, somatostatina y secrecion acida, en el génesis de la gastritis y

.y ]
ulceracion. >
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Histopatologia gastrica

Helicobacter géstrico en caninos y felinos han sido sospecha de induccion de gastritis a
partir de hallazgos histologicos. Los cambios histologicos como inflamacion, foliculos
linfoides y degeneracion de las glandulas géstrica y células parietales en presencia de
helicobacter gastrico, se han asumido como indicardores de patogenicidad de estos
organismos.” '*%¢112°2 Qin embargo, como estos cambios han sido detectados no solo
en perros y gatos con padecimientos de signos gastrointestinales, sino ademds en perros
y gatos clinicamente saludables. Se ha especulado que H. felis y H. bizzozeronnii,
pueden diferir en su patogenicidad, H. felis es mas patogena que H. bizzozeronnii, esto
es basado en efectos citopatogenéticos.157’158 En modelos experimentales de animales,

: . . 159,160,161
H. felis ha demostrado que induce gastritis en ratas =

y similarmente H. pylori
induce gastritis atrofica en un largo término en ratones. Sin embargo, la evidencia fuerte
de la patogenicidad de Helicobacter géstrica en caninos y felinos es escasa, algunas
caracteristicas de H. pylori en humanos quizd puedan aplicarse para Helicobacter

presentes en animales.

Métodos de diagnostico

El diagnoéstico de gastritis asociada a Helicobacter spp. se basa en diferentes técnicas
que pueden agruparse en dos grandes categorias: técnicas invasivas, que requieren la
obtencién de muestras de mucosa gastrica tomadas por endoscopia digestiva alta y
técnicas no invasivas, que permiten el diagndstico de la infeccion sin someter al
paciente al procedimiento por endoscopia. La eleccion de las pruebas puede estar
relacionadas con las circunstancias clinicas, rango de probabilidad de la prueba de
positivo o negativo, costo-beneficio de la prueba estratégica y disponibilidad de Ila

prueba en el pais.'**!"’

Pruebas invasivas

Los métodos invasivos incluyen la toma de biopsias por endoscopia, el examen
histologico de muestras de mucosa gastrica, que permite ademas de la deteccion de la
bacteria, la identificacion de las lesiones histologicas asociadas a los microorganismos y
el cultivo microbioldgico a partir de este mismo tipo de muestras, necesario para
clasificacion y la determinacion del nivel de sensibilidad antibidtica de las cepas
aisladas. Ademas que requieren un manejo de transporte dptimo para el procesamiento

163,164
de las pruebas. ™
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Prueba de ureasa rapida

Es una prueba de bajo costo y permite en un lapso de tiempo (hasta una hora) obtener
un diagnostico. Al producir ureasa el Helicobacter hidroliza urea, se forman iones de
amonio, aumenta el pH de la solucion y se produce un viraje del color del indicador. Se
dispone de varias pruebas basadas en la ureasa CLO-test, el caldo de urea de
Chirstensen y soluciones de urea a concentraciones variables, todas ellas con
sensibilidad y especificidad elevada. La concordancia y el valor predictivo positivo
ronda al 100% cuando se comparan los resultados de la prueba de ureasa con los
métodos histologicos.

Este procedimiento consiste en introducir una porcion de biopsia géstrica en una
solucion de urea a la que se le incorpora un indicador de pH como rojo fenol. El
microorganismo presente en la muestras cataliza la degradaciéon de urea generando
amonio y bicarbonato. Esta reacciéon un aumento de pH y da lugar a un viraje de
amarillo a rojo o rosa.”"'**!'*'"7 Entre sus desventajas cabe sefialar la posibilidad de
aparicion tanto de resultados falsos positivos, debido a la existencia de microorganismos
contaminantes capaces de metabolizar la urea, como de resultados falsos negativos, en
el caso de la presencia de cepas de Helicobacter metabolicamente inactivas.*

Esta prueba ha sido muy empleada en las investigaciones y practica de Medicina

. . . . o] 1
Veterinaria, debido a su bajo costo y facil acceso.'”’

Citologia
La técnica de citologia géstrica por cepillado se ha descrito como de mayor sensibilidad

177

y especificidad en animales '~ y en humanos se ha demostrado resultados similares y

superiores con la histopatologia, con la diferencia de un costo muy reducido.'®*'%’
Ademas es una posibilidad para agilizar la deteccion de esta bacteria, la técnica consiste
en el examen microscopico sobre improntas realizadas a partir de las muestras géstricas

tenidas mediante la tincion de Gram, naranja de acridina o bromuro de etidio.

Histologia

Permite la observacion del microorganismo espiral y el andlisis anatomopatologico de la
muestra gastrica y los posibles cambios originados (gastritis cronica con nodulos
linfoides). Existen diferentes tipos de tinciones que, sin ser especificas para

. : .. 1,3,177,168,169
Helicobacter spp., permiten su deteccion. ™ ">
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Las tinciones utilizadas para la deteccion histologica de Helicobacter spp. destacan la
de Warthin-Starry y hematoxilina-eosina. Sin embargo, debido a su sencillez y bajo
costo, la tincion de Giemsa puede considerarse de eleccion para el diagnostico
histologico en muestras gastricas. La tincion modificada de Steiner aporta una
visualizacién contrastada de facil interpretacion. Los procedimientos histologicos

. ;e ’ . s 1,32
requieren un minimo de dos dias para su realizacion.'”>"

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) se basa en la utilizaciéon de un anticuerpo especifico,
previamente marcado mediante un enlace quimico con una enzima que puede
transformar un sustrato en visible, sin afectar la capacidad del anticuerpo para formar un
complejo con el antigeno. El complejo antigeno anticuerpo, mediante la utilizacion de
alguna de las técnicas especificas (peroxidasa antiperoxidas, fluoresceina, avidina
biotina peroxidasa, etc.) permite ser localizado e identificado dentro de la muestra.

En las técnicas de inmunofluorescencia se utilizan marcadores compuestos de
fluoresceina que bajo la luz ultravioleta emiten luz de longuitud de onda visible, que
depende de la naturaleza del compuesto. El isotiocinato de fluoresceina emite luz verde
amarilla intensa. Estas técnicas necesitan muestras en fresco y congeladas, sin fijacion
convencional, porque los antigenos estan presentes en superficies celulares o son muy
labiles a la fijacion en formalina. La inmunofluorescencia directa, es decir con
anticuerpos conjugados con fluoresceina, se aplica corrientemente en el diagnostico de
las enfermedades cutdneas en donde tiene indicacion y utilidad muy precisas como en
enfermedades ampollares, vasculitis y mesenquimatosas. Esta técnica a pesar de ser
muy sensible, presenta inconvenientes como la falta de permanencia de la fluorescencia,
requiere de microscopia especializada y el detalle morfolégico es pobre. Es necesario
fotografiar la reaccion, para documentar el caso.

En la técnica de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas capaces de
hacer cambiar de color un sustrato incoloro. Las enzimas mas frecuentemente utilizadas
son peroxidasa, fosfatasa alcalina, sustratos diaminobenzidina (color pardo),
aminoetilcarbazol (color rojo) y nitroazul de tetrazolio (color azul). Estos marcadores
pueden unirse (conjugarse) directamente al anticuerpo primario o bien indirectamente
mediante otros anticuerpos (secundarios) o sustancias como biotina o poteina A.'"

La IHQ para H. pylori es considerada como una herramienta util de diagndstico; esta es

altamente especifica y tiene una alta sensibilidad que el cultivo bacteriologico y otros
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métodos de tincion histologica cldsica. Esta técnica es suficientemente sensible para
identificar un bajo nimero o incluso un solo organismo y mas preciso que otros
métodos para identificar H. pylori después de la antibioterapia especifica. La IHQ ha
sido poco empleada en estudios de diagnostico y como objetivo de estudio de
patogénesis de la infeccion de Helicobacter spp. gastrico en medicina veterinaria.'”"'"

Se realizé un estudio en Tailandia a partir de 75 biopsias gastricas de caninos con el

anticuerpo anti-H. pylori policlonal de conejo encontandose positivos 30.7% (23/75).""

Microscopia electronica
Tres diferentes tipos morfoldgicos de gastroespirales se observaron en 1950’s y 1970’s
a partir de muestras de tejido de la mucosa gastrica de caninos y felinos las cuales

104,174,5

fueron examinadas por microscopia electronica. Esto ha permanecido como el

estudio mas detallado que se ha realizado hasta la fecha sobre la morfologia de esta

bacteria.''?

