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Resumen

Lavirulenciay patogenicidad del Helicobacter causan dafios que van desde gastritis
hasta carcinomagastrico en €l hombre (H. pylori) y en losanimales (Helicobacter
spp). Ademés de H. felis en perros y gatos, también se ha reportado H. pylori,
H. helmannii y H. Bizzozeronii, sugiriendo probabilidades de zoondticas. Existe
alta prevaencia de helicobacter no-H. pylori (HNHP) en perros y gatos y en
Venezuela, oficialmente muy pocos estudios describen la presencia de Helicobacter
spp., siendo el objetivo de este trabajo determinar las especies de Helicobacter que
afectan a los caninos domésticos en el pais a través de la identificacion por estudio
molecular de HNHP presentes en la mucosa géstrica de perros.

Estainvestigacion de tipo descriptiva bajo un disefio de campo, fue aplicadaen 20
perros escogidos al azar de una pablacién de 55 pacientes del Hospital Veterinario
Universitario UNEFM con y sin historia clinica de afeccién gastrointestinal. Cada
perro fue endoscopiado y setomd muestras de fundus géstrico que fueron sometidas
adeteccion de ADN de HNHPy secuenciacion del en 16SARNr. Se detectd ADN
de HNHP en 19 perros y las secuencias del gen 16S ARNr compartieron el 99-
100% de identidad con los genes 16S ARNr de H. felis en 15 perros, H. salomonis
en 2 y Helicobacter spp. en 2 perros. En Venezuela, existe ata prevalencia de
HNHP en perros, y no necesariamente provocan lesiones en la mucosa gastrica y
estadisticamente no hay significancia con las lesiones.
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Introduccién

