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Titulo: Determinacién de la presencia de anticuerpos séricos y antigenos fecales de
Helicobacter pylori en caninos (Canis lupus familiaris).
Duarte-Girén, J.A.1, Urbina, O.E!, Alvarenga-Artiga, R.F.?, Abarca-Prieto, R.A.?, Cardoza-

Hernandez, C.G.2

RESUMEN

La investigacion se realiz6 en el Departamento de San Salvador en 4 clinicas veterinarias en
el periodo de febrero a julio del 2016 con el objetivo de determinar la presencia de la bacteria
Helicobacter pylori en caninos, mediante la determinacién de la de anticuerpos séricos y
antigenos fecales con pruebas inmunocromatograficas especificas. Se procesaron 71
muestras de heces y 71 muestras de suero de caninos como unidades experimentales en las
instalaciones del laboratorio clinico citolégico ubicado en ciudad Merliot.

Se realizaron encuestas previas a la toma de muestra a cada uno de los propietarios de los
caninos en estudio, donde se recopildé informacién sobre los pacientes como edad, raza,
sexo, tipo de alimentacion de cada uno de ellos. ElI muestreo fue probabilistico estratificado
por afijacion proporcional.

Del total de caninos muestreados en la clinica veterinaria A 12% resulté positivo (3/25) en
anticuerpos séricos y 0 % en antigenos fecales, de la clinica veterinaria B 5% resulté positivo
(1/22) de las muestras en anticuerpos séricos y 0 % en antigenos fecales, de la clinica
veterinaria C 17% resultd positivo (2/12) de las muestras para anticuerpos séricos y 0 % para
antigenos fecales, de la clinica veterinaria D no se obtuvieron resultados positivos a
anticuerpos séricos (0/12) ni a antigenos fecales.

Se obtuvo un porcentaje de prevalencia de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori en
cuatro clinicas del Departamento de San Salvador del 8.5 %.

No se encontré relacion entre el tipo de alimentacion, fuente de agua de bebida, edad, sexo
y raza de los caninos en estudio con la presencia de anticuerpos séricos de Helicobacter
pylori debido a que la cantidad de resultados positivos son muy pocos para establecer una
relacion.

El resultado negativo de las pruebas a antigenos fecales CerTest para H. pylori nos indican
la ausencia de enfermedad aguda en los caninos en estudio al momento de la toma de las
muestras.

Palabras claves: Helicobacter pylori, caninos, anticuerpos séricos, antigenos fecales.
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ABSTRACT

The research was conducted in the Department of San Salvador in 4 veterinary clinics from
February to July 2016, to determine the presence of Helicobacter pylori bacteria in canines by
determination of serum antibodies and fecal antigens with tests Immunochromatography. 71
stool specimens and 71 canine serum samples were processed as experimental units at the
premises of the clinical cytological laboratory located in Merliot city.

Pre-sample surveys were carried out to each of the owners of the canines under study, where
information was collected on the patients as age, breed, gender, type of feeding of each one
of them. The sampling was probabilistic stratified by proportional affixation.

Of the total of canines sampled in the veterinary clinic A 12% were positive (3/25) in serum
antibodies and 0% in fecal antigens; from the veterinary clinic B 5% was positive (1/22) of the
samples in serum antibodies and 0% in fecal antigens, from the veterinary clinic C 17% was
positive (2/12) of the samples for serum antibodies and 0% for fecal antigens, from the
veterinary clinic D no positive results were obtained for serum antibodies (0/12 ) or fecal
antigens.

A prevalence percentage of serum antibodies of Helicobacter pylori was obtained in four
clinics of the Department of San Salvador of 8.5%.

No relationship was found between the type of feeding, source of drinking water, age, gender
and breed of the dogs under study with the presence of serum antibodies of Helicobacter
pylori because the amount of positive results are too few to establish a relationship .

The negative result of the CerTest fecal antigen tests for H. pylori indicates the absence of
acute disease in the canines under study at the moment of taking the samples.

Key words: Helicobacter pylori, dogs, serum antibodies, fecal antigens.



1. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa patégena del tracto gastrointestinal en
humanos y animales domeésticos. Es el principal agente etioldgico de la gastritis crénica
superficial, ademas de ser un importante cofactor en la etiologia de la Ulcera péptica,
también se le asocia con la patogenia del cancer géstrico y del linfoma gastrico tipo MALT en
humanos. En la actualidad es ampliamente reconocido en todo el mundo, la existencia de
bacterias pertenecientes al género Helicobacter en la mucosa gastrica de perros y gatos
considerandolos como microorganismos comunes en el tracto gastrointestinal (Cervantes, E.
2006).

