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RESUMEN

Los Helicobacter no-Helicobacter pylori (HNHP) incluyen varias
especies diferentes, tales como H. suis, H. felis, H. bizzozeronii,
H. salomonis, H. heilmannii sensu stricto (s.s.), H. cynogastricus
y H. baculiformis, algunas de las cuales colonizan el estémago
del hombre y de los perros. La identificacion de estas especies
de Helicobacter en perros es importante debido a que existen
evidencias sustanciales del potencial zoondtico de algunas de
ellas, tales como H. felis y H. bizzozeronii, a pesar de su baja
prevalencia. No existe informacién acerca de las especies
predominantes en los perros del pais y region y de las
caracteristicas de la poblacién afectada. Se colectaron muestras
de biopsias gastricas de 50 perros de entre 2 meses y 14 afos
de edad, 10 de razas puras y el resto mestizos, 29 machos y
21 hembras. El objetivo del trabajo fue detectar mediante PCR,
HNHP en biopsias gastricas de perros y asociarlas a la raza,
edad y sexo. H. bizzozeronii fue identificado en el 28% de las
muestras y H. felis en el 4%. A pesar de que el perfil de riesgo fue
determinado y de que los animales en los que mas comunmente
se detectaron los HNHP fueron machos, mayores de 3,8 afios y
mestizos, no hubo evidencia estadisticamente significativa.
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ABSTRACT

No Helicobacter pylori Helicobacter (NHPH) include different
species such as H. suis, H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis,
H. heilmannii sensu stricto (s.s.), H. cynogastricus and H.
baculiformis, some of which colonize the stomach of dogs and
humans. The identification of these species in dogs is important
due to the evidence of the zoonotic potential of some of them, like
H. felis y H. bizzozeronii, despite of its low prevalence. There is
no records about the prevailing species in dogs of the Region or
Country, and about the characteristics of the affected population.
Gastric biopsy specimens of 50 dogs between 2 months and 14
years of age, 10 pure-breed and 40 mixed-breed, 29 males and
21 females, were collected. The aim of this work was to detect by
PCR, HNHP in dog’s gastric biopsy and to associate them with
breed, age and sex of the dogs. H. bizzozeronii was identified
in 28% of the samples and H. felis in 4% of them. Although the
risk profile was determined and that the most commonly infected
dogs were male, older than 3.8 years and mixed breed, there is
no significant statistic evidence.
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INTRODUCCION

El género Helicobacter incluye varias especies que afectan a
un amplio espectro de animales y al ser humano. H. pylori es
el mas importante en el hombre dada su fuerte implicancia en
las gastritis cronicas, Ulceras y neoplasias gastricas [24, 28],
pero existen otras especies de este género como H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. heilmannii sensu stricto (s.s.), H.
cynogastricus y H. baculiformis, conocidas como Helicobacter
no-Helicobacter pylori (HNHP), algunas de las cuales colonizan
el estomago de perros (canis familiaris), gatos (felis catus) y
humanos [4, 12, 20, 22, 26, 39].

La prevalencia de HNHP en caninos es alta y varia de un
60 a un 100% segun se trate de perros clinicamente sanos o
con signos digestivos [11, 12, 16, 19, 22, 38]. H. bizzozeronii, H.
felis, H. salomonis, H. heilmannii s.s. y H. cynogastricus han sido
identificadas en perros [12, 20, 22, 26, 39] y esto es importante
debido al potencial zoondtico de algunas de estas especies, como
H. bizzozeronii y H. felis [9, 21]. H. bizzozeronii es la especie
que predomina en la mucosa gastrica del perro, en cambio, H.
salomonis se encuentra en forma esporadica [38].

Estas bacterias se encuentran en todas las regiones del
estémago, tanto en el fundus, como en el cuerpo y el antro, y
se ubican sobre la superficie mucosa, en las fosetas gastricas,
en la profundidad de las glandulas gastricas y en las células
parietales [11, 17].