Estudios recientes han notificado que la bacteria espiral sin fibrillas
periplasmaticas es la que se ha encontrado cominmente en la mucosa gastrica de perros
y gatos. Basados en el tamafio y didmetro del organismo, numero de espirales, nimero

175

de flagelos. ™ Aunque las células se parecen a H. felis parecen ser comparativamente

infrecuentes, 1 76:113.105.177.178
La sensibilidad de la técnica de la microscopia electronica para detectar gastroespirales
es mas baja que las pruebas de la ureasa e histologia.'”” Esto puede suceder debido a la
pequenia area de superficie que se esta investigando por el microscopio electronico

(figura 1).8177

Cultivo

El cultivo permite detallar la caracterizacién de los aislamientos y la susceptibilidad
antimicrobiana. Se han publicado varios informes de técnicas de cultivo y medio de
crecimiento para H. pylori.'”'™®

Cultivar Helicobacters gastrica de perros y gatos es muy dificil y laborioso. Se debe
utilizar un adecuado medio de transporte. Este es un método diagnodstico con alta
sensibilidad y especificidad (del 100%), imprescindible para la investigacion y el
estudio de sensibilidad a los antimicrobianos de las distintas cepas y el fracaso del
tratamiento erradicador. El aislamiento de Helicobacter es un medio de cultivo se situa

como el patron de referencia en el diagndstico. La muestra debe transportarse en medio

adecuado y de menor tiempo posible, dado a la sensibilidad del Helicobacter a la
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desecacion y las condiciones ambientales. Por otro lado es una técnica no rutinaria,
indicada para el uso de fracasos terapéuticos y que requiere cierto tiempo hasta obtener
el resultado diagnoéstico. El cultivo de Helicobacter puede realizarse en medios no
selectivos enriquecidos con agar nutriente (sangre y otros elementos, y medios
selectivos como 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y suplementos antibidticos) el medio de
Skirrow es el mas utilizado.'™!

El cultivo de este microorganismo debe realizarse lo mas pronto posible tras la
obtencion de la biopsia. En caso de demora se puede mantener la muestra a 4° C en un
medio de transporte como suero salino, soluciéon de ginconsa al 20%, BHI con un 1% de
suero, sueroalbumina bovina a 0,5% suplementada con catalasa al 0,1% o medio de
Stuart. Se han descritos medios de transporte bifasicos que incorporan diversos agentes
antimicrobianos para evitar al contaminacién con otras bacterias. Las muestras de
mucosa gastrica pueden congelarse a -70° C permitiendo la recuperacion de la bacteria
después de varios meses tras su obtencion. La siembra se realiza mediante impregnacion
de la biopsia en el medio de cultivo solido, presionando con una torunda estéril o un asa
de aislamiento. Una alternativa es la homogenizacioén de la muestra previa a su siembra.
Existe una amplia gama de medios solidos de cultivo para el aislamiento de este
microorganismo. Algunos medios no selectivos de uso habitual, como agar sangre o
agar chocolate, resultan ttiles en muestras con bajo indice de contaminacion. En estos
medios las colonias de Helicobacter pylori aparecen grisaceas y aproximadamente de 1
mm de didmetro. Se puede sustituir la sangre de caballo o carnero por carbon, yema de
huevo, almidén o ciclodextrina. En ocasiones se incluye hemina, isovilatex, suero fetal
bovino, extracto de levadura o BHI como (3-10 mg/L), cef- sulodina (5mg/L) o
anfotericina (2-10 mg/L) proporciona una selectividad adecuada para el aislamiento del
microorganismo.

La tasa de crecimiento de la bacteria se puede elevar cuando se siembra mas de una
biopsia por cada paciente (antral y cuerpo) y cuando se utilizan conjuntamente varios
medios de cultivo. Se recomienda la incubacion de todos estos medios en una atmoésfera
microaerofilica con un 5-10% de CO,, 5-10% de O, y 80-90% de N, a 37°C durante ala
menos 7 dias. Un suplemento de un 5-8% de hidrégeno puede potenciar el crecimiento
del microorganismo. La incubacion de las placas en estufa de CO, (10% de CO, y
humedad relativa del 98%) permite también el crecimiento de este bacilo, aunque

parece que en estas condiciones el porcentaje de aislamiento primario puede reducirse.
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La identificacion del microorganismo es sencilla y puede obtenerse mediante reacciones
positivas para catalasa, oxidad, ureasa. La tinciéon de Gram de las colonias muestran los

tipicos bacilos curvados Gram negativos.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)

El PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) es una técnica cualitativa y es un
método poderoso para la deteccion de un bajo nimero de bacteria de material clinica y
no se requiere a la bacteria viable."**'® Si tan solo se aplica el diagnostico de H. pylori
por amplificacion directa de ADN de muestras de biopsias. La precision varia mucho
junto con inhibidores de biopsia gastrica, la eleccion de iniciadores y la reaccion PCR
hecha.'™ No obstante, un buen disefio de PCR es superior a otros métodos en términos
de sensibilidad cuando se detectan Helicobacter gastrico a partir de saliva, placa dental,
jugo gastrico o heces y son ademas pruebas no invasivas.'*>'*!*718 E] ensayo de PCR
cuantitativos tienen ademas un desarrollo estimado de la severidad de infeccién con H.
pylori 'y H. felis.""° Sin embargo, el uso de PCR basado en métodos tiene un riesgo
de resultados falsos positivos. Actualmente PCR no se utiliza de rutina para deteccion
de Helicobacter gastrica en medicina veterinaria, sin embargo en investigacion
veterinaria se ha utilizado en diferentes especies encontrandose nuevos tipos de
especies. +191-192:193.194
La técnica de hibridacion in situ se ha desarrollado exitosamente para identificar H.
pylori de fijacion-formalina, tejidos fijados en parafina. El métodos FISH, sonda de
acidos nucleicos se produce por una seleccion, clonacion y sintetizacion de la secuencia
genomica especifica para un grupo particular de agentes infecciosos, esta sonda cambia

de hibridacion con el blanco ADN o ARN del espécimen.'*>!%#

Identificacion y tipificacion molecular de aislamientos de Helicobacter

La identificacion preliminar de especies de Helicobacter estd hecha con base en
caracteristicas morfolégicas y de motilidad determinadas in vivo por microscopia
electronica y pruebas de ureasa positiva. Helicobacter son helicoidales, Gram negativos
y son organismos catalasa positivos. Una exacta identificacion de especies de
Helicobacter requiere examinacion morfoloégica por microscopia electronica,
bioquimicas, pruebas fenotipicas y de tolerancia, asi como métodos moleculares de

. . 36,1214
cultivos de Helicobacter.”” =
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Genotipificacion es una tipificacion basada en el ADN de la bacteria, se utiliza un ADN
microbial como blanco para analizar la variacion de la secuencia y sitios de restriccion
a un nivel en el genoma completo o en un loci especifico. Comparacion de genotipos
entre especies provee informacion de la relacion de las variedades. Esta informacion
puede ser utilizada para encontrar la raiz de la infeccién en epidemias o seguir la
transmision de un agente infeccioso en una poblacion de animales o humanos.'”’

Los métodos utilizados para genotipificacion incluyen ribotipificacion y electroforésis
de gel en campo pulsado. En ribotipificacion, el ADN digerido esta hibridizado con
ADNr 16S, ADNr 23S o 16S + 23S ADNr probes.'” En la electroforesis de gel de
campo pulsado, con enzimas de corte, un nimero restringido de fragmentos se producen
por la electroforesis.

Los métodos de tipificacion molecular ha sido aplicados para estudiar la diversidad de
H. pylori aislamientos de varias areas geograficas.'” Métodos similares han sido

utilizados para tipificacion de H. mustelae, H. bizzozeronii, H. salomonis 'y H. felis.

Insercion de un plasmido

La ventaja de este método es su simplicidad y bajo costo, pero un mayor nimero de
desventajas. No todas las variedades de bacterias pueden acarrear un plasmido, pueden
perder plasmidos en subcultivos y las bandas obtenidas son relativamente bajas y por lo
tanto este poder discriminatorio es bajo. Ademas, particularmente los plasmidos pueden
aparecer después del aislamiento con varias bandas como supercoloide, circular relajado
o ADN lineal con diferentes movilidades electroforéticas.'” De todas las especies de
Helicobacter solo H. pylori ha sido estudiada por este método y aproximadamente el

35% de las variedades examinadas tuvieron un plasmido insertado.””

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Son las variaciones en las bases nitrogenadas en el sitio donde una enzima de restriccion
corta un segmento de ADN. Estas variaciones afectan el tamafio de los fragmentos que
resultan del corte. Los RFLP se pueden utilizar como marcadores en la construccion de
mapas fisicos y de ligamiento. La mayoria de los cientificos ya no usan RFLP para
estudiar la variacion humana, sino que miran las secuencias en una forma mas precisa,
usando polimorfismos de un solo nucleo6tido (snips) o microsatélites.

El primer genoma completo de ADN se aislo de células bacterianas, esto se digiri6 con

enzimas de restriccion que cortaron el ADN en fragmentos aproximadamente de 1000

22



a 2000 pares de bases (pb) de largo. Esto se separa electroforéticamente de acuerdo al
tamafio en gel de agarosa para dar el complejo genomico de "huella digital". Este
patron puede ser analizado y almacenado en archivos de computo y comparados con
otros archivos. La desventaja de este método es su amplia aplicabilidad y su uso
universal, mientas que las desventajas incluyen una ADN de calidad buena y puro para
el analisis y un complejo patrén de fragmentos de ADN excepcional, esto debido a su

dificil interpretacion.”!