En la clinica veterinaria las enfermedades gastrointestinales son uno de los problemas de
salud mas comunes en los caninos y felinos. De hecho, los veterinarios citan a los
desordenes gastrointestinales como uno de los problemas médicos mas frecuente en la
practica clinica llegando a abarcar un 40% de los casos clinicos, de los cuales hay un
porcentaje en el que no se llega a descubrir la etiologia exacta y se maneja como un cuadro
de gastritis cronica debido a causas diversas haciendo incurrir a los propietarios en gastos
repetitivos para tratamientos inadecuados.*

En medicina humana Helicobacter pylori es considerado un patégeno de interés global
estimando que mas de la mitad de la poblacibn mundial estd infectada por este
microorganismo. La prevalencia es menor en paises desarrollados (20-40%) y mayor en
paises en desarrollo (70-90%), siendo la distribucién en este Ultimo grupo de paises del 50%
en nifilos menores de cinco afios y 90% en poblacién adulta. De acuerdo a datos de la
Organizacién Mundial de Gastroenterologia, la prevalencia de la infeccion en adultos en
Europa Occidental y Oriental es del 40% y 70% respectivamente, siendo en Suecia 11%,
Suiza 26.6%, Albania 70.7% y Turquia 80%. En América su prevalencia en adultos en
Estados Unidos y Canada es 30%, Brasil 82%, Chile 72%, México 70-90% y Guatemala 65%
(Gonzales, R. et al. 2012). Desde su descubrimiento en la década de los 80s se han
realizados diversos estudios para lograr entender el desarrollo de la enfermedad en
humanos, por lo contrario, hay pocos estudios a nivel de medicina veterinaria por lo que no
se tiene claro el rol que tiene la bacteria Helicobacter pylori en el desarrollo de enfermedades
gastrointestinales en mascotas.

En el aflo de 2003 se realiz6 un estudio en Espafia para determinar prevalencia de
Helicobacter spp. mediante del test de ureasa de biopsias de tejido gastrico tomado por
endoscopia en 70 caninos dando como resultado una prevalencia del 64.3 %, el mismo afio
en chile se realiza estudio para determinar la presencia de bacterias tipo Helicobacter spp.
en caninos por medio de examen histopatolégico de diversos tejidos, llegando a la
conclusion que las bacterias tipo Helicobacter spp. son habitantes comunes del aparato
digestivo de los caninos. En el afio 1999 se realizé un modelo convencional de la infeccion
aguda y cronica con Helicobacter pylori en perros beagles en el cual se demostré que la
bacteria Helicobacter pylori es capaz de producir sintomatologia aguda de forma
experimental, también se observo que la sintomatologia producida es similar a la que cursa
la enfermedad en humanos pero con la diferencia que en caninos los signos clinicos
desparecen y es incapaz de producir enfermedad cronica incluso sin tratamiento (Rossi
1999). En el afio del 2016 en la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Wroclaw

! Giacomo Zappald. 2014. Médico Veterinario en Clinica Veterinaria La Mascota.



se realiz6 un estudio para determinar la prevalencia e identificar las especies de Helicobacter
gastrico en las heces de los perros con gastritis. El estudio se llevé a cabo en treinta perros
de diferentes razas, de ambos sexos y de diversas edades, diagnosticados con gastritis. Se
identificaron bacterias Helicobacter en muestras de heces de siete perros (23,3%). Se
encontré que Helicobacter heilmannii es la especie mas comun de Helicobacter. Helicobacter
salomonis se identific6 con mucha menos frecuencia, mientras que Helicobacter felis,
Helicobacter pylori y Helicobacter bizzozeronii no se detectaron en ninguna de las muestras
(Jankowski et al. 2016).