No esta claro si existe relacion entre la presencia de
Helicobacter spp. y enfermedad gastrica en el perro, ya que la
gastritis acompana la infeccion en algunos, pero no en todos
los perros, y muchos no tienen signos clinicos a pesar de la
infeccion. Se desconoce la importancia patogénica de las HNHP
en perros y las diferencias en la patogenicidad entre las distintas
cepas dentro de una misma especie [11].

La prueba mas utilizada para realizar el diagnostico es la
histopatologia, donde las bacterias se reconocen facilmente
usando tinciones de Hematoxilina-Eosina, Giemsa o tinciones
con plata, pero la identificacion de especies no es posible a
través de los hallazgos histologicos, de la morfologia de las
colonias en el cultivo, ni de las caracteristicas ultraestructurales
a la microscopia electronica (ME) [15]. La reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) [23] permite, en cambio, mediante la
amplificacion de segmentos génicos, la deteccién de Helicobacter
a nivel de género y especie [1, 6, 13, 27, 32, 34].

No se conoce la via de transmisién, postulandose la via oral-
oral o bien fecal-oral debido a que se han encontrado estas
bacterias tanto, en materia fecal como en saliva y placa dental
[31, 36]. La deteccion de HNHP en la mucosa del estomago
de seres humanos y perros, sugiere la posibilidad de que los
animales jueguen un rol importante en la patogenia y transmision
de la infeccién al hombre [9, 21].

Los antecedentes acerca de la posible asociacion de la
presencia de la bacteria con factores de riesgo intrinsecos del

perro, como sexo o edad son escasos y poco concluyentes, ya
que se ha informado la presencia del agente en perros jévenes y
viejos de ambos sexos [16, 37].

Debido al potencial zoondtico de algunas especies de HNHP,
a la escasa informacion acerca de la presencia de estas especies
en el pais y region, y al desconocimiento de las caracteristicas
de los perros afectados, los objetivos del presente trabajo fueron:
1) Detectar HNHP en biopsias gastricas de perros y 2) Asociar la
presencia de HNHP segun raza, edad y sexo de los perros.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el hospital de Clinica
Animal y en el laboratorio de Patologia Animal de la Facultad
de Agronomia y Veterinaria (FAV, UNRC, Rio Cuarto, Cérdoba,
Argentina) de acuerdo a las pautas éticas internacionales para la
investigacion biomédica [7].

Se realizd6 un estudio de corte transversal, la unidad de
muestreo fueron pacientes caninos del hospital de Clinica Animal
derivados a cirugia, de los cuales se colectaron muestras de
biopsias gastricas y se registraron algunas variables como raza,
edad y sexo.

Poblacion en estudio y toma de muestras

Se colectaron muestras de biopsias gastricas de perros
ingresados al hospital de Clinica Animal de la FAV y derivados a
cirugia por diferentes patologias (n=50). Ninguno de estos perros
presentaba antecedentes de enfermedad gastrica, ni signos
clinicos relacionados. Los perros tenian entre 2 meses y 14 afios
de edad, 10 eran de razas puras y el resto mestizos, 29 machos y
21 hembras. Previo a la inclusion de los animales en el estudio se
solicitdé conformidad por escrito a los propietarios de los mismos.