Como el nimero de bandas generadas por enzimas de
restriccion son numerosas, reduciendo el nimero de los componentes de las bandas se
puede facilitar la interpretacion de los datos. La transferencia del ADN del gel de
agarosa para la membrana (Southern blotting) y posteriormente aplicar la membrana, en
donde se hibridiza solo los fragmentos de subconjuntos de ADN que pueden ser
especificamente reconocidos por la prueba. La variacion y posicion de nimeros de estos
fragmentos son llamados fragmentos de restriccion de polimorfismo largo ("restriction
fragment lenght polymorphism", RFLP).

La mayoria utiliza para esta prueba el ADN ribosomal, generalmente 16S, 23S o 16 +
23S genes ARNr , que estan presentes en varias copias seguidas de la mayoria de las
bacterias. Este método se llama ribotipificacion. Este método de tipificacion ha sido
ampliamente adoptado, porque la misma pruebas universales (usualmente derivadas de
ADNTr de E. coli) pueden ser utilizadas para diferentes especies y la mayoria de estas
especies anidan multiples copias de operon ARNr.*%* Este patrén de bandeo se compone
de varias bandas que fueron obtenidas, dependiendo de los sitios de anclaje de la enzima
de restriccion dentro de la prueba. El poder discriminatorio es bueno con varias especies
bacterianas que acarrean multiples copias de operones de ARNr. El principal beneficio
de la ribotipificacion estd en patrén de bandeo simple, buena reproductibilidad y
automatizacion. Entre las desventajas se incluye el procedimiento laborioso, tomando
varios dias al utilizar el procedimiento estdndar y el bajo potencial discriminatorios que
es aplicado para algunas especies bacterianas. Sin embargo, estd herramienta
taxondmica es ampliamente aceptada como método para identificacion de especies y
con algunos grupos dificiles de bacterias ha brindado beneficios. Ademas, se ha
desarrollado un sistema de ribotipificacion automatizada (Riboprinter®, Qualicon Inc.,
DE, USA). Esto estd altamente automatizado, solo necesita un cultivo de células
bacterianas y da la respuesta en 8 horas, todavia este equipo es relativamente costoso y

no se encuentra en la mayoria de los institutos de investigacion.
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Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Uno de los métodos de tipificacion discriminatorios es PFGE porque detecta las
mutaciones en cualquiera de los sitios de anclaje de las enzimas de restriccion
utilizadas. En este método, las células bacterianas son fijadas en bloques de agarosa en
orden para obtener el ADN intacto. Los bloques son rebanados para la digestion de
enzimas de corte-diferente (comunmente se utiliza reconocer de 6 a 8 pb por sitio). El
resultado de los fragmentos de ADN son relativamente largos (entre 10~1000 kb) y
seran separadas bajo condiciones electroforéticas especificas.*”

El gel con varias rebanadas esta dentro en un lugar dentro de la cdmara corriendo y es
cruzado por varios rayos hexagonales de electrodos, formando el campo pulsado. Este
cambio en las condiciones electroforéticas causa que el ADN se mueva a lo largo del
gel, desde atras y de regreso, resultando una alta resolucion facilitada por este método.
La eleccion de las enzimas se relaciona con el objetivo, si se desea la determinacion del
tamafio del genoma, relativamente algunas bandas son elegibles, mientras que para los
propositos de tipificacion se prefiere la suma de 20-40 bandas.

La principal desventaja del PFGE es el poder discriminatorio y el relativo patron de
bandeo simple, pero el procedimiento de aislamientos de ADN largos y laboriosos,
donde la digestion de las muestras puede tomar algunos dias para obtener resultados.”**
Ademas esto representard el genoma completo bacterial en un solo gel y resulta
altamente reproducible. Cuando comparamos epidemioldgicamente las variedades
relacionadas, podemos determinar que los patrones indistinguibles representan los
clones del mismo estallido o raiz. Ademas los patrones con dos o tres bandas diferentes
(cambios genéticos en el sitio de reconocimiento de la enzima) esto se ha considerado
con probable relacion. Se ha mostrado que algunas especies bacterianas muestran este
fenomeno cuando fueron subcultivadas por un periodo 6 aislamiento de variedades
multiples a partir de pacientes. Dos variedades se consideran posiblemente relacionadas
si una diferencia de 4-6 fragmentos esta presente y si un aislamientos no es el mismo
antecesor si aparecen >7 bandas de diferencia. Ademas, el PFGE puede ser utilizado
para determinar el tamafio del genoma por una suma de los resultados de los
fragmentos.

Grandes registros computarizados mantienen una promesa para el futuro. En el presente,
los patrones de PFGE seleccionados de patdogenos de estan en la comida (principalmente
Escherichia coli y salmonella) pueden ser comparadas rapidamente en tiempo real a

través de Internet, como PulseNet. Esta red permite comparar rapidamente los patrones
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de PFGE a través de registros establecidos en el Centro de Control de Enfermedades y

Prevencion in Atlanta, EUA (http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/pulsenet.htm).

La diversidad genética de H. pylori ha sido estudiada por PFGE.**> Ademés la diversidad
genética de dos helicobacter, H. mustelae y H. hepaticus han sido determinados con
PFGE y marco menos que en H. pylori.****"” El tamafio del genoma de H. pylori, H.
mustelae y H. hepaticus ha sido ademas determinado con la técnica de PFGE y un rango
entre 1.3 a 1.8 Mb. El genoma completo de la variedad H. pylori fue secuenciado en

1997.2%8

Reaccion en Cadena de la Polimerasa - Transcriptasa Reversa (RT-RCP)

Es la técnica mas sensible para la deteccion de ARNm y cuantifica la disponibilidad que
se encuentra, es un hecho que esta técnica es suficientemente sensible para cuantificar el
ARN de una sola célula. Requiere de una transcriptasa inversa, como Tth (Thermus
termophilus). En el caso de la técnica Taiman una qRT-PCR (PCR cuantitativa
empleando ARN como molde). Permite la deteccion de la cantidad de ADN especifico
empleando un tercer cebador, una sonda, unida a dos fluorocromos que, cuando la sonda
esta intacta presencia una transferencia energética de fluorescencia por resonancia
(FRET). Dicho FRET no se produce cuando la sonda esta dafiada y los dos
fluorocromos estan distantes, esto sucede cuando la polimerasa se situa a nivel de la
sonda y la degrada mediante su actividad 3’-5’ exonucleasa, o que permite monitorizar
el cambio del patrén de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion del gen. Las
investigaciones realizadas utilizando este método son muy pocas aun, en el 2004 en
humanos donde se evalu6 la fisiologia del estémago in vivo con Helicobacter pylori,*™
mas tarde Osaki y colaboradores realizan un estudio sobre mutacion de Helicobacter

210 . . , L
En la Universidad de Texas se desarrollo una técnica de

pylori en ratas del desierto.
PCR en tiempo real cuantitativa que permitié determinar el nimero de copias del gen
ureC. Teniendo en cuenta que existe una Unica copia de este gen en el genoma de H.
pyvlori permitiendo realizar una cuantificaciéon del numero de bacterias que se
encontraban en la mucosa, realizando una curva estandar que mantiene una relacion

lineal a diferentes concentraciones de ADN, pudiéndose detectar hasta mil bacterias.”"!

Pruebas no invasivas
Por lo general son de bajo costo y facil acceso, son ampliamente utilizadas en medicina

humana. Estas pruebas son muy especificas, pero poco sensibles. Estas son las pruebas
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seroldgicas, prueba de aliento de urea de aire espirado C13 y C14 y detection de

antigenos de Helicobacter en muestras fecales.

Pruebas serologicas

La medicion de anticuerpos circulantes (IgG) a H. pylori es una forma sensible y
especifica de diagnostico no invasivo de la infeccion por Helicobacter en humanos, y ha
facilitado la investigacion de la frecuencia y la identificacion de los factores de riesgo
para la infeccion.”'##!32"

La serologia es de valor limitado en la evaluacion de la respuesta de la infeccion al
tratamiento antibidtico y antidcido, ya que los titulos de anticuerpos pueden declinar
lentamente después de la erradicacion del organismo. La serologia puede ser poco fiable
en pacientes cuya respuesta inmunitaria es inadecuada, como en los individuos
inmunodeficientes y los pacientes muy jovenes o muy viejos.