La razon por la que se decidio realizar el estudio es que en nuestro pais debido a diversas
causas como la falta de pruebas diagnésticas especificas para Helicobacter pylori, pruebas
de diagndstico con elevados costos, dificultad para poder aislar la bacteria y la falta de
conocimiento de dicha bacteria, no se han realizado estudios formales que comprueben la
presencia 0 ausencia en mascotas asi como su relacién con presencia de signos clinicos
que denoten enfermedad gastrica y mucho menos que puedan indicar transmision de dichos
microorganismos a los humanos, de ahi la importancia de comprobar o descartar dicha
bacteria en caninos, asi como determinar métodos de diagnostico en el area de medicina
veterinaria.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 entre los meses de febrero al mes de julio 2016 en las instalaciones del
laboratorio clinico citolégico ubicado en ciudad Merliot. Se muestrearon 71 individuos al azar
distribuidos en cuatro clinicas veterinarias las cuales son clinica veterinaria La Mascota (A)
ubicada en calle y colonia La Mascota ubicada con coordenadas geograficas (latitud /
longitud, grados y minutos): 13° 41’ 50” N y 89° 13’ 55” O, Veterinaria los Héroes (B) ubicada
en boulevard Los Héroes 21 calle poniente 1212 con coordenadas geogréficas (latitud /
longitud, grados y minutos): 13° 42’ 38" N y 89° 12’ 25" O, Veterinaria Narices frias (C)
ubicada en 75 av. Norte, Reparto Santa Leonor n° 3 con coordenadas geogréficas (latitud /
longitud, grados y minutos): 13° 43’ 18" N y 89° 13’ 44” O y clinica veterinaria UES (D)
ubicada en Facultad de Ciencias Agrondémicas con coordenadas geografias (latitud /
longitud, grados y minutos): 13° 43 07 N y 89° 12’ 04” O, todas ubicadas en el
Departamento de San Salvador (Figura A-1).
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Figura 1. Distribucion Geografica de Clinicas Veterinarias a muestrear

2.1 Criterios de inclusion.

Se incluyeron en el estudio:
Perros cuyos duefios dieron consentimiento para tomar muestra de sangre y heces.

Perros asintomaticos y sintomaticos.

Participacién de ambos sexo.
Perros de todas las edades que asistieron a las 4 veterinarias en estudio.

2.2 Criterios de exclusion.

Mascotas que no puedan dar la muestra de heces el mismo dia de la muestra de
sangre.
Mascotas cuyos propietarios no den consentimiento para toma de muestra de sangre

y de heces.



2.3 Metodologia de campo.

Se procedi6 a tomar datos de cada individuo, nombre, edad, sexo, raza, datos del propietario
y se realiz6 una encuesta donde se recolecto informacion como tipo de alimentacion, fuente
de agua, historial de vacunacién etc. Se procedio a realizar examen fisico completo y toma
de constantes fisiolégicas como temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
pulso, tiempo de llenado capilar etc. Posteriormente se procedio a tomar muestra de heces y
muestra de sangre de cada uno de los caninos en estudio quedando distribuidos de la
siguiente forma (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucién de muestras en clinicas veterinarias.

CLINICA VETERINARIA TAMARNO DE MUESTRA

Veterinaria La Mascota (A)

Veterinaria los Héroes (B)

Veterinaria Narices frias (C)

Clinica Veterinaria UES (D)

2.4 Recoleccidn de muestras

Para la toma de muestra en la determinacidon del antigeno fecal se procedié a tomar la
muestra de heces aproximadamente 125 mg directamente del ano de cada uno de los 71
caninos por medio de un guante de latex y se colocé en un frasco estéril proporcionado por
el laboratorio. Cada muestra fue etiquetada con los datos del paciente, datos del propietario,
dia y hora de toma, nombre de clinica veterinaria donde se realiz6 la toma y nombre de
persona que tomoé la muestra. Las muestras fueron refrigeradas a una temperatura entre 2-
8° C mientras se trasladaron al laboratorio clinico citoldgico para su andlisis.

Para la toma de muestra para la determinacién de anticuerpos especificos IgG en suero, se
procedié a tomar la muestra de sangre de la vena cefalica preparando la zona de la puncién,
se rasur6 el pelo en el lugar donde se tomaria la sangre para lograr una correcta asepsia del
lugar de puncién, luego se limpié la zona de venipuncién con alcohol etilico 90% para
eliminar la contaminacion macroscopica de la piel y del pelo; una vez preparada la zona, se
procedié a tomar la muestra de sangre (2ml) a cada uno de los 71 caninos en tubos sin
anticoagulantes, se etiquetdé cada muestra con los datos del paciente, datos del propietario,
dia y hora de la toma de muestra, nombre de clinica veterinaria y persona que tomo la
muestra. Las muestras fueron refrigeradas (2-4° C) mientras se trasladaron al laboratorio
clinico citologico para su procesado y analisis.



2.5 Metodologia de Laboratorio

El método de diagnostico que utilizaremos para la determinacion de antigenos fecales de
Helicobacter pylori es la prueba rapida inmunocromatografica (CerTest H. pylori) (Figura A-2)
y para la preparacién y elaboracion del test se siguié las indicaciones del fabricante (CerTest
BIOTIC. s.f).

El método de diagnostico que utilizamos para la determinacion cualitativa de anticuerpos
séricos IgG especificos para Helicobacter pylori es la prueba inmunocromatogréafica (Instant
View H. pylori Serum Cassette Test) (Figura A-3). y para la preparacion y elaboracion del test
se siguio las indicaciones del fabricante (CerTest BIOTIC. s.f.).