La familia Helicobacteraceae pertenece
a la subdivisiéon épsilon de las
protecbacterias, compuesta por los
géneros Helicobacter y Wolinella. Estas
bacterias se encuentran ampliamente
distribuidas en el tracto digestivo
de animales y humanos [Bohr et al.,
(2002)], Actualmente, Helicobacter spp.
se encuentran divididos en un grupo
géstrico, que produce una potente
ureasa intracelular y un grupo entérico,
que comprende especies intestinales,
hepdticas, biliares y gastrointestinales,
que pueden ser ureasa positiva o
negativa [Gueneau y Loiseaux-De Goér,
(2002); Pot et al., (2007)]. Ademas
de Helicobacter pylori (H. pylori),
también se ha aislado en humanos
H. bizzozeronii, H. heilmannii, H.
pullorum, H. felis, H. canadensis, H.
canis, H. sp flexispira [Garcia-Campo
et al., (2003)]. Recientemente ha sido
reportado H. cetorum y una especie del
género Wolinella, denominada Wolinella
africanus [Garcia-Amado et al., (2007)].
Se han descrito hasta ahora a menos 38
especies diferentes entre muchos méas
que aguardan ser clasificados [Harbour
y Sutton, (2008); Haesebrouck et al.,
(2009)]. Lainfeccion ha sido reportada
en animales domésticos, caninos y
felinos salvajes [Kinsel et al., (1998a);
Kinsel et al., (1998b); Erginsoy et al.,
(2004)]. De esta variedad, hasta ahora,
H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis,
H. cynogastricus, H. baculiformis. y
H. suis, se encuentran comuUnmente
en perros, gatos y cerdos [Bagle et al.,
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(2004); Baele et al., (2009); Smet et
al., (2011)]. H. heilmanni y H. felis se
han asociado con gastritis en animales,
y principamente en la mucosa antral
de humanos (Fox, 2002). Helicobacter
felis fue aislada por primera vez en
estomago de gatos y posteriormente
de perros [De Groote et al., (2001)].
Morfologicamente difiere del resto
de las especies por ser mas espiralado
y como caracteristica morfoldgica
ultraestructural presenta fibras
periplasmicas y entre 10 y 17 flagelos
envainados, monopolares ligeramente
excéntricos. Su taxonomia y filogenia
ha demostrado que ser una especie muy
préximaaH. pylori, cuya seroconversion
es de respuesta inmunoldgica mas
enérgica que para H. pylori [Pastar et
al., (1991)]. El aislamiento de H. pylori
en un grupo de gatos de laboratorio,
planted la posibilidad de transmision
a humanos [Simpson vy Burrows,
(1999)], razon por lo que los estudios
moleculares, comienzan a dilucidar las
posibilidades de transmision de esta
bacteria [Debongnie et al., (2005);
Gomez et al., (2006)]. Seglin Harbour y
Sutton (2008), el contagio en humanos
sucede a menos por 11 diferentes
especies y €l riesgo esta dirigido a
veterinarios, agricultores y propietarios
de mascotas. EI método diagndstico
para Helicobacter spp debera ser capaz
de indicar la presencia o ausencia de la
bacteria [Harris et al., (2005)]. Estos
métodos han sido utilizados en todas las
especies de este género (Dewhirst et al.,
(2005); Jergens et al., (2009); Harbour y
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Sutton, (2008)] y pueden ser invasivos
y no invasivos [Happonen et al., (1998);
Strauss-Ayali et al., (1999); Bravo et al.,
(2000); Esteves et al., (2000); Firman,
(2000); Zerpa, (2003)]. Ultimamente
se han incluido dos métodos. uno, la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para demostrar la presencia del
ADN del Helicobacter spp en biopsias
géstricas, aun cuando €l nimero es bajo
para ser detectado por otros métodos
[GOomez et al., (2006)]; secuenciacion
del RNA ribosomal para codificar
los genes 16S y 23S permitiendo la
diferenciacion de H. suis gastrico de
los demés especies Helicobacter no H.
pylori, pero no puede distinguir entre
H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis,
H. heilmannii, H. cynogastricus y H.
baculiformis [Haesebrouck et al,
(2009); Haesebrouck et al., (2011)] y €
otro método, hibridacion fluorescente in
situ (FISH) que es unatécnica utilizada
para la deteccion de bacterias en su
habitat natural a través del empleo de
la microscopia de fluorescencia en
muestra preparadas y en este caso, de
la mucosa gastrica de seres humanos
o0 animales infectados [De Reuse et
al.,, (1997); Hwang et al., (2002);
Harbour y Sutton (2008); Jergens et
al., (2009)]. En animaes, aunque la
infeccion por H. felis es suficiente para
iniciar la inflamacién gastrica y atrofia,
la erradicacion bacterianay la respuesta
inmune sistémica a la infeccion estéan
significativamente  influenciadas por
la microbiota gastrica preexistente y
adquirida[Schmitz etal., (2011)], lacua
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puede ser confirmada por microscopia
electronica de transmisién [Simpson y
Burrow, (1999); Lanzoni et al., (2011)].
A nivel internacional es reportada ata
prevalencia de NHPH gastrica en perros
y gatos (> 70%) y no se correlacionan
con los signos clinicos y la gravedad de
gastritis [Happonen et al., (1998)]. Las
primeras investigaciones sobre género
Helicobacter y su relacion con mascotas
domésticas en Venezuela, seiniciaron en
el estado Lara con €l estudio serol6gico
de 22 perros de los cuales, e 77,28%
(17 perros) resultd con anticuerpos
contra H. pylori [Orellana, (1997)]. En
una muestra de 43 perros sin distincién
de raza, sexo ni edad perteneciente a
una poblacion canina del estado Aragua,
Polanco et al., (2006) reportan 100 %
de positividad a la prueba de ureasa,
4.7% de perros con anticuerpos contra
H. pylori y la presencia de bacterias
espiraladas en mucosa gastrica por
histoquimica. Un estudio en 30 perros
pacientes del Hospital Veterinario
“Dr. Guillermo Carrillo”, la Unidad de
Investigacion Quirargica Veterinaria
UNEFM, inicié una investigacion en
afecciones gastrointestinales, revelando
6.67% de pacientes positivos ala prueba
rapida de determinacion de anticuerpos
contra H. pylori Jaimes, (2007) y 19
pacientes (63.33%) positivos ala prueba
de ureasa Lora, (2007). La microscopica
Optica constatd que e 60% (18 perros),
registrarén lesiones histopatol dgicas
y en algunos casos, acompafiados de
bacterias espirdadas Mufioz y Varela,
(2007), revelando por microscopia
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electronica la presencia de bacterias
gastricas  semejantes a especies del
género Helicobacter en el 80% de las
muestras analizadas (Oviol, 2007). Estos
resultados no indicaron relacion entre
la presencia de bacterias y los dafios
registrados, ya que estas también fueron
encontradas en pacientes con mucosa
gastrica normal Polanco, (2008). En
consecuencia, este trabgjo tuvo como
objetivo determinar las especies de
Helicobacter que afectan a los caninos
domésticos en el pais a través de la
identificacion por estudio molecular de
HNHP presentes en la mucosa géstrica
de perros.