Es una prueba sencilla y barata, basada en la deteccion de anticuerpos especificos frente
a antigenos de Helicobacter como consecuencia de la reaccién inmunoldgica local
sistémica del individuo. Dada la permanencia de anticuerpos en el periodo comprendido
entre los 3 y 6 meses inmediatamente posteriores al tratamiento, las pruebas seroldgicas
indican unicamente infeccion previa por Helicobacter y no discriminan entre pacientes
con infeccion activa y enfermedad en aquellos pacientes infectados pero asintomaticos.
Los perros son comunmente infectados con Helicobacter spp. gastrico, pero la presencia
de multiples especies de Helicobacter y la posibilidad de coinfeccion en un mismo
perro ha complicado la evaluacion seroldgica. Un estudio en Nueva York demostro la
evaluacion de antigenos homologos de Helicobacter spp., revelando que las bandas de
proteinas principales de Helicobacter felis y Helicobacter bizzozeronii, dos tipos de
Helicobacter spp. que infectan a los perros, fueron muy similares para UreA (29 a 31
kDa), UreB (63 a 66 kDa) y HSP (58 a 60 kDa) de H. pylori, y el suero de perros
infectados y no infectados mostré el mismo patrén para cada antigeno.*

El valor de la serologia como método de control es muy limitado, aunque resulta util en
estudios epidemioldgicos o cuando no se puede realizar la endoscopia u otros métodos

diagnosticos en casos sin terapia erradicadora.?”

Prueba de aliento de urea en aire espirado C13 6 C14
La produccion de ureasa por las helicobacterias se ha usado también como base para la

"prueba del aliento", para diagnosticar de forma no invasiva o para determinar los
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efectos del tratamiento en humanos con infeccion por Helicobacter. La recogida de

13

: 7 : 14
muestras de aliento después de una dosis oral de ~ o “C-urea se puede usar para

determinar la infeccion, ya que las helicobacterias producen ureasa que descompone la

Bo M -HCO0s3 que es absorbido, transformado en Bo

urea en el estdmago hasta formar
C-CO0, y puede medirse en el aliento. Esta prueba ha demostrado ser extremadamente
util para el diagnéstico no invasivo de la helicobateriosis en humanos, monos y cerdos y
para evaluar la respuesta al tratamiento.

Esta prueba se ha utilizado para control de la infeccion y consiste en medir el CO; en el
aliento. Se realiza mediante la administracion por boca Carbono-marcado/Urea y
mezclado con acido citrico, si el paciente tiene Helicobacter pylori, mediante la ureasa
producida por esta bacteria, se transformara en CO, y amoniaco.

El CO; liberado a través de la sangre aparecerd en el aliento a través del pulmon. La
medicion del CO, marcado se realiza en dos tomas, basal y a la media hora de tomar el
Carbono-Urea. La sensibilidad del test es del 90% y es especifico en mas del 95% en
humanos. Mediante este analisis se puede dar por controlada la infeccion o seguir con
un tratamiento mas prolongado.

La prueba de aliento Cl3-urea ha sido evaluado en perros y gatos, demostrando la
colonizacién de Helicobacter, como un método exitoso para animales.”'**'" Sin
embargo, los inhibidores de la bomba de protones y receptores antagonistas de
histamina-H, , disminuyen la actividad de la ureasa de Helicobacter spp., por eso el
tiempo para realizar esta prueba después del uso de antibidticos y antisecretores es muy

importante.*'®*"

Deteccion de antigenos de Helicobacter en muestras fecales.
Las técnicas de PCR y cultivo han sido utilizadas para detectar H. pylori y ADN de

Helicobacter a partir de muestras fecales.?’

Ademas, el inmunoensayo de la enzima
(EIA) para detecciéon de antigenos de H. pylori en heces (HsSA) ha sido descrita.??!
Este método EIA no invasivo estd comercialmete disponible (HpSA4 Premier Platinum
HpSA, Meridian Diagnostics, Cincinnati, OH, USA), y ha demostrado ser una
herramienta fidedigna y facil para utilizar para diagnostico de la infeccion de H. pylori.
Hay un informe que describe el método de PCR para diagnostico de Helicobacter en

heces asi como en placa dental de gatos infectados con H. pylori."
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Terapia de erradicacion de Helicobacter gastrica

Hay algunos estudios que conciernen a terapias de erradicacion en perros y gatos contra
Helicobacter gastrica, pero los estudios preliminares, en el cual las combinaciones con
amoxicilina, metrodinazol y famotidina u omeprazol fueron evaluados, mostrando que
la terapia humana efectiva de erradicacion de H. pylori puede aplicarse a gatos y perros,

216,222
Las

aunque se han reportado recurrentes infecciones después de estas terapias.
terapias de multli-drogas han demostrados a nivel de campo los mejores resultados de
erradicacion en humanos. Los regimenes estudiados consisten en preparaciones de sales
de bismuto, antagonistas receptores de H, ¢ inhibidores de la bomba de protones, en
combinacion con uno, dos o tres agentes antimicrobianos. La terapia triple estandar, dos
agentes antimicrobianos: amoxicilina o tetraciclina en casos de alergias a penicilinas y
metronidazol, fueron combinados con subcitrato de bismuto. En humanos, efectos
colaterales de este régimen son diarrea, natisea, vomito y dolor abdominal, pudiendo
causar una suspension del tratamiento, por lo tanto el objetivo principal de estos
regimenes es disminuir los efectos colaterales que se presenten.

Haponen propopuso la triple terapia para perros con amoxicilina, metronidazol y
subcitrato de bismuto, en caso de que falle se prescribe tetraciclina y omeprazol, sin
embargo, no se garantiza la completa erradicacion.””® Se ha mencionado que la
administracion de probioticos (Bacillus clausii, Lactobacillus GG, Lactobacillus
Bifidobacterium) junto la triple terapia mejora los efectos colaterales producidos por la
terapia antibotica anti-H. pylori.*?**2>2%

En el Reino Unido, algunas cepas de Helicobacter pylori han presentado resistencia al
metronidazol y a la claritromicina. Se ha propuesto utilizar levofloxacina, lanzoprazol y

amoxicilina como tratamiento de segunda linea. **"***
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JUSTIFICACION

Helicobacter pylori es causa de gastritis aguda y crénica, ulceracion; ademas de
favorecer el desarrollo de neoplasias gastricas en humanos. Aunque H. pylori solo se ha
diagnosticado en gatos y se ha reproducido de manera experimental en Beagles. Se dice
que el riesgo zoondtico es minimo; sin embargo, son muy pocos los estudios que
demuestran esto, desconociendo el modo de transmision, la patogenia de las especies de
Helicobacter presentes en los animales, las cuales han sido encontradas en humanos,

animales domésticos y silvestres.

HIPOTESIS

En la mucosa gastrica de perros de casa clinicamente sanos hay Helicobacter spp. y su

presencia se ve incrementada en perros callejeros sin evaluacion clinica.

OBJETIVOS

1. Determinar la prevalencia, densidad de colonizacion y distribucion de
Helicobacter spp. en el estomago de perros asi como los cambios histologicos
asociados a su presencia.

e Evaluar la asociacion de densidad de colonizacion e inflamacion géstrica.
e (Comparar una cantidad semicuantitativa de Helicobacter spp. con el

grado de inflamacion.
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio prosprectivo, randomizado y a simple ciego sobre 46 perros de la
Cd. de México, de los cuales 16 fueron perros de casa muestreados por endoscopia y 30
perros callejeros fueron muestreados por cirugia experimental.

Criterios de inclusion: Los propietarios de los perros de casa estuvieron consientes de
la participacion de sus perros en el estudio. Los perros de casa fueron muestreados por
endoscopia y sometidos a procedimientos de rutina, como ovario histerectomia,
castracion y profilaxis dental.

Los perros que solo presentaban flatulencias se consideraron clinicamente sanos y se
incluyeron en el estudio.

Criterios de exclusion: Perros de casa con signos de problemas gastrointestinales
(vomito, diarrea, evidencia de dolor abdominal, estrefiimiento, flatulencias) y que han
recibido medicacion durante un mes anterior con antibidticos 6 anti-inflamatorios no

esteroidales (AINES).

Animales: Los perros de casa se encontraron en un rango de edad de 6 meses a 8§ afios,
y fueron perros de raza pura, los cuales fueron pacientes del Hospital Veterinario de
Especialidades y Hospital Veterinario del Valle, en la Ciudad de México.

Los perros callejeros fueron perros mestizos y de diferentes razas provenientes de
perreras del area metropolitana para el servicio de cirugia experimental de la FMVZ-
UNAM, encontrandose en un rango de 8 meses a 12 afos aproximadamente, no se
realizo evaluacion clinica. Al finalizar los procedimientos de toma de muestra y cirugia
experimental los perros fueron eutanaziados con pentobarbital sédico y cloruro de

potasio.

Endoscopia y biopsia gastrica: El alimento fue retirado 12 horas antes del estudio de
la endoscopia. Los perros fueron anestesiados por via IV o IM con acepromacina
seguida con la administracién de propofol y la anestesia se mantuvo con halotano. Los
perros fueron colocados en dectbito lateral izquierda. El endoscopio flexibe marca
Olympus Modelo PW-2L1 (didmetro exterior 9.5 mm; diametro de canal de biopsia, 2.8
mm) fue utilizado para perros de talla mediana y grande, y la fibra 6ptica endoscopia
(didmetro exterior, Smm; diametro de canal de biopsia, 2mm) fue utilizada para perros

de talla chica. Equipo e instrumentos fueron limpiados y esterilizados, las cufias para
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biopsia se desinfectaron en solucion clorada 1:10 para destruir los residuos. Durante la
endoscopia, la mucosa gastrica fue evaluada por anormalidades obvias de la mucosa.