Figura 2. Kit Certest H. pylori

Figura 3. Kit One-step H. pylori serum card test

2.6 Metodologia Estadistica

El muestreo realizado fue probabilistico estratificado por afijacion proporcional. Para el
andlisis de la informacion generada de la estadistica descriptiva e inferencial se utilizé la
prueba de fisher.

Para el célculo del tamafio de la muestra se utilizd el promedio semanal de pacientes de
cada clinica obteniendo una poblacién de 485 caninos y mediante la féormula de Cannon y
Roe con una prevalencia esperada del 8 % obtuvimos el tamafio de muestra a utilizar el cual
fue 71 caninos.

Por medio del método de afijacion proporcional obtuvimos el tamafio de muestra para cada
una de las clinicas en estudio (Cuadro 2).

Cuadro 2. Calculo de tamafio de muestra por medio del método de afijacion
proporcional.

comana o |m=(PPIn s
Clinica A 170 (170/485)71 25
Clinica B 150 (150/485)71 22
Clinica C 80 (80/485)71 12
Clinica D 85 (85/485)71 12
Total 485 n=71




En el cuadro se muestra el calculo de del tamafio de muestra en cada clinica veterinaria por
medio del método de afijacion proporcional.

Célculo de tamafio de muestra segun férmula de precision.
Donde:

n,= Tamafio de muestra

P = Pacientes por semana en cada clinica

P.= Poblacién total

n = Tamafo de la muestra

2.6.1 Pruebade Fisher.

Mediante la prueba de Fisher se relacionaron los resultados positivos a anticuerpos séricos a
Helicobacter pylori con las variables obtenidas en la encuesta realizada en la fase de campo
para determinar si existe relacion entre la presencia de anticuerpos séricos Yy las siguientes
variables:

Lugar de muestreo (clinica veterinaria)
Fuente de alimentacion.

Fuente de agua.

Sexo

Edad

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacién de anticuerpos séricos (Instant View H. pylori Serum
Cassette Test)

Los resultados se interpretaron de la siguiente forma:

Positivo: Dos bandas de color rosa-rosa aparecen - uno en la zona de control ("C") y uno en
la zona de prueba ("T"). La muestra se considerara positivo para la presencia de anticuerpos
frente a Helicobacter pylori (Figura 4).



Negativo: Una banda de color rosa-rosa aparece en la zona de control ("C"), sin aparecer
una banda en la zona de prueba ("T"). La muestra debe ser considerado negativo para
anticuerpos contra Helicobacter pylori.

Figura 4. Resultados positivos a anticuerpos séricos H. pylori

Del total de muestras obtenidas seis muestras resultaron positivas para anticuerpos séricos
en las cuatro clinicas veterinarias. La distribucion de los resultados positivos fueron de la
siguiente manera, en la clinica veterinaria La mascota (A) se obtuvo tres resultados positivos
(4.23%) de la totalidad de las muestras y 22 negativos (30.99%), en la clinica veterinaria Los
Héroes (B) se obtuvo una muestra positiva (1.41%) y 21 negativos (29.58%), en la clinica
veterinaria Narices Frias (C) obtuvimos dos positivos (2.82 %) y diez negativos (14.08%) y
en la Clinica Veterinaria UES (D) obtuvimos 0 positivos y 12 negativos (16.90 %) (Cuadro A-
3).

Cuadro 3. Resultados de las pruebas a anticuerpos séricos a Helicobacter pylori en
cada una de las clinicas veterinarias en estudio.

Anticuerpos séricos
Negativo Negativo
Clinica A 22 3
Clinica B 21 1
Clinica C 10 2
Clinica D 12 0

3.1.1 Prevalencia de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori en 4
clinicas veterinarias en el Departamento de San Salvador

De los 71 caninos muestreados seis de ellos fueron positivos, el porcentaje de prevalencia
de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori en cuatro clinicas del Departamento de San
Salvador es del 8.5 % (figura 5).

La distribucion de la prevalencia de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori por clinica
veterinaria fue la siguiente
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Figura 5. Distribucidn de la prevalencia de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori
en cada unade las clinicas veterinarias en estudio.

La clinica veterinaria con mayor prevalencia de anticuerpos séricos a Helicobacter pylori es
la clinica C y la de menor prevalencia es la clinica veterinaria D, diferentes estudios en
humanos han determinado que el riesgo a contraer la infeccién con Helicobacter pylori esta
influenciado por diferentes factores