Materialesy M étodos
Estainvestigacién fue detipo descriptiva
bajo un disefio de campo aplicada los
municipios Miranday Colina del estado
Falcon, Venezuela y desarrollada en
el Hospital Veterinario Universitario
“Dr. Guillermo J. Carrillo H.” de la
Universidad Nacional Experimental
“Francisco de Miranda’, estado Falcon.
Involucré a 30 pacientes caninos entre
0, 8-9 afios de edad, con signos clinicos
de enfermedad del tracto digestivo
superior, durante marzo y junio de 2009.
En el 2010, fueron reclutados 20 de estos
perroscon el objetivo derealizar estudios
de diagndstico por biologia molecular
planteado en esta investigacion.

Procedimiento

Se redizaron técnicas diagndsticas
por biologia molecular para confirmar
los registros obtenidos anteriores. Se
tomaron 2 muestras de fundus gastrico
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de cada perro con un endoscopio de fibra
Optica estandar de 0,8 mm. Olympus,
GFX Il (Japdn) siguiendo el protocolo
de anestesia y de rutina endoscopica
aprobado por e Comité de Etica
UNEFM. Ambas muestras se utilizaron
para extraccion de ADN vy la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) y fueron
procesadas en Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC).
Para los ensayos de PCR se extrgjo el
ADN de las biopsias de fundus por
medio de la QlAamp DNA Mini Kit
de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Qiagen Inc, Vaencia, CA).
El ADN de Helicobacteraceae y de
Helicobacter se detectaron con ensayos
de PCR especificos para la familia y el
género dirigidasa 764 pby 399 pb delos
fragmentos del gen 16S ARNr [Germani
et al., (1997) y Bohr et al., (2002)].
La presencia de ADN del H. pylori se
descartd mediante ensayos especificos
para un fragmento 294 pb del gen gimM
y un fragmento de 128 pb del gen cagA
[Kansau et al., (1996), Rugge et al.,
(1999)]. Las PCR se redizaron con
el kit Ready to-Go PCR (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway, NJ) en
un modelo termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Hayward, C.A). Los amplificados se
visuadlizaron mediante la €jecucion
de la mezcla de reaccion en un gel
de agarosa TBE (2,0%), tincion con
bromuro de etidio, y la observacién
con un transiluminador UV. Para la
secuenciacion del gen 16S ARNr y
analisis de la secuencia, |os fragmentos
especificos Helicobacteraceae del gen
16S ARNr (764 pb) amplificados fueron
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procesadoscomolodescribe[Bohr etal.’
(2002)]. Las diecinueve ampliaciones de
ambas hebras purificados y secuenciados
en las instalaciones de CeSAAN (1VIC,
Altos de Pipe, Venezueld) con un
secuenciador ABI PRISMTM 3130x!
(Applied Biosystems, Foster, C.A).
Las secuencias se compararon por el
buscador BLAST con la compilacion
de secuencias de genes 16S ARNr
disponibles en la biblioteca de busqueda
de nucledtidos GenBank y susresultados
fueron depositados bajo los nimeros
de acceso GQ181184-GQ181202.
El analisis filogenético fue realizado,
alineado y verificado en el sitio web
greengenes  (http://greengenes.Ibl.gov)
segin lo indicado por [DeSantis et
al., (2006a), DeSantis et al., (2006b)]
El arbol filogenético fue construido
siguiendo lo citado por Takemura et al.,
(2007).