La biopsia de la mucosa géstrica para examen histoloégico se obtuvo por medio de un
forceps para biopsia, se tomaron 2 muestras por region gastrica (fondo, cuerpo, antro)
las cuales fueron depositadas inmediatamente en el medio ureasa y en formol

amortiguado al 10%.

Cirugia Experimental: Los perros callejeros fueron anestesiados con pentobarbital
sodico para la practica de cirugia, al terminar la cirugia experimental se tomaron 2
muestras por region gastrica (fondo, cuerpo y antro). Al finalizar los procedimientos de
toma de muestra y cirugia experimental los perros fueron eutanaziados con

pentobarbital sddico y cloruro de potasio.

Prueba de ureasa: La produccion de ureasa se evalud de la siguiente forma, una vez
tomada la biopsia, la muestra se colocd en 200 pL de solucion compuesta de urea,
sodio, fenol rojo, fosfatasa alcalina amortiguada (pH 6.5). Los tubos se encubaron por
24 horas y se observaron a las 3, 6, 12 y 24 horas para valorar el cambio de color del
medio. El resultado fue registrado positivo si el indicador viraba a rosa fucsia en un

lapso de 24 h.

Histopatologia: Las muestras fueron fijadas en solucion amortiguadora de formalina al
10% por 24 h. Se procesaron de manera rutinaria los cortes previamente incrustados en
parafina, se cortaron con un grosor de 3-4 mm, y fueron tefiidas con hematoxilina y
eosina. El examen se realizd de modo ciego. La presencia de Helicobacter spp. se
reafirmo con la tincion de Warthin-Starry y la tincion de Giemsa. El total de muestras
fue analizada minuciosamente por microscopia de luz. Se utilizd la escala visual
analdgica de la clasificacion de Sydney/Houston (0: ausente, 1: leve, 2: moderado, 3:
severo) para evaluar la densidad de bacterias, el grado de inflamacion crénica
(infiltraciéon por mononucleares), de actividad (infiltracién neutrofilica), de metaplasia

intestinal, hiperplasia foveolar y atrofia de la mucosa gastrica.

Inmunohistoquimica: Las secciones histoldgicas se tifieron por el sistema de deteccion
complejo peroxidasa con un kit comercial "Ultramarque'™ PolyScan™ Polymer Kit."

(Cellmarque, CA).
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Para ello se realizaron cortes histologicos de 2.5-3 um de espesor que se extendieron en
laminas polarizadas. Las secciones de tejido fueron desparafinadas y rehidratadas,
después se realizd la recuperacion del sitio antigénico con "Declere Bio reagents"
(Cellmarque, CA) en un olla de presion por 9 minutos. Se realizaron 2-3 lavados con
agua corriente y posteriormente se hizo un lavado en soluciéon amortiguadora
(Cellmarque, CA). Se bloquearon las laminillas con el inmunodetector de peroxidasa
para ratdén/conejo por 5 min a temperatura ambiente. Se lavo con una solucion
amortiguadora 2-3 veces. El tejido se cubri6 con el anticuerpo primario H. pylori
policlonal de conejo (Cellmarque, CA), se trabajo a una dilucién de 1:100 por 1 hora. Se
lavo con una solucion amortiguadora 2-3 veces. Se cubrieron las secciones con el
inmunodetector de enlace a biotina ratén/conejo (Cellmarque, CA). Se incubd por 10
min. Se volvid a lavar con solucion amortiguadora 2-3 veces. Se cubri6 el tejido con el
inmunodetector HRP Label raton/conejo, se incubd por 10 min. Se volvio a lavar con
solucion amortiguada 2-3 veces. Se prepard la diaminobencidina agregando 1 gota de
cromégeno DAB inmunodetector conejo/raton por mL de amortiguador DAB
inmunodetector conejo/raton y se mezcld. Se cubrid el tejido con la preparacion
solucion DAB sustrato cromégeno, se incubd por 5 minutos. Se lavo 5 veces con agua
de la llave. Se contrasto con hematoxilina de Harris y se vir6 con carbonato de litio a
una concentracion de 0.05%, se deshidraté y fue cubierto con un portaobjeto. La lectura
del estudio se catalogd como positiva, ante la evidencia clara de un color café sobre los

microorganismos de Helicobacter spp.

Analisis estadistico: La diferencia de género de perros de casa y calle fue evaluada por
la prueba exacta de Fisher’s (p<0.5). La edad y peso se evalud con la prueba de Mann-
Whitney (p<0.5). Los resultados de la prueba de la ureasa fueron analizados por la
prueba exacta de Fisher’s (p<0.5). Los resultados histopatoldgicos de cronicidad,
actividad, densidad bacteriana por Helicobacter spp., metaplasia intestinal e hiperplasia
foveolar fueron medidos por la pruebra exacta de Fisher’s (p<0.5). La correlacion entre
colonizacién bacteriana por Helicobacter spp. y cronicidad, actividad, metaplasia
intestinal e hiperplasia folicular fue evaluado por Ji-cuadrada de tendencia lineal y
(p<0.5) y se aplico el coeficiente de correlacion gamma ordinal por ordinal. Para la
inmuhohistoquimica se utilizo6 la prueba de Ji-cuadrada (p<0.5).

Para el analisis estadistico descriptivo se utilizé el programa SPSS para Windows. La

significancia fue de p<0.5.
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RESULTADOS

Los cuadros 1 y 2 muestra el tipo de poblacion que fue incluida en este estudio (Figura
2). El cuadro 1, muestra la distribucion de edad y peso, para los perros de casa (n=14) la
edad X= 5.6 afios con un DS=2.6 afios y peso X= 24.1 kg con una DS=13.9, mientras
que para los perros de calle (n=32) la edad X=4 afios con una DS=2.2 afios y el peso
X=17.3kg con un DS=7kg, con valores de p=0.04 y p=0.16 respectivamente.

En el cuadro 2 se observa la distribucion de género de perros de casa (n=14) para macho
57% y hembra 43% y para perros de calle (n=32) fue para macho 69% y 31% para
hembra.

El cuadro 3, muestra los resultados de la prueba de ureasa en perros de casa (n=14) y
calle (n=32) en los tres sitios biopsiados. La prueba de la ureasa fue positiva en antro en
el 35.7% de los casos de perros de casa 'y 84.4% positivos en perro de calle. La muestras
de cuerpo 42.9% positivo en los perros de casa y 90.6% positivas en los de calle. La
ureasa para fondo 50% positivos para perros de casa y 68.8% en los de calle, con valor
de p=0.512.

De las 46 muestras obtenidas resultaron positivas a la prueba de la ureasa 32 en antro,
35 en cuerpo y 29 de la region de fondo. Considerando el promedio de tiempo de
reaccion de ambas zonas el mayor porcentaje reacciono a las 12 h, 62.5% en antro, un
62.85% para cuerpoyy 75.86% en fondo. (Cuadro 4).

Los hallazgos histolégicos evidenciados se describen en los cuadros del 5 al 10, las
cuales fueron agrupadas en perros de casa y calle. En el 84.78% (n=39) de las muestras
se encontrd Helicobacter spp. mostrando lesiones, 7 perros de casa y 32 perros de calle
(Figura 3, 4 y 5). Encontrandose un grado mayor de colonizacién en los perros de calle.
La cronicidad (inflamacion cronica) fue en su mayoria leve para 41 perros (Figura 9),
mientras que el grado de actividad (infiltracién neutrofilica) se presentd solamente en 13
en perros de calle, Figura 8. El grado de atrofia se present6 en 86.95% de los 46 perros,
predominando atrofia leve en el 50% de los resultados (Figural0). Solo 1 perro de calle
presentd metaplasia intestinal, mientras que 39 perros presentaron hiperplasia foveolar,
en su mayoria grado moderado 71.9%, siendo estos perros de calle en su totalidad, y los
de casa solo presentaron hiperplasia grado leve (Figura 7).

Se realizd una correlacion de la presencia de densidad de Helicobacter spp. con la
clafisificacion de Sidney/Houston renovado 1994, en el cuadro 11 aparecen los

resultados de cronicidad con Helicobacter spp. encontrandose una alta sigificancia para
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antro p= 0.016 y una correlacion postiva r-Gamma 0.568, mientas que para cuerpo fue
significativamente p= 0.025 y su correlacion fue baja r-Gamma 0.398.

En la cuadro 12 se muestra la correlacion entre actividad y densidad de Helicobacter
spp., donde el sitio de antro mostrd unos resultados altamente significativos p= 0.010 y
su correlacion fue positivamente alta r-Gamma 0.846.

La correlacion realizada entre atrofia de mucosa gastrica y Helicobacter spp. (Cuadro
13) no fue significativa en ninguna region gastrica y la correlacion fue negativa en
antro y demasiado baja en cuerpo y fondo. En la cuadro 14, se observa los resultados de
la correlacion metaplasia intestinal con Helicobacter spp., los cuales no fueron
significativos, mostrando una correlacion alta negativa r-Gamma -0.650.