La toma de muestras se realizd en el momento de la anestesia,
mediante endoscopia gastrica. La maniobra se realizd bajo
anestesia general con el siguiente protocolo: nalbufina (1mg/kg)
+ acepromacina (0,05 mg/kg) como premedicacion, propofol (5
mg/kg) IV a efecto para la induccion e intubacion e isoflurano 1,7
vol% para el mantenimiento. Para la gastroscopia, el paciente
se colocd en decubito lateral izquierdo; el tubo de insercion se
introdujo por la boca hasta el estomago y mediante el pasaje de
una pinza de biopsia por el canal de trabajo del videoendoscopio
(Storz, Alemania, con tubo de insercién de 1,4 m de largo, 9,8 mm
de diametro y canal de biopsia de 2,8 mm) se tomaron muestras
de la mucosa gastrica. El endoscopio y la pinza de biopsia fueron
lavados y desinfectados con solucidon acuosa de glutaraldehido
al 2% entre las tomas de muestras de cada paciente, segun
recomendaciones de la Organizacion Mundial de Endoscopia
[41]. Las muestras obtenidas se colocaron en tubos estériles
de 1,5 mL correctamente identificados y se almacenaron en
ultracongelador a -70°C (Thermo Quest, Forma Scientific 8458,
EUA) hasta su posterior procesamiento.
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Procesamiento de las muestras

Extraccion de ADN. Para la extraccion del ADN, cada una
de las muestras de biopsia gastrica fue suspendida en 1 mL de
soluciodn fisiologia estéril, agitada vigorosamente con vortex (MX-
S, Dragonlab, China) por 1 min y centrifugada a 14.000 unidades
G por 10 min. El sobrenadante fue descartado y el ADN del
sedimento fue extraido con kit comercial (DNAzol, Invitrogen, CA,
EUA), [8], de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ADN
obtenido fue almacenado a -20°C (Freezer Whirlpool, WVU26C,
Whirlpool S.A., Brasil) hasta el momento de su procesamiento [8].

Identificacion de especies de HNHP. Para la deteccion de
HNHP a nivel de género, se amplificé mediante PCR un fragmento
del gen 16SRNAr utilizando los cebadores y condiciones
previamente descriptas (Labnet MultiGene™ Gradient PCR
Thermal Cycler, Edison, EUA) [1]. Esta PCR fue considerada la
prueba tamiz. Las muestras que dieron positivas a la PCR tamiz
fueron posteriormente analizadas para determinar la presencia
de H. bizzozeronii y H. felis utilizando los cebadores Fe1F, Fe3R,
Bi1F y Bi2R y las condiciones previamente descritas [5]. En todos
los casos se utilizaron como controles positivos, muestras de
ADN cedidas para este estudio por la Universidad de Buenos
Aires, Argentina y la Universidad de Ghent, Bélgica.

De las muestras remanentes, que habian sido positivas
a la PCR tamiz y negativas a H. bizzozeronii y H. felis, fueron
seleccionadas al azar nueve, que fueron nuevamente amplificadas
[1] y los productos de la PCR fueron purificados (Puriprep-GP
Kit, InbioHighway, Tandil, Republica Argentina), cuantificados
y secuenciados (ABI 3130xl; Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) utilizando los cebadores previamente mencionados
[1]. Las secuencias fueron visualizadas con el software BioEdit
[14] y alineadas con las bases de datos disponibles utilizando el
software BLAST [2].

Analisis estadistico. Se confeccion6 una ficha ad-hoc para
cada paciente, donde se registro, raza, edad y sexo. Se calculd
la prevalencia de HNHP total y segun sexo, edad y raza de la
poblacién estudiada. Se determind el intervalo de confianza (IC)
de la prevalencia de perros positivos a HNHP, H. bizzozeroniiy H.
felis utilizando el programa Epidat [18]. Para determinar alguna
asociacion entre la deteccion de HNHP y la edad, raza y sexo
de los perros se calculd la razén de prevalencia. Con los datos
obtenidos se determiné el perfil de riesgo de perros positivos a
HNHP para esta poblacion. Para ello, las variables establecidas
fueron las siguientes: 1) Edad: mayor (> de 3,8 afios) y menor
(< 3,8 afios) al promedio; 2) Raza: puros y mestizos; 3) Sexo:
macho y hembra