Los andlisis estadisticos: la deteccion
de ADN por PCR, las secuencias de
genes 16SARNr delosHNHP, se evalué
mediante estadistica descriptiva.

Resultadosy Discusion

En este estudio, la infeccion HNHP
fue determinada por PCR. Los HNHP
se identificaron en el 95% de los
perros, coincidiendo con lo descrito
por Haesebrouck et al., (2009), que
indican que en perros la prevalencia va
desde 67 hasta 86% en sujetos sanos,
y 61 a 100% en perros con vOmitos.
Fue detectado ADN HNHP por PCR
para la familia Helicobacteraceae y
Helicobacter especifico del género en 18
perros con gastritisy en uno con mucosa
géstrica normal, mientras que uno de
los perros que presenté gastritis no se
detecté HNHP (Tabla 1). H. felis fue la

especie mayormente encontrada en la
base de secuencias de genes 16S ARNT,
coincidiendo esto con los estudios de
Eaton et al., (1996), quienes sugieren
gque H. felis es un microorganismo
comun en perros. La prevalencia de
75% para H. felis, no concuerdan con
lo citado en investigaciones realizadas
con perros de diferentes paises (Bélgica,
Dinamarca y Finlandia) reportados por
[Hwang et al., (2002); Van den Bulck et
al., (2005); Wiinberg et al., (2005)], en
donde refieren que la prevalencia H. felis
oscilan entre 3.6 a 22.2%; por otro lado,
sostienen también que H. bizzozeronii
es el organismo con prevalencia que va
desde 55.6 hasta 70.0%, sin embargo,
esta especie no fue identificado en las
muestras caninas de nuestro estudio.
Los PCR utilizados en este estudio
contenian 600 a 711 pb de amplicones
gue compartian 99-100% de identidad
de secuencia con los genes 16S ARNr
de H. felis, H. salomonis y Helicobacter
spp., coincidiendo este hallazgo con lo
citado por [Haesebrouck et al., (2011);
Smet et al., (2011)]. Estas especies
estan muy relacionadas fenotipica y
filogenéticamente tal como lo describen
[Beale (2004) Takemura et al., (2009)],
teniéndose en cuentaademas que algunos
animales puede ser a menudo infectados
por multiples especies HNHP géstrica
tal como lo describen [Takemura et al.,
(2009); Van den Bulck et al., (2005)].
Las secuencias fueron 99 a 100%
idénticas a las secuencias del gen 16S
ARNr de H.

felis en 15 perros (75%), H. salomonis
en 2 peros (10%), y especies de
Helicobacter. en 2 perros (10%). La
secuenciacion del gen 16S ARNr fue
especifico y sensible para la deteccion
de estos HNHP.
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Tabla 1. Deteccion de ADN de NHPH en los perros evaluados.

Helicobacter no-H. pylori (HNHP) NUmero de perros %
H. felis 15 75

H. salomonnis 10
Helicobacter spp. 10
Negativos 5

Conclusiones

Se logr6 demostrar la presencia de
Helicobacter no-H. pylori (HNHP) enla
mucosa géstricade | os perros domésticos
al identificar el ADN bacteriano por
técnicasmoleculares. Lamucosagéstrica
de los perros domésticos puede ser
colonizada por varias especies de HNHP,
El H. felis es la especie identificada
con mayor frecuencia, seguido de H.
salomonisy Helicobacter spp.
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