Los resultados de correlacion de hiperplasia foveolar con la densidad de Helicobacter
spp. fueron altamente significativos para antro p= 0.000, cuerpo p=0.002 y para fondo
p=0.000, con una alta correlacion r-Gamma 0.858, 0.645 y 0.733 respectivamente.
(Cuadro 15).

La inmunohistoquimica fue positiva en el 82.60% (n=46) de los casos, como se puede
observar en la Figura 6, encontrandose una mayor significancia en perros de calle
96.87% (n=32), mientras que para los perros de casa solo fue positiva en el 50% (n=14)
de las muestras, Cuadro 16. Se realizd una correlacion con género, p=0.986 y edad

p=0.523, las cuales fueron no significativas.
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DISCUSION

La bacteria Helicobacter fue encontrada tanto en animales jovenes como en viejos de
ambos sexos, lo que coincide con Happonen quien sefiala que las tasas de prevalencia
fueron similares en perros de todas las edades y sexos. Ademas no se detectd asociacion
entre edad y densidad de colonizacion.*

Sin embargo, los tiempos de reaccion a la prueba de la ureasa difieren con lo obtenido
por Happonen, donde sus resultados fueron registrados a los 15 y 60 minutos posterior a
la incubacién de las muestras.'”’

Los hallazgos informados de la prueba de la ureasa demuestran una alta prevalencia,
siendo en su mayoria positiva a las 12 horas. En perros de la calle el porcentaje de
positivos fue mayor, sobre todo en cuerpo. Coincidiendo con lo descrito por Hazell,
mostrando que el numero de resultados positivos de la prueba de la ureasa
incrementaban con el tiempo de duraciéon.”*’

Estas diferencias se pueden explicar segun Malferheiner, debido a que existiran factores
que puedan influenciar la rapidez para obtener el resultado de la prueba, los cuales
podrian ser volumen del caldo o agar, concentraciones de urea y fenol, pH y
temperatura de incubacion.”*® En perros de la calle el porcentaje de positivos fue mayor,
sobre todo en antro y cuerpo. Sin embargo, la prueba de la ureasa puede dar resultados
falsos-negativos cuando se encuentra un bajo porcentaje de Helicobacter presente. Se ha
mencionado que pueden haber falsos positivos por la produccion de urea de otras
bacterias géstricas como Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa, aunque un
cambio tardio en el color también se puede presentar en un muestra con baja densidad

de Helicobacter.”*!

De forma general, la deteccion de Helicobacter gastrico por la
prueba de urease répida se considera bastante fidedigno.

Al no existir un criterio de evaluacion histologica para perros se utilizé el Sistema
Sydney/Houston renovado 1994, desarrollado para categorizar gastritis en

112,115

humanos, aunque algunos investigadores como Eaton y Handt han utilizado su

propio CI_i,[eriol,12,31,44,105,194

para poder hacer comparaciones entre diferentes estudios se
esta utilizando la clasificacion de Sydney renovado 1994342232177

El criterio histoldgico en este estudio y la relacion de asociacion de Helicobacter spp.
con cada uno de los estadios de la clasificacion analoga visual de Sidney renovado 1994
ha podido establecer comparaciones con algunos autores (Figuras 3, 3* y 3b). En este

estudio, Helicobacter spp. fue identificada histolégicamente en la mayoria de las

muestras tefiiddas con H/E coincidiendo con los hallazgos descritos por varios autores.
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La técnica de Warthin-Starry ha sido descrita en la mayoria de los casos como un
método de tincion satisfactorio si se esta buscando organismo espirales.'”

Aunque las tinciones de plata, tanto Warthin-Starry y la tincién de Steiner, son muy
sensibles y especificas para identificar Helicobacter, estas tinciones son muy
complicadas y frecuentemente presentan artificios que pudieran confundirse con
bacterias; sin embargo, la mayoria de las infecciones muestran un alto grado de
organismos de Helicobacter spp. y la morfologia de la bacteria es tan caracteristica que
puede ser detectada de manera sencilla y especifica.

El tamafio de la biopsia muestreada quiza pueda influir en el rango de prevalencia,
siendo mas dificil la deteccion de Helicobacter spp. por método endoscopico, aunque
sea ha mencionado que el tamafio de la biopsia no afecta los resultados. La prevalenica
de bacteria puede variar por zona geografica, la Ciudad de México presenta una alta
incidencia de H. pylori en humanos, tanto en nifios como en adultos.”****>

En este estudio, todas las partes muestreadas del estomago tuvieron Helicobacter spp.,
84.78% antro (39/46), 89.13% cuerpo (41/46) y 84.78% (39/46) de las muestras de
fondo, estos resultados son similares a los reportados en Tailandia.>**'”?

La colonizaciéon de la mucosa antrica y fundica fue densa y fue maés extensiva en
cuerpo. Hallazgos similares han sido observados en perros y gatos después de una
infeccion natural con Helicobacter spp. en infecciones experimentales con H.
felis, 1773241115

Las razones para esta diferencia de colonizacidén no se ha establecido aun. Lee explico
las diferencias de las condiciones de micro medioambientes a partir de diferentes sitios
de la mucosa gastrica quiza pueda ser un factor.”>> Otra posible explicacion es que la
colonizacidn bacteriana aumenta en areas gastricas con menos mucosa prominente de
respuesta celular inflamatoria.*%**’

La mayoria de los perros tuvieron Helicobacter spp. en el estdbmago, pero solo
desarrollaron gastritis ligera. Esto sugiere que en los perros algunas enfermedades
bacterianas no presentan evidencia histolégica.'*'”®

La inflamacion géstrica fue un hallazgo comin en los hallazgos histoldgicos, se
detectaron varios nodulos linfocitarios, neutrofilos o eosindfilos. Los neutréfilos no
juegan un papel importante en la gastritis de perros como en la gastritis con H. pylori en
humanos, esto quiza se deba a las diferentes especies de Helicobacter que colonizan el

. 31 ., .
estomago de los perros.” En perros, se ha encontrado una correlacion no positiva entre
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grado de inflamacidén gastrica y densidad de colonizacion de Helicobacter spp., de
acuerdo con lo informado por Eaton, habiendo desacuerdo con otros autores.”''

En 1995, un grupo de investigadores alemanes sometio a andlisis histopatologico
muestras de mucosa géstrica de 122 perros sanos y 127 gatos sanos. El 82% de los
perros y el 76% de los gatos presentd Helicobacter en las biopsias analizadas. Los
cambios anatomopatolégicos asociados a esta infeccion fueron fibrosis de la lamina
propia de la mucosa (41% perros y 58% gatos), degeneracion glandular con acumulo
linfocitos y neutréfilos (21% perros y 39% gatos) y edemea de la lamina propia de la
mucosa (54% perros y 23% gatos).'

Nosotros encontramos solo foliculos linfoides en las muestras positivas para
Helicobacter spp. La importancia de los agregados linfocitarios es debatible en perros,
se ha especulado que pueden ser marcadores de inflamacion géstrica, pero hay reportes
como el de Kolbjernsen que lo consideran como un hallazgo normal.”* Sin embargo, en
humanos los foliculos linfoides se han vinculado con gastritis asociada a H.
pylori.”*?*” Simpson demostré que en gatos H. felis produce hiperplasia folicular
linfoide.*!

Este estudio revel6 correlaciones positiva media a baja, altamente significativas entre la
densidad de Helicobacter spp. con cronicidad en antro r-Gamma 0.568 (p=0.016) y
cuerpo r-Gamma 0.398 (p=0.025). Entre actividad con densidad de Helicobacter spp.
la correlacion fue positiva alta (r-Gamma 0.846) y altamente significativa (p=0.010).
Mientras que para hiperplasia foveolar con densidad de Helicobacter spp. en antro
hubo una muy alta correlacion positiva (r-Gamma 0.858) y fue altamente significativa
(p=0.000), y para fondo correlacion positiva alta (r-Gamma 0.733) y también fue
altamente significativa (p=0.000).

La inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-H. pylori policlonal de conejo fue
altamente sensible 82.60% (38/46) positivos en todos los perros evaluados. Este
anticuerpo no discrimno entre las diferentes especies de Helicobacter, por ser un
anticuerpo policlonal. Mas aun, otros autores han descrito tinciones de
inmunohistoquimica con PAb Hp y Mab 371/254.55 6 anti-H. pylori anticuerpo para
organismos tipo H. heilmannii en la mucosa géstrica de monos cynomolgus. Las
bacterias morfologicamente similares para H. heilmannii y H. felis, se tifieron
positivamente con PAb conejo contra H. pylori.***%

Estas observaciones indican un alto grado de homologia antigénica entre las diferentes

especies de Helicobacter. Un amplio espectro de reactividad de la inmunohistoquimica
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puede ser considerada como 1util en la deteccion genérica de infecciones de
Helicobacter, particularmente para uso diagnostico en especies animales como gatos y
perros donde las diferentes especies de Helicobacter pueden estar presentes. Los
anticuerpos monoclonales especificos para las diferentes especies de Helicobacter
puede ser de gran ayuda para el diagndstico, ya que se han descrito diferencias en la

severidad de las gastritis en gatos infectados con diferentes especies de Helicobacter.""
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CONCLUSIONES

Los resultados encontrados demuestran un alta prevalencia de 82.60% de Helicobacter
spp. en perros de la Ciudad de México, particularmente en perros de la calle.

