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RESUMEN

El vomito cronico en el perro y en el gato es un motivo frecuente de consulta en la
clinica de pequefios animales como signo de gastropatia crénica. Son muchas las causas de
estas patologias gastricas y, en ocasiones, es dificil llegar al diagnostico etioldgico, debiendo
recurrir en la mayoria de los casos a la exploracion endoscopica de la mucosa gastrica y al
estudio histopatoldgico de la biopsia obtenida. A través de este estudio se puede reconocer la
gastritis cronica superficial, la gastritis cronica atréfica, la gastritis cronica eosinofilica, la
gastritis cronica antral y las neoplasias gastricas. Las bacterias de localizacion gastrica,
pertenecientes al género Helicobacter (H), también se han sugerido como factor etiolégico
de las gastritis crénicas (Guilford y Strombeckc, 1996). La prevalencia de Helicobacter spp.
en perros y gatos es alta y varia segun se trate de animales clinicamente sanos o con signos
digestivos (Quiroga et al., 2009; Polanco et al., 2011; Amorim et al., 2015), pero la relacion
que existe entre estas bacterias y la enfermedad gastrica es poco clara, ya que la gastritis
acompafia la infeccion en algunos, pero no en todos los perros y gatos, y muchos no tienen
signos clinicos a pesar de la infeccion (Diker et al., 2002; Gémez y Orozco, 2003). El
objetivo de este trabajo es investigar la importancia del género Helicobacter en la

produccién de patologias gastricas en perros y gatos.
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SUMMARY

Chronic vomiting in dogs and cats is a frequent reason for consultation in the small
animal clinic as a sign of chronic gastropathy. There are many causes of these gastric
pathologies and, sometimes, it is difficult to arrive at the etiological diagnosis, having to
resort in the majority of the cases to the endoscopic exploration of the gastric mucosa and the
histopathological study of the biopsy obtained. Through this study, chronic superficial
gastritis, chronic atrophic gastritis, chronic eosinophilic gastritis, chronic antral gastritis and
gastric neoplasms can be recognized. Gastric localization bacteria, belonging to the genus
Helicobacter (H), have also been suggested as the etiological factor of chronic gastritis
(Guilford and Strombecke, 1996). The prevalence of Helicobacter spp. In dogs and cats is
high and varies according to whether they are clinically healthy animals or with digestive
signs (Quiroga et al., 2009; Polanco et al., 2011; Amorim et al., 2015), but the relationship
between these bacteria and disease Gastric disease is unclear, since gastritis accompanies
infection in some, but not in all dogs and cats, and many do not have clinical signs despite
infection (Diker et al., 2002; Gomez and Orozco, 2003). The objective of this work is to
investigate the importance of the genus Helicobacter in the production of gastric pathologies
in dogs and cats.
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INTRODUCCION

El vomito cronico es, en el perro y en el gato, un motivo frecuente de consulta en la
clinica de pequefios animales como signo de gastropatia crénica. Hay muchas causas, tanto
digestivas como no digestivas (dietéticas, farmacos, toxicos, enfermedades metabdlicas o
sistémicas, enfermedades neuroldgicas, etc.) que producen esta signologia, y se requiere, en
general, de un examen clinico exhaustivo para poder llegar a un diagnéstico etioldgico,
debiendo recurrir en la mayoria de los casos a la exploracion endoscopica de la mucosa
gastrica y al estudio histopatolégico de la biopsia obtenida. A través de este estudio se
pueden reconocer la gastritis cronica superficial, la gastritis cronica atrofica, la gastritis
crénica eosinofilica, la gastritis cronica antral y las neoplasias gastricas. Las bacterias de
localizacion gastrica, pertenecientes al género Helicobacter (H), se han sugerido también
como factor etiolégico de las gastritis cronicas (Guilford y Strombeckc, 1996). Estas
bacterias son Gram negativas, de forma curvada o espiralada, microaerofilas, productoras de
ureasa, proteinasas y lipasas y muy moviles, debido a la presencia de flagelos que le facilitan
su penetracion y movimiento dentro de la capa mucosa (Rappin, 1881).

El grupo de especies de Helicobacter que colonizan la mucosa de perros y gatos son:
H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. cynogastricus, H. baculiformis y H. heilmannii
sensu stricto (s.s.) (Haesebrouck et al., 2011) y son comunes las infecciones mixtas
involucrando diferentes especies (Van den Bulck et al., 2005; Ekman et al., 2013).
Actualmente, para mencionar a estas bacterias cuando son identificadas por su morfologia y
no a nivel de especie, se utiliza el término Helicobacter no H. pylori “non-H. pylori
Helicobacter” (NHPH).

La prevalencia de NHPH en perros es alta y varia de un 67% a un 100% segln se
trate de perros clinicamente sanos o con signos digestivos (Hermanns et al., 1995; Hwang et
al., 2002). En gatos la prevalencia varia entre 41 a 100% (Eaton et al., 1996; Jalava et al.,
1998; Happonen et al., 1998; Simpson, 1998; Diker et al., 2002; Hwang et al., 2002; Van
den Bulck et al., 2005; Quiroga et al., 2009; Polanco et al., 2011; Amorim et al., 2015).
Aunque la presencia de NHPH en perros y gatos es alta, se desconoce su rol en la patogenia
de la enfermedad géstrica, debido a que no esta clara la relacién existente entre la presencia
de esta bacteria y la patologia, ya que algunos animales infectados presentan signos clinicos
evidentes y otros no (Diker et al., 2002; Gémez y Orozco, 2003).

Por otra parte, se han detectado cambios histopatoldgicos en perros y gatos
infectados con signos digestivos, pero también en otros clinicamente sanos (Hermanns et al.,
1995; Simpson y Burrows, 1999).



Los métodos diagnosticos para las NHPH pueden ser invasivos y no invasivos, pero
el més utilizado es la histopatologia, donde las bacterias se reconocen facilmente usando
tinciones de Hematoxilina-Eosina, Giemsa o tinciones con plata. Su valor diagndstico radica
en que, ademas de identificar la bacteria, permite visualizar las alteraciones de la mucosa
gastrica (Scanziani et al., 2001; Mandado Pérez et al., 2003).

Los protocolos de tratamiento en animales de compafiia se basan en los que han
resultado efectivos contra H. pylori en humanos, combinando un inhibidor de la bomba de
protones y antimicrobianos, aunque algunos de estos regimenes causan s6lo supresion
transitoria en vez de erradicacién de la bacteria en perros y gatos (Strauss-Ayali y Simpson,
1999).

Esta infeccidn es, ademas, de importancia en la salud publica, ya que se considera de
riesgo zoonotico, debido a que se han aislado en pacientes humanos especies de NHPH que
habitan normalmente en la mucosa gastrica de perros y gatos (Lekunze Fritz et al., 2006; De
Bock et al., 2007; Yakoob et al., 2012).

El objetivo de este trabajo es investigar la importancia del género Helicobacter en la

produccion de patologias gastricas en perros y gatos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:
-Investigar la importancia del género Helicobacter en la produccion de patologias

gastricas en perros y gatos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

-Adquirir destreza en la basqueda y seleccidn bibliogréafica.
-Lograr entrenamiento en la lectura y escritura de textos cientificos.
-Estudiar las distintas especies de Helicobacter presentes en la mucosa gastrica de

perros y gatos.



HISTORIA

Los organismos espirales han sido descritos en la mucosa gastrica de gatos y perros
desde el siglo XIX y se consideran habitantes comunes de dicha mucosa (Happonen et al.,
1996)

En el afio 1881 Rappin reportdé la presencia de organismos espiralados en el
estobmago de perros (Rappin, 1881), y en el afio 1893 el investigador italiano Giulio
Bizzozero confirm6 el descubrimiento hecho por Rappin, y sefialé que estas bacterias se
asociaban con las células parietales del estomago del perro (Bizzozero, 1893). En 1896,
Salomon, luego de un importante estudio, describié tres bacterias espiraladas,
morfolégicamente diferentes, encontradas en la mucosa gastrica de perros y gatos, y logro
ademas, transmitir la infeccién a ratones al inocularles raspados gastricos en forma
experimental (Salomon, 1896).

Después del desarrollo de las técnicas de microscopia electronica y de biologia
molecular, se describieron distintas especies de bacterias Helicobacter dentro de la mucosa
gastrica canina y felina (Weber y Schmittdiel, 1962; Lockard y Boler, 1970).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FACTORES DE
VIRULENCIA

Helicobacter spp. son bacterias Gram negativas, de forma curvada o espiralada,
microaerdfilas, productoras de ureasa, y muy moviles debido a la presencia de maltiples
flagelos en uno o en ambos polos (Rappin, 1881). Al menos 24 especies han sido reportadas
(Fox JG, 2002), las cuales tienen genes productores de ureasa, que al desdoblar la urea,
genera amoniaco, originando una cubierta alcalina a su alrededor, lo que le permite
sobrevivir en el medioambiente acido del estomago (Heilmann y Borchard, 1991; Hermanns
et al., 1995; Hanninen et al., 1996). Esta enzima se localiza principalmente en el citoplasma
de las bacterias, pero también en su superficie, y constituye un mecanismo importante de
supervivencia para la colonizacion del estdbmago (Marcus y Scott, 2001); tiene dos
subunidades, ureA y UreB y en H. felis, se ha detectado un segundo sistema de ureasa,
UreA2B2, pero se desconoce su funcion y regulacion (Pot et al., 2007).

Ademaés, producen enzimas proteinasas y lipasas, que les permiten obtener nutrientes

para su desarrollo, reducir la viscosidad del mucus géstrico y facilitar su movimiento flagelar



(\Valdés, 2000), como también gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT), involucrada en la
muerte de células epiteliales gastricas y en la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T.
Ademas, convierten la glutamina (GIn) y el glutatién (GSH) en glutamato, lo que da lugar a
la formacion de especies reactivas de oxigeno y a un agotamiento de estos dos compuestos,
que puede conducir al desarrollo de patologias gastricas (Kim et al., 2007; Schmees et al.,
2007; Zhang et al., 2015).

Su forma espiralada y sus multiples flagelos le facilitan su penetracion y movimiento
dentro de la capa mucosa, permitiéndole escapar del pH extremadamente bajo y de los
movimientos peristalticos del estbmago (Mc Gowan et al., 1996).

La adherencia a la mucosa gastrica desempefia un papel importante en la
colonizacién y patogenicidad de algunas especies de Helicobacter (Taylor et al., 1992), sin
embargo, no es esencial para la colonizacién de todos los NHPH, porque, por ejemplo, H.
heilmannii y H. felis no se adhieren, sino que mantienen una proximidad a la mucosa,
presumiblemente por su motilidad activa (Lee et al., 1993).

Estos factores de virulencia contribuyen a los efectos patogénicos de la bacteria,
como la inflamacion, la alteracion de la barrera mucosa y la funcion gastrica fisioldgica
(Happonen, 1999). H. felis y H. bizzozeronii difieren en su patogenicidad, siendo H. felis
mas patdgeno que H. bizzozeronii, evidenciado por los efectos citopatogénicos (Peyrol et
al., 1998; Norris et al., 1999).

Durante mucho tiempo, a estas bacterias se las denominé H. heilmannii o “H.
heilmannii-like organisms”. Pero, a través del analisis de secuencias de los genes que
codifican para el 16S rRNA y 23S rRNA se supo que las bacterias llamadas H. heilmannii
comprendian varias especies que diferian entre si en mas del 3% de las secuencias de
nucledtidos, por lo cual se las subclasifico como “H. heilmannii” tipo 1y “H. heilmannii”
tipo 2 (Dewhirst et al., 2005). “H. heilmannii” tipo 1 corresponde al actual H. suis (Baele et
al., 2008 a), y “H. heilmannii” tipo 2 incluye a un grupo de especies: H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis y H. heilmannii s.s. que se encuentran en el estmago de perros y
gatos. H. cynogastricus encontrado en el perro, y H. baculiformis en el gato, también forman
parte de este grupo (Van den Bulck et al., 2006; Baele et al., 2008 b). Luego, para evitar
confusiones, se propuso mencionarlas como H. heilmannii sensu lato (s.l.) a todas las
especies del grupo reconocidas por su morfologia, y H. heilmannii s.s. cuando se identifica
como tal a nivel de especie mediante técnicas moleculares. Actualmente, para mencionar a
estas bacterias cuando son identificadas por su morfologia y no a nivel de especie, se utiliza
el término Helicobacter no H. pylori “non-H. pylori helicobacters” (NHPH) (Haesebrouck
et al., 2009).



ESPECIES

H. heilmannii

H. heilmannii tiene forma helicoidal, es fuertemente espiralada (4 a 8 espirales) y no
tiene fibrilos periplasmicos. Tiene 6 a 12 flagelos en cada polo. Mide de 3,5 a 7,5 um de
largo y 0,5 a 0,9 um de didmetro. Es muy parecido a H. felis pero sin fibrilos periplasmicos
(Hanninen et al., 1996; O’Rourke et al., 2004; Baele et al., 2008 b). (Figura 1).

Foto 1: Fotografia por microscopia electrénica de H. heilmannii (Stoffel et al.,
2000).

H. felis

H. felis tiene forma helicoidal, con un complejo de bobinas fuertemente enrolladas y
con fibrilos periplasmicos que se disponen de a pares y se enrollan alrededor del cuerpo del
microorganismo. En cada extremo tiene flagelos posicionados ligeramente fuera del centro
(Lee et al., 1988). Se encuentra exclusivamente en la capa de moco y no se une al epitelio
gastrico (Schreiber et al., 1999). En 1988 Lee et al. lograron aislarlo de biopsias gastricas de
perros y gatos, hasta ese entonces, sélo se tenia la descripcién morfologica de H. felis.
(Figura 2).



Foto 2: Microfotografia electronica de H. felis. (Lucy Thompson, school of
Biotechnology & Biomolecular Sciences, University of New South Wales).

H. bizzozeronii

H. bizzozeronii tiene forma espiralada muy cerrada, con 3 a 8 espirales, no tiene
fibrilos peripldsmicos y posee entre 10 a 20 flagelos envainados en ambos extremos,
ubicados ligeramente fuera del centro. Mide de 5 a 10 um de largo por 0,3 um de ancho
(Hanninen et al., 1996; O’Rourke et al., 2004; Baele et al., 2008 b). Se puede encontrar
superficialmente en el mucus, y en las glandulas gastricas, asi como en el interior de las
células parietales (Lockard y Boler, 1970). (Figura3).

Foto 3: Microfotografia electronica de H. bizzozeronii (Stoffel et al., 2000).



H. salomonis

H. salomonis tiene forma espiralada, pero menos cerrada, con espirales mas sueltos,
de 5a 7 um de largo por 0,8 a 1,2 um de ancho, y no tiene fibrilos periplasmicos. Tiene de
10 a 23 flagelos enfundados, en uno o en ambos extremos; el movimiento es mas lento que el
de H. felis o H. bizzozeronii. Los cultivos crecen como una pelicula difusa en medios de agar
fresco humedo, pero no se forman colonias individuales (Jalava et al., 1997). (Figura 4).

Foto 4: Microfotografia electrénica de H. salomonis (Stoffel et al., 2000).

H. cynogastricus

H. cynogastricus tiene forma espiralada, cerrada, y tiene un fibrilo periplasmico a lo

largo del lado externo del cuerpo (Van den Bulck et al., 2006).

H. baculiformis

Es una varilla grande y delgada con forma ligeramente espiralada y con fibrilos

periplasmicos (Baele et al., 2008 b).



H. ailurogastrico

Su forma es espiralada, mide de 3 a 5,5 um de largo y 0,5 a 0,7 um de ancho. Tiene
de 6 a 8 flagelos y no posee fibrilos periplasmicos. Recientemente, nueve cepas felinas de H.
heilmannii fueron clasificadas en dos grupos, uno altamente virulento y otro de baja
virulencia. Los genomas de estas cepas fueron secuenciados en un estudio realizado por
Joosten et al. (2016), quienes descubrieron que las cepas de baja virulencia no pertenecian a
la especie H. heilmannii sino a una especie nueva, estrechamente relacionada para la que se

propuso el nombre de H. ailurogastricus.

PREVALENCIA

La prevalencia de NHPH en perros es alta y varia de un 67% a un 100% segln se
trate de perros clinicamente sanos o con signos digestivos (Hermanns et al., 1995; Hwang et
al., 2002; Sung-Woo Ha et al., 2008). En gatos la prevalencia varia entre 41 a 100% (Eaton
et al., 1996; Jalava et al., 1998; Happonen et al., 1998; Simpson, 1998; Diker et al., 2002;
Hwang et al., 2002; Van den Bulck et al., 2005; Quiroga et al., 2009; Polanco et al., 2011,
Amorim et al., 2015).

H. felis (51,2%) y H. heilmannii (55,8%) son las especies mas prevalentes en gatos,
tanto en infecciones Unicas como mixtas. En perros H. bizzozeronii es la principal especie
infectante, ya que se identificé en el 70% de los estdémagos estudiados (Van den Bulck et al.,
2005; Jalava et al., 1998).

Las altas tasas de infecciones mixtas actualmente detectadas en los estdbmagos
felinos y caninos es del 62,8% y 55,5% respectivamente (Van den Bulck et al, 2005; Jalava
et al., 2005; Hanninen et al., 1998; Norris et al., 1999; Stoffel et al., 2000).

La tasa de prevalencia relacionada con la edad en perros es desconocida; en gatos,
los NHPH se han encontrado con mas frecuencia en adultos que en jovenes (Weber et al.,
1958; Otto et al., 1994; Guendulain et al., 2016).

EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

La transmision entre perros pareciera ser oral-oral y fecal oral, ya que se ha
detectado ADN de Helicobacter en la cavidad oral de perros y gatos (Recordati et al., 2007;

Shojaee Tabrizi et al., 2010). Hanninen et al. (1998) describieron la transmision de H.



salomonis de una madre a sus cachorros, por lo que se sospecha que la transmision seria
oral-oral u oral gastrico, por el intimo contacto que tiene la madre con sus cachorros.
También reportaron la transmision entre cachorros infectados y no infectados.

Sung-Woo Ha et al. (2008) realizaron un estudio en heces, saliva y placa dental en
perros con Yy sin signos gastrointestinales, de los cuales resultaron positivos un 68, 23 'y 1%
respectivamente.

Otro indicador de la transmision entre animales, es el indice de prevalencia, que es
mas alto en aquellos que viven en colonias donde la transmisidn es mas probable (Weber et
al., 1958; Henry et al., 1987, Eaton et al., 1996).

UBICACION

Los NHPH se ubican en las regiones cardial, fandica, del cuerpo y pilérica del
estomago (Hénninen et al , 1996), encontrandose histolégicamente sobre la superficie de la
mucosa, en las fosas gastricas, glandulas gastricas y células parietales (Henry et al., 1987;
Geyer et al., 1993).

Esofago

-~ s

-

N

Membrana |
mucosa \

Duodeno

Capas
musculares

Figura 1: Esquema gque muestra las distintas partes del estomago canino.

H. felis se encuentra, generalmente, en las proximidades de las microvellosidades de
las células parietales, en aposicion a su membrana externa, a nivel de los fibrilos

peripldsmicos. Esto no sucede con H. bizzozeronii (De Bock et al., 2006).



SIGNOS CLIiNICOS

En el perro pueden presentarse signos digestivos, aunque pareciera no existir una
relacion directa entre la presencia de la bacteria en el estomago y enfermedad gastrica, ya
que algunos perros infectados presentan signos clinicos evidentes y otros no. Si bien 61 a
100% de perros infectados han tenido vomitos crénicos, en un 67 a 86% de perros también
infectados, no se han evidenciado signos clinicos (Diker et al., 2002; Hwang et al., 2002;
Gomez y Orozco, 2003).

HALLAZGOS ENDOSCOPICOS

En el estudio endoscépico del estomago de perro se observa gran nimero de
bacterias y la presencia de abundante cantidad de mucus con zonas hiperémicas (Simpson y
Burrows, 1999), aunque Paz (2002), sefiala que la apariencia endoscépica de la mayoria de

los perros no presenta alteraciones evidentes.

La presencia de NHPH, en general, no se relaciona con alteraciones tales como
hiperplasia de la mucosa, metaplasia, atrofia o Ulceras. Las Ulceras gastricas y duodenales no
son frecuentes en perros y no se sabe aln si estan asociadas a la infeccién con NHPH

(Simpson y Burrows, 1999).

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Los NHPH caninos y felinos inducen gastritis histologicamente verificable; los
cambios histoldgicos tales como inflamacidn, foliculos linfocitarios y degeneracion de las
glandulas gastricas y células parietales en presencia de estos organismos indican su
patogenicidad, sin embargo, tales cambios se han detectado no s6lo en perros y gatos que
padecen signos gastrointestinales, sino también en perros y gatos clinicamente sanos (Weber
et al., 1958;Henry et al., 1987; Lee et al., 1992b; Geyer et al., 1993; Otto et al., 1994;
Hermanns et al., 1995).

En la mayoria de los animales los cambios histopatolégicos de la mucosa géstrica
incluyen, la dilatacion de glandulas géstricas, cambios degenerativos del epitelio superficial
y necrosis. También se producen cambios inflamatorios con infiltrado de neutrofilos,

linfocitos y células plasmaticas en el epitelio gastrico (Hermanns et al., 1995; Eaton et al.,

10



1996). Sin embargo, estos cambios se han detectado en perros y gatos con signologia
gastrointestinal, como también en animales clinicamente sanos (Simpson y Burrows, 1999).

La gastritis verificada histolégicamente en perros y gatos es una causa comdn de
vomito cronico en estas especies (Happonnen, 1999). La misma puede clasificarse como
aguda o cronica en base a los tipos de células inflamatorias, y como superficial o difusa
segun la distribucion de las células. Segun el tipo celular predominante, la gastritis cronica
puede dividirse en gastritis con células no especificas (células mononucleares), gastritis
eosinofilicas (eosinéfilos) y gastritis granulomatosa / histiocitica (macrofagos), siendo la
primera la mas frecuente. Tanto la gastritis atrofica, caracterizada por adelgazamiento de la
mucosa gastrica, reduccion del nimero de glandulas y aumento del nimero de linfocitos y
de células plasmaticas, como la gastritis hipertrofica, caracterizada por proliferacion de la
mucosa, no son tan comunes (Happonen, 1999).

La gastritis superficial a menudo cura, mientras que la gastritis severa difusa, la
atréfica y la hipertréfica pueden persistir durante meses, incluso afios (Van der Gaag y
Happé, 1989).

Foto 5: Numerosas bacterias espiraladas en la superficie gastrica tefiidas con

Hematoxilina-eosina. 1000x.

Foto 6: Numerosas bacterias espiraladas en la superficie gastrica tefiidas con
Warthin Starry. 1000x.
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DIAGNOSTICO

Los métodos diagndsticos para NHPH pueden ser invasivos y no invasivos. Los
invasivos, como el cultivo, histopatologia, impronta, prueba de ureasa en biopsias,
microscopia electronica, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y citologia por cepillo,
requieren de biopsia gastrica, la cual se toma por endoscopia y bajo anestesia. Los métodos
no invasivos como la serologia, prueba de urea en aliento (UBT), deteccion de ADN
bacteriano y antigenos en materia fecal, no requieren de biopsia gastrica ni anestesia, pero
sus costos son elevados (Happonen, 1999; Strauss-Ayali y Simpson, 1999; Esteves et al.,
2000).

Los NHPH pueden ser visualizados directamente mediante las técnicas de citologia
por cepillo, histopatologia, microscopia electrénica y en muestras de cultivo. La presencia
del organismo puede ser demostrada indirectamente mediante pruebas de ureasa, serologia y
por UBT. El uso de méas de un método diagndstico incrementa la sensibilidad en la deteccion
(Happonen et al., 2000). En animales, la PCR, los métodos seroldgicos y el UBT no se usan
rutinariamente (Happonen, 1999).

La prueba mas utilizada para el diagndstico es la histopatologia, donde las bacterias
se reconocen facilmente usando tinciones de Hematoxilina-Eosina, Giemsa o tinciones con
plata. Su valor diagnéstico radica en que, ademéas de identificar la bacteria, permite
visualizar las alteraciones de la mucosa gastrica (Scanziani et al., 2001; Mandado Pérez et
al., 2003).

Citologia por cepillado:

La citologia por cepillado (Gad et al., 1989; Mendoza et al., 1993; Carmona et al.,
1995) se lleva a cabo mediante la extension de moco gastrico sobre un portaobjetos que
después se seca Yy se tifie con Romanovsky si se requiere un resultado rapido, o con May-
Grinwald-Giemsa (MGG). La citologia del cepillado (Happonen et al., 1996) (citologia por
contacto) y de la impronta de una muestra de biopsia gastrica (Debongnie et al., 1995) son
excelentes métodos para la deteccidn de estas bacterias por microscopia dptica (Neiger et al.,
2009), y ha demostrado ser mas sensible que la observacion histoldgica de la biopsia
(Debongnie et al., 1994; Debongnie et al., 1995; Guendulain et al., 2012). Las bacterias

espirales se ven facilmente al microscopio éptico con un aumento de 400x.
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Foto 7: Numerosas bacterias con morfologia espiralada en una citologia por

cepillado a partir del estémago de un canino, May-Griinwald-Giemsa, 1000x (Happonen, 1.,

1999).
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Foto 8: Impronta gastrica con bacterias compatibles con Helicobacter spp. (May
Grunwald Giemsa, 1000x).

Prueba de ureasa:

Es una prueba facil de realizar, rapida y econémica. Una caracteristica tipica de los
NHPH gastricos es que son potentes productores de ureasa y esta prueba revela su
produccion enzimatica. Las muestras de biopsia de mucosa gastrica se colocan en un medio
que contiene urea y un color indicador de cambio de pH. EI amoniaco liberado por la enzima
ureasa causa un cambio de pH, y posteriormente, un cambio de color en el reactivo de
ensayo. El tiempo necesario para un resultado positivo es usualmente proporcional al nGmero
de bacterias, es decir, cuando se obtiene un resultado positivo rapidamente, es probable que
el recuento de bacterias sea alto (Hazell et al., 1987). Al duplicar la cantidad de tejido (tanto

en tamafio o nimero) en la prueba de ureasa acelera el resultado positivo aproximadamente
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1,5a2 horas (Laine aet al., 1996). De manera similar, se ha demostrado que la incubacién a
37 °C acelera el tiempo de obtencion de un resultado positivo, en comparacién con la
incubacion a temperatura ambiente (22-24 °C), por lo que se recomienda el calentamiento de
la muestra cuando el resultado final es deseado dentro de 1 a 2 horas (Laine et al., 1996 b).

Examen histolégico:

Las muestras de biopsia gastrica para el examen histologico generalmente se fijan en
formalina, son incrustadas en cera de parafina, y seccionadas. Las bacterias se pueden
visualizar con Hematoxilina eosina (HE), y con tinciones especiales tales como las tinciones
con plata Warthin Starry (Stevens et al., 1990), tincion con Giemsa (Madan et al., 1988),
tincién con Genta (Laine et al., 1997) y coloracion amarillo alfa / toludina azul (Leung et al.,
1996). ElI método de tincion Warthin-Starry es sensible para la demostracion de organismos
espiralados, pero es mas caro y dificil de realizar y no tiene ninguna ventaja sobre la tincion
Giemsa (Barthel et al., 1988). La tincion Genta también es buena para la visualizacion de
especies de Helicobacter y ademas permite la visualizacion de rasgos histoldgicos
simultaneamente, pero es un método laborioso y costoso.

Histol6gicamente, ademas de demostrar la presencia y localizacion de NHPH
gastricos, pueden evaluarse lesiones tales como inflamacion (Ashton-Key et al., 1996). Una
de las limitaciones es que cuando la densidad de los organismos en una muestra de biopsia
gastrica es baja, puede ser dificil su deteccion (EI-Zimaity et al., 1998).

Foto 9: A) Numerosas bacterias espiraladas en el epitelio superficial del estomago.
B) Infiltracion de linfocitos dentro de las glandulas géstricas de la mucosa antral de un perro
positivo a NHPH. C) Presencia de NHPH dentro de células parietales de la region del cuerpo
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géastrico. D) Grandes cantidades de bacterias dentro del moco géstrico superficial y en el
lumen de las glandulas géstricas en la region del cuerpo del estomago. El recuadro muestra
Helicobacter spp. dentro de las células parietales (Amorim et al 2015).

Foto 10: Infiltracion extensa de células linfoides (flechas abiertas) con formacion de
foliculos linfoides (flechas sélidas) en la mucosa y submucosa del estomago del gato,
Hematoxilina-eosina. Bar, 1.13 mm. (Handt et al., 1995).

? i .’.‘-;“rr".

Foto 11: Se observan numerosos H. pylori sobre el epitelio del lumen de una cripta
glandular en el estbmago de un gato con tincion de Warthin-Starry. Bar, 19.5 um (Handt et
al., 1995).

Microscopia electrénica:

La microscopia electronica de transmision (TEM) y la microscopia electrénica de
barrido (SEM) revelan no sélo la presencia de NHPH sino también su morfologia tipica, el

tamafio de la bacteria, el nimero de espirales, la presencia de flagelos y de fibrilos
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periplasmicos (Weber y Schmittdiel 1962, Lockard y Boler 1970, Henry et al., 1987, Lee et
al., 1988, Geyer et al., 1993, Handt et al., 1994).

H. heilmannii y H. felis (Eaton et al., 1996) son muy similares a H. bizzozeronii,
basandose en sus caracteristicas morfolégicas en TEM y SEM, a su vez la ultraestructura
celular de cepas cultivadas de H. bizzozeronii y H. salomonis no muestra una variacion
significativa entre ambas especies, por lo tanto, la microscopia electrénica no es un método

lo suficientemente sensible para determinar la especie (McNulty et al., 1989).

Foto 12: Microscopia electronica de transmision de mucosa gastrica canina
revelando caracteristicas morfoldgicas tipicas de (a) H. bizzozeronii, (b) H. felis con fibrilos
periplasmicos alrededor del cuerpo celular (flecha), y (c) cultivo de H. salomonis, asi como

(d) Infeccion mixta con H. bizzozeronii (Hb) y H. felis (Hf) (Happonen, 1999).

16



Foto 13: Microscopia electronica de transmision del estomago de un gato (Otto et
al., 1994).

Pruebas seroldgicas:

Actualmente no hay anticuerpos especificos disponibles para la deteccion seroldgica
e inmunohistoquimica de NHPH, los anticuerpos policlonales anti-H. pylori disponibles
comercialmente muestran reactividad cruzada entre H. pylori y las NHPH (Singhal y
Sepulveda, 2005).

Cultivo:

El cultivo bacteriologico de las especies de Helicobacter es dificil y no siempre
exitoso y, ademas, en el cultivo estas bacterias pueden perder su morfologia tipica, por lo
cual no permite la determinacion de las especies. Por otra parte, la mayoria de los
organismos gastricos no son cultivables (Jalava et al., 1998). Para el aislamiento de estas
bacterias se pueden usar, tanto el agar infusion cerebro corazon, como el agar Brucella, con

sangre bovina o equina y suplemento antibiético Skirrow (Hénninen et al., 1995).

Prueba de urea en aliento (UBT):

Esta prueba diagnostica la infeccion del género Helicobacter demostrando la

actividad de la ureasa de las bacterias. Después de un ayuno nocturno, se obtienen muestras
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de aliento basales, y luego se administra oralmente urea radiomarcada como sustrato. La urea
se puede marcar con 13C, un is6topo no radioactivo (Graham et al., 1987, Logan et al.,
1991), o con radioactividad 14C (Kubota et al., 2013). El aire exhalado se muestrea
usualmente 30 minutos después de la ingestion y el nivel de radiactividad se mide con un
espectrometro de masas (13C) o un contador de centelleo (14C). Las desventajas de la UBT
son los mayores costos debido a equipos especiales y el requisito de un isétopo radiactivo tal
como lo es el 14C (Happonen, 1999). La prueba de aliento de 13C-urea se ha evaluado en
perros y proporciona un procedimiento no invasivo para detectar NHPH en caninos
(Cornetta et al., 1998). Sin embargo, esta prueba no puede aplicarse a los animales debido a

la necesidad de instrumentos analiticos y a su alto costo (Nyan DC et al., 2004).