RESULTADOS Y DISCUSION

La prevalencia cruda de HNHP detectada en los 50 animales
muestreados fue del 58% (29/50) -IC 95: 43,3-72,7%-. Por otro
lado, el 68,9% fueron perros mestizos y 31,1% fueron de raza
pura. En cuanto al sexo se pudo determinar que el 65,5% eran
machos y 34,5% hembras, de los cuales el 48,3% eran perros
menores de 3,8 afios de edad y el 51,7% fueron mayores. El
porcentaje de positivos de manera detallada se muestra en la
TABLA |. La prevalencia de HNHP encontrada en el presente
estudio fue ligeramente menor a los valores de prevalencia
informados en investigaciones realizadas en otras partes del
mundo, en perros con o sin sintomatologia digestiva [3, 12, 16,
19, 22, 29, 38], en las cuales se encontr6 un amplio rango de
prevalencias, entre un 60 y 100%. Sin embargo, estuvo muy por
debajo de la obtenida en paises vecinos, ya que se han informado
prevalencias del 96% de Helicobacter spp. en perros sanos en
Brasil [25], del 95% en perros sanos y enfermos en Venezuela
[29] y entre un 75,9 - 100% de perros con y sin lesiones gastricas
en Chile [37].

TABLA |

PORCENTAJE DE PCR POSITIVOS PARA LA DETECCION DE HELICOBACTER SPP. SEGUN RAZA, SEXO Y EDAD DE
LOS ANIMALES MUESTREADOS

SEXO
MACHO HEMBRA TOTAL
EDAD <3,8ANOS > 3,8 ANOS TOTAL <3,8ANOS > 3,8 ANOS TOTAL
PURO 100% (2/2) 83% (5/6) 87,5% (7/8)  100% (1/1) 20% (1/5) 33,3% (2/6)  64,3% (9/14)
RAZA
MESTIZO  53% (9/17) 50% (3/6)  52,2% (12/23) 33,3% (2/6)  86% (6/7) 61,5% (8/13) 55,5% (20/36)
TOTAL 58% (11/19) 66,6% (8/12) 61,3% (19/31)  43% (3/7)  58,3% (7/12) 52,6% (10/19)  58% (29/50)
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En concordancia con otros investigadores [30, 38, 40] H.
bizzozeronii fue identificado en el 28% (14/50) de las muestras
analizadas (IC 95: 14,5 - 41,4 %). Esto reviste verdadera
importancia, ya que se ha demostrado el potencial zoondtico de
esta especie [21, 23, 42]. Solo el 4% de las muestras arrojaron
resultado positivo a H. felis [19, 38, 40]. En el presente estudio
no se observaron infecciones mixtas con H. bizzozeronii y H.
felis como ha sido recientemente informado [3]. En este sentido,
se considera necesario realizar nuevas investigaciones con un
numero mayor de muestras y que contemplen la deteccion de
mas especies de HNHP.

Las secuencias del fragmento del gen 16SARNr de las nueve
muestras analizadas mediante el analisis in silico, presentaron
99% de similitud con mas de 60 secuencias de: H. felis, H.
heilmannii, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. cynogastricus, H.
baculiformis 'y H. spp. Desafortunadamente no pudo identificarse
la especie a la que pertenecian, ya que las secuencias mostraron
similitud con muchas especies de HNHP. En este sentido, si bien
se han informado varias PCR para la deteccion de Helicobacter

a nivel de género, amplificando segmentos del gen 16SARNr [1,
6, 13, 27, 32, 34], también se ha sefialado que el analisis de
este gen no permite discriminar entre H. bizzozeronii, H. felis y H.
salomonis debido al alto grado de semejanza entre estas especies
[10]. El tema se torna mas complejo aun si se considera el alto
grado de similitud, entre el 93 y el 99%, observado en el analisis
de las secuencias de este gen en otras especies recientemente
informadas como “Candidatus H. heilmannii’ [27], H. cynogastricus
[39], H. baculiformis [4] y H. heilmannii s.s. [35]. Por ello, y ante
la falta de PCR especificas de especie, el analisis de otros genes
como el de la ureasa, deberian evaluarse cuidadosamente para
una certera identificacién de las mismas [27].