La prueba de la ureasa mostro resultados satisfactorios, siendo una prueba barata y de
facil acceso, sin embargo, el costo por endoscopia en medicina veterianaria en México,
la encarece.

Los resultados de la histopatologia sugieren que la tincion de hematoxilina/eosina se
puede emplear como prueba de rutina en la practica diaria de diagndstico y las tinciones
especiales como Giemsa y Warthin-Starry emplearlas con fines de investigacion.
Aunque la inmunohistoquimica es altamente especifica es costosa y requiere de tiempo
y experiencia. Usualmente no se utiliza como prueba de rutina, pero quiza esta prueba
vale la pena en aquellos casos donde las tinciones histologicas convencionales son
dificiles de evaluar.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales anti-Helicobacter especie/especifico seria
una importante herramienta diagnoéstica hacia futuro.

Hoy en dia, se han reportado alrededor de més de 30 especies de Helicobacter en
diferentes animales tanto domésticos como salvajes, es de suma importancia conocer las
diferentes especies presentes tanto en animales como en humanos, ya que la mayoria de
los reportes en México muestran prevalencia de H. pylori sin haber realizado estudios
especificos como PCR.

En Medicina Veterinaria existe un gran campo de investigacion en el género
Helicobacter, ya que se ha demostrado que un mismo animal puede presentar diferentes
especies de Helicobacter, algunas atn sin clasificacion y se desconoce las patogenias de
cada una de estas.

Es de suma importancia conocer las prevalencias de Helicobacter en las distintas
especies domesticas, sobre todo por el vinculo tan cercano al humano. Sin embargo, no
debemos menospreciar las especies marinas y salvajes, ya que pueden jugar un papel
muy importante como reservorios y posibles medios de transmision de las diferentes
especies de Helicobacter en diferentes medioambientes de la Republica Mexicana. La
posibilidad de riesgo zoonoético esta latente, sin embargo para poder apoyar esta teoria
tenemos que conocer las especies de Helicobacter presentes y la patogenia de cada una
de ellas. En México ain no se ha determinado la prevalencia de estas especies en

humanos ni tampoco en animals.
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Ademas no debemos olvidar que a escala mundial el cancer géstrico a finales del siglo
XX, continta siendo la segunda causa de muerte por cancer, superada tan solo por el
cancer de pulmén. En la mayor parte de los casos de cancer géstrico éste es precedido
por un curso prolongado de inflamacidn cronica activa asociada a Helicobacter spp.

La infeccion por Helicobacter pylori es por mucho, la causa mas frecuente de gastritis
cronica activa en personas de todo el mundo y figura en la lista de carcindgenos de la
clase I de la IARC. La infeccion gastrica por Helicobacter pylori es aceptada como
factor etiologico necesario, aunque no suficiente, para el desarrollo del cancer géstrico,
estimandose que tanto el cancer géstrico como la tulcera péptica y el linfoma géstrico
(tejido linfoide asociado a mucosa- MALT), desaparecerian 40 afios después de ser

erradicada de nuestra especie la infeccion por Helicobacter pylori en nuestra especie.
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LISTADO DE CUADROS.

Cuadro 1. Edad y peso de perros de casa y calle.

Perros Casa (n=14) Calle (n=32) p<0.05

Edad (afios) x=5.6 x=4 0.4
DS=2.6 DS=2.2

Peso (kgs) x=24.1 x=17.3 0.16
DS=13.9 DS=7

Prueba de Mann-Whitney, p= <0.05

Cuadro 2. Género de perros de casa y calle.

Género Casa (n=14) Calle (n=32)
Macho 57% 69%
Hembra 43% 31%

Prueba de Mann-Whitney, p= <0.05

Cuadro 3. Resultados de la prueba de la ureasa a partir de biopsias gastricas.

Region gadstrica Casa (n=14) Calle (n=32) p<0.05
Antro 35.7% 84.4% 0.002
Cuerpo 42.9% 90.6% 0.001
Fondo 50.0% 68.8% 0.32

Prueba exacta de Fisher's, p=<0.05

Cuadro 4. Tiempo de reaccion de las muestras positivas a la prueba de la ureasa.

Intervalo de lectura

Region N 3h % 6h % 12h % 24h %
gastrica
Antro 32 2 6.25 9 28.12 20 62.50 1 3.12
Fondo 35 2 5.71 10 28.57 22 62.85 1 2.85
Cuerpo 29 0 0 6 20.68 22 75.86 1 3.44

Ji-cuadrada, p= <0.05
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Cuadro 5. Resultados histopatologicos de cronicidad (inflamacion cronica) en la

escala de Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Cronicidad Region gastrica Casa Calle p<0.05
(Inf. Cronica) N=14 N=32
Nada Antro 28.6% 3.1% 017
Cuerpo 71.4% 12.5% .000
Fondo 64.3% 25% .006
Leve Antro 71.4%  65.6% 017
Cuerpo 21.4%  43.8% .000
Fondo 143%  65.8% .006
Moderado Antro 0%  28.1% .017
Cuerpo 7.1%  43.8% .000
Fondo 21.4% 9.4% .006
Intenso Antro 0% 3.1% .017
Cuerpo 0% 0% .000
Fondo 0% 0% .006

Ji-cuadrada p= <0.05

Cuadro 6. Resultados histopatologicos de actividad (inflamacion neutrofilica) en la
escala de Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Actividad Region Casa Calle p<0.05

(Inf. Neutrofilica) gdstrica n=14 n=32

Nada Antro 100% 59.4% .048
Cuerpo 100% 71.9% .180
Fondo 100% 87.5% .590

Leve Antro 0% 25% .048
Cuerpo 0% 18.8% .180
Fondo 0% 6.3% .590

Moderado Antro 0% 9.4% .048
Cuerpo 0% 6.3% .180
Fondo 0% 3.1% .590

Intenso Antro 0% 6.3% .048
Cuerpo 0% 3.1% .180
Fondo 0% 3.1% .590

Ji-cuadrada p= <0.05
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Cuadro 7. Resultados histopatologicos de la densidad de Helicobacter spp. en la
escala de Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Helicobacter | Region gastrica Casa Calle p<0.05
Spp- n=14 n=32

Nada Antro 50% 0% .000
Cuerpo 28.6% 3.1% .006
Fondo 35.7% 6.3% .028

Escaso Antro 0% 18.8% .000
Cuerpo 42.9% 18.8% .006
Fondo 35.7%  28.1% .028

Moderado Antro 35.7% 9.4% .000
Cuerpo 7.1%  40.6% .006
Fondo 21.4%  28.1% .028

Abundante Antro 14.3% 71.9% .000
Cuerpo 21.4% 37.5% .006
Fondo 7.1%  37.5% .028

Ji-cuadrada p= <0.05

Cuadro 8. Resultados histopatologicos de atrofia de mucosa en la escala de
Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Atrofia Region gastrica Casa Calle p<0.05
n=14 n=32
Nada Antro 21.4% 9.4% .095
Cuerpo 57.1%  62.5% 877
Fondo 50.0% 84.4% .021
Leve Antro 64.3% 43.8% .095
Cuerpo 28.6% 28.1% 877
Fondo 50.0% 12.5% .021
Moderada Antro 14.3%  46.9% .095
Cuerpo 14.3% 9.4% 877
Fondo 0% 3.1% .021
Intensa Antro 0% 0% .095
Cuerpo 0% 0% 877
Fondo 0% 0% .021

Ji-cuadrada - Pearson p= <0.05
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Cuadro 9. Resultados histopatologicos de metaplasia intestinal en la escala de
Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Metaplasia Region Casa Calle p<0.05
Intestinal gdstrica n=14 n=32
Nada Antro 100%  96.9% 1.000
Cuerpo 100% 100% 1.000
Fondo 100% 100% 1.000
Incomplenta focal | Antro 0% 3.1% 1.000
Cuerpo 0% 0% 1.000
Fondo 0% 0% 1.000

Prueba Exacta de Fisher’s p<0.05 Antro p=<1.000

Cuadro 10. Resultados histopatologicos de hiperplasia foveolar en la escala de
Sydney/Houston, a partir de biopsias gastricas de perros de casa y calle.

Hiperplasia | Region gastrica Casa Calle p<0.05
foveolar n=14 n=32

Nada Antro 42.9% 3.1% .000
Cuerpo 57.1% 18.8% .023
Fondo 57.1%  43.8% 176

Leve Antro 57.1% 15.6% .000
Cuerpo 42.9%  68.8% .023
Fondo 35.7%  56.3% 176

Moderada Antro 0%  71.9% .000
Cuerpo 0% 12.5% .023
Fondo 7.1% 0% 176

Intensa Antro 0% 9.4% .000
Cuerpo 0% 0% .023
Fondo 0% 0% 176

Ji-cuadrada p= <0.05
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Cuadro 11. Resultados histopatologicos de correlacion de cronicidad (inflamacion
cronica) densidad de Helicobacter spp. a partir de biopsias de mucosa gastrica de

perros.
Helicobacter spp.