PCR:

Es la técnica mas precisa para determinar con certeza el género y para identificar las
especies. En un trabajo realizado por Moyaert et al. (2008), se estudiaron seis PCRs género
Helicobacter especificas, basadas en el gen 16S rRNA. Los resultados de este estudio
demostraron que la PCR descripta por Al-Soud et al. (2003) es altamente confiable para la
identificacion de especies de H. a nivel de género; esta resulté ser 100% inclusiva y 95,5%
exclusiva, y puede detectar 10 células bacterianas por mezcla de reaccion. Ademas es una
técnica que puede utilizarse para muestras fecales (Hoshina et al., 1990; Lee et al., 2007,
Moyaert et al., 2008).

Para la mayoria de las especies de Helicobacter, <2% de divergencia 0 >98% de
similitud en la secuencia del gen 16S rRNA, define de forma confiable una especie (Dewhirst
et al., 2005). Sin embargo, existe una similitud excepcionalmente alta (98-100%) en la
secuencia del gen 16S rRNA entre H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. heilmannii, H.
cynogastricus y H. baculiformis (Jalava et al., 1997; O'Rourke et al., 2004; Van den Bulck et
al., 2006; Baele et al., 2008 b).

Deteccidn en heces:

Dentro de los métodos no invasivos, las muestras de heces son faciles de obtener y
de alto interés para la deteccion directa de NHPH. La PCR fue utilizada con éxito para
detectar bacterias en heces (Lee et al., 2007). La deteccion del antigeno de H. felis en las
heces, tiene ciertas desventajas: la excrecion del antigeno es variable y puede degradarse al

pasar a través del intestino (Demirturk et al., 2003).
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Foto 14: Siembra en gel de agarosa del producto de la PCR para la corrida

electroforética y observacién mediante luz UV de bandas con peso molecular caracteristico.

TRATAMIENTO

Los protocolos de tratamiento en animales de compariia se han basado en los que han
resultado efectivos contra H. pylori en humanos (Strauss-Ayali y Simpson, 1999). H.
bizzozeronii, H. felis y H. salomonis obtenidos de perros y gatos, mostraron ser sensibles, in
vitro, a la ampicilina, claritromicina y tetraciclina, aunque también se encontrd resistencia al
metronidazol de algunas cepas de H. bizzozeronii y H. felis (Van den Bulck et al., 2005).

En perros, la terapia triple con claritromicina, amoxicilina y omeprazol o lansoprazol
administrada durante 7 dias, resultd eficiente para la erradicacion de Helicobacter spp.,
aungue la infeccion recurri6 en los perros mantenidos en contacto con otros perros
portadores de la bacteria (Anacleto et al., 2011).

En un estudio realizado por DeNovo y Magne (1995) en 63 perros y gatos, usando
una combinacién de metronidazol, amoxicilina y famotidina, resolvieron los signos clinicos
en el 90% de los casos. Mirzaeian et al. (2013) también utilizaron omeprazol como
inhibidor de la bomba de protones 0,5 mg/kg, claritromicina 7,5 mg/kg y amoxicilina 20
mg/kg pero durante 21 dias, con buenos resultados.

Khoshnegah et al. (2011) utilizaron una terapia cuddruple (omeprazol, amoxicilina,
metronidazol y claritromicina) por 14 dias en 13 gatos infectados naturalmente y
asintomaticos, pero no lograron eliminar los NHPH.

Leib et al. (2007) no encontraron ventajas de adicionar medicacion para suprimir la
secrecion de &cido géstrico al tratamiento con antibioticos.

Una terapia durante 21 dias o una terapia cuddruple seria apropiada para la
erradicacion de los NHPH de la mucosa gastrica de perros y gatos.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Helicobacter spp. en perros y gatos es alta, considerandose casi
universal su presencia en estos animales, pero aunque estas bacterias se han sugerido como
factor etiologico de las gastritis cronicas, su relacion con la enfermedad géstrica es poco
clara, ya que la gastritis acompafia la infeccion en algunos, pero no en todos los perros y
gatos, y muchos no tienen signos clinicos a pesar de la infeccion. Por este motivo, ante casos
clinicos de gastropatia cronica, deberdn descartarse todas las demas causas, antes de
involucrar a este agente como etiologia, a pesar de encontrarlo en la biopsia gastrica. Por lo
tanto, el tratamiento sélo deberia instaurarse si queda finalmente la sospecha de que los
signos son producidos por especies de este género, luego de descartar las demas causas

probables.
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