De las muestras positivas a H. bizzozeronii, 71,4% fueron
perros mestizos y 28,6% perros de raza pura; 64,3% machos y
35,7% hembras y 42,8% menores de 3,8 afios y 57,2% mayores.
El porcentaje de positivos de manera detallada segun raza,
sexo y edad se muestra en la TABLA II. H. felis fue detectado
en el 4% (2/50), ambos correspondieron a machos, mestizos,
menores de 3,8 afos.

TABLA 1l
PORCENTAJE DE PCR POSITIVOS PARA LA DETECCION DE H. BIZZOZERONII SEGUN RAZA, SEXO Y EDAD DE LOS
ANIMALES MUESTREADOS

SEXO
MACHO HEMBRA TOTAL
EDAD < 3,8 ANOS > 3,8 ANOS TOTAL < 3,8 ANOS > 3,8 ANOS TOTAL
PURO 0% 50% 37,5% 0% 20% 16,6% 28,6%
(0/2) (3/6) (3/8) (0/1) (1/5) (1/6) (4/14)
RAZA
MESTIZO 29,4% 16,6% 26% 16,6% 42,8% 30,8% 27,7%
(5/17) (1/6) (6/23) (1/6) (3/7) (4/13) (10/36)
TOTAL 26,3% 33,3% 29% 14,3% 33,3% 26,3% 28%
(5/19) (4112) (9/31) (/7) (4/12) (5/19) (14/50)

El perfil de riesgo de los perros que acudieron a la guardia,
positivos a Helicobacter spp., fue: macho, mayor de 3,8 afios y
mestizo. En cuanto a las razones de prevalencia, la asociacion
entre raza fue: 1,15 raza pura vs mestizos; edad: 1,24 mas de
3,8 afios vs menor de 3,8 afios y sexo: 1,16 macho vs hembra.
Respecto a la asociacion entre la presencia de HNHP y la
raza, sexo o edad de los animales estudiados, a pesar de que
el perfil de riesgo fue determinado y de que aparentemente los
animales en los que mas comunmente se detectaron fueron
machos, mayores de 3,8 afios y mestizos, no hubo evidencia
estadisticamente significativa (P=0,05). Esto coincide con lo
previamente informado, en donde se detecté el agente en perros
jévenes y viejos de ambos sexos [16, 37].

Los resultados obtenidos en el presente trabajo generan
antecedentes relevantes acerca de la presencia de HNHP en el
pais y en la regién bajo estudio, dado que no se ha encontrado

informacioén alguna acerca de la identificacion de Helicobacter a
nivel de especie en Argentina ni en paises vecinos, lo que resulta
fundamental para poder determinar la significancia clinica de
cada especie, tanto en animales como en el hombre.

Por otro lado, debido a la deteccion de especies de HNHP con
alto potencial zoondtico, se considera importante profundizar el
conocimiento de las infecciones producidas por esta bacteria,
tanto en los animales como en el hombre. En ese sentido, el
equipo de investigacion esta llevando a cabo estudios mas
exhaustivos al respecto. Este informe establece un precedente
para futuros estudios sobre la enfermedad y el diagndstico de
HNHP en perros del pais.

CONCLUSION

El presente trabajo es el primer estudio reportado para la
identificacion de HNHP a nivel de especie en perros en el pais.
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Se concluye que los perros bajo estudio presentan HNHP y que
de las dos especies encontradas, H. bizzozeronii predomina
sobre H. felis, sin el hallazgo de infecciones mixtas.

Apesar de que no hubo evidencia significativa, los perros en los
que mas comunmente se encontraron los HNHP fueron machos,
mayores de 3,8 afios y mestizos. Se considera necesario realizar
nuevas investigaciones con un numero mayor de muestras y que
contemplen la deteccidon de mas especies de HNHP.
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