Cronicidad | Region Nada n Escaso N Moderado N Abundante n

(Inf. Cronica) | gdstrica

Nada Antro 60% 7 0% 6 20% 8 20% 25
Cuerpo 21.4% 5 35.7% 12 28.6% 14 14.3% 15
Fondo 353% 7 294% 14 17.6% 12 17.6% 13

Leve Antro 12.9% 7 129% 6 22.6% 8 51.6% 25
Cuerpo 11.8% 5 17.6% 12 353% 14 353% 15
Fondo 0% 7 30.4% 14 34.8% 12 34.8% 13

Moderado | Antro 0% 7 222% 6 0% 8 77.8% 25
Cuerpo 0% 5 26.7% 12 26.7% 14 46.7% 15
Fondo 16.7% 7 33.3% 14 16.7% 12 33.3% 13

Intenso Antro 0% 7 0% 6 0% 8 100% 25
Cuerpo 0% 5 0% 12 0% 14 0% 15
Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 0% 13

Ji-cuadrada, Tendencia lineal, p=<0.05 Antro p=0.016
Cuerpo p =0.025
Fondo p=0.077

r-Gamma: Antro 0.568 Cuerpo 0.398 Fondo 0.361

Cuadro 12. Resultados histopatolégicos de correlacion de actividad (infiltracion
neutrofilica) con densidad de Helicobacter spp. a partir de biopsias de mucosa
gastrica de perros.

Helicobacter spp.

Actividad Region Nada n Escaso N Moderado N Abundante N
(Inf. Neutrofilica) gdstrica

Nada Antro 212% 7 152% 6 242% 8 39.4% 25

Cuerpo  13.5% 5 243% 12 32.4% 14 29.7% 15

Fondo 16.7% 7 28.6% 14 28.6% 12 26.2% 13

Leve Antro 0% 7 125% 6 0% 8 87.5% 25

Cuerpo 0% 5 333% 12 33.3% 14 33.3% 15

Fondo 0% 7 50% 14 0% 12 50% 13

Moderado Antro 0% 7 0% 6 0% 8 100% 25

Cuerpo 0% 5 50% 12 0% 14 50% 15

Fondo 0% 7 100% 14 0% 12 0% 13

Intenso Antro 0% 7 0% 6 0% 8 100% 25

Cuerpo 0% 5 0% 12 0% 14 100% 15

Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 100% 13

Ji-cuadrada, Tendencia lineal, p=<0.05 Antro p=0.010

Cuerpo p=0.262
Fondo p=0.405
r-Gamma: Antro 0.846 Cuerpo 0.243 Fondo 0.24
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Cuadro 13. Resultados histopatolégicos de correlacion de atrofia de mucosa
gastrica con densidad de Helicobacter spp. a partir de biopsias de mucosa gastrica

de perros.
Helicobacter spp.
Atrofia de | Region Nada n Escaso n Moderado N Abundante N
mucosa | gdstrica

Nada Antro 50% 7 0% 6 16.7% 8 33.3% 25
Cuerpo 143% 5 214% 12 46.4% 14 17.9% 15
Fondo 17.6% 7 26.5% 14 294% 12 26.5% 13

Leve Antro 87% 7 4.3% 6 21.7% 8 65.2% 25
Cuerpo 77% 5 23.1% 12 7.7% 14 61.5% 15
Fondo 91% 7 455% 14 18.2% 12 273% 13

Moderado | Antro 11.8% 7  29.4% 6 11.8% 8 47.1% 25
Cuerpo 0% 5 60% 12 0% 14 40% 15
Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 100% 13

Intenso Antro 0% 7 0% 6 0% 8 0% 25
Cuerpo 0% 5 0% 12 0% 14 0% 15
Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 0% 13

Ji-cuadrada, Tendencia lineal, p=<0.05 Antro p=0.726
Cuerpo p=0.337
Fondo p=0.528

r-Gamma: Antro -0.012 Cuerpo 0.256 Fondo 0.087

Cuadro 14. Resultados histopatologicos de correlacion de metaplasia intestinal con
con densidad de Helicobacter spp. a partir de biopsias de mucosa gastrica de

perros.
Helicobacter spp.

Metaplasia | Region Nada n Escaso N  Moderado N Abundante n

Intestinal | gdstrica

Nada Antro 15.6% 7 11.1% 6 17.8% 8 55.6% 25
Cuerpo 109% 5 26.1% 12 30.4% 14 32.6% 15
Fondo 152% 7 304% 14 26.1% 12 283% 13

Incompleta | Antro 0% 7 100% 6 0% 8 0% 25

Focal Cuerpo 0% 5 0% 12 0% 14 0% 15
Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 0% 13

Ji-cuadrada, Tendencia lineal, p=<0.05 Antro p=0.325
Cuerpo p=1.0
Fondo p=1.0

r-Gamma: Antro -0.650
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Cuadro 15. Resultados histopatologicos de correlacion de hiperplasia foveolar con
densidad de Helicobacter spp. a partir de biopsias de mucosa gastrica.

Helicobacter spp.

Hiperplasia | Region Nada n Escaso n Moderado N Abundante n

Foveolar | gastrica

Nada Antro 71.4% 7 143% 6 0% 8 14.3% 25
Cuerpo  28.6% 5 357% 12 28.6% 14 7.1% 15
Fondo 31.8% 7 36.4% 14 27.3% 12 4.5% 13

Leve Antro 15.4% 7 23.1% 6 46.2% 8 15.4% 25
Cuerpo 3.6% 5 21.4% 12 35.7% 14 39.3% 15
Fondo 0% 7 26.1% 14 21.7% 12 522% 13

Moderado | Antro 0% 7 8.7% 6 87% 8 82.6% 25
Cuerpo 0% 5 25% 12 0% 14 75% 15
Fondo 0% 7 0% 14 100% 12 0% 13

Intenso Antro 0% 7 0% 6 0% 8 100% 25
Cuerpo 0% 5 0% 12 0% 14 0% 15
Fondo 0% 7 0% 14 0% 12 0% 13

Ji-cuadrada, Tendencia lineal, p=<0.05 Antro p= 0.000
Cuerpo p= 0.002
Fondo p=0.000

r-Gamma: Antro 0.858 Cuerpo 0.645 Fondo 0.733

Cuadro 16. Resultados de inmunohistoquimica con el anticuerpo H. pylori

policlonal de conejo.

IHQ Ac. H. pylori | Casa (n=14) Calle (n=32)

Total

Positivo 50% 96.87%
Negativo 50% 3.12%

82.60% (38/46)
17.39% (8/46)

Ji-cuadrada, p=<0.05

47



LISTADO DE FIGURAS.

Figura 1. Helicobacter spp. Microscopia electronica de barrido.

Figura 2. Perros de casa de distintas razas y perros de calle mestizos
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Normal Leve Moderado Severo Normal Leve Moderado Severo

Células mononucleares Metaplasia Intestinal

Figura 3. Escalas visuales de los parametros implicados en la clasificacion y gradacion de las gastritis.
Sistema Sydney renovado, 1994. RM Genta.

0 1 2 3 0 1 2 3
3a. Escalas visuales de los infiltrados inflamatorios, 3b. Escalas visuales de grado de atrofia, mucosa astral
grados 0 — 1 — 2 — 3 del Sistema Sydney renovado, y de cuerpo 0 — 1 — 2 — 3 (normal/atrofia leve,
1994. RM Genta. moderada, severa) del Sistema Sydney renovado,

1994. RM Genta.
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Figura 4. Mucosa géastrica de perro de casa #2 con Helicobacter spp. moderado.

Tincion de Warthin-Starry, 400X.
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Figura 5. uosa gastrica de perro de calle #24 con Helicobacter spp. moderado.
Tincion de Giemsa, 400X.
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Figura 6. Mucosa gastrica de perro de calle # 45 con Helicobacter spp. abundante.
Tincion de Hematoxilina/Eosina, 400X.

4 P a = 3 8
Figura 7. Grupo de organismos de Helicobacter spp. abundante en la superficie de la mucosa gastrica de
antro de perro de la calle #32. Tincion de inmunohistoquimica (Anticuerpo H. pylori policlonal de

conejo), 400X.
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Figura 8. Hiperplasia foveolar intensa en antro de la mucosa gastrica de perro de calle #24.

Tincion de Hematoxilina/eosina, 400X.

Figura 9. Mucosa gastrica de perro de

calle #29 con actividad intensa en cuerpo.

Tincion de Hematoxilina/eosina, 400X
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Figura 10. Mucosa gastrica de perro de calle #20 con gastritis linfoide ligera.

Tincion de Hematoxilina/eosina, 400X.

Flgura 11 Mucosa gastrlca de perro de calle #33 con atrofia de mucosa moderada en cuerpo

Tincion de Hematoxilian/eosina, 400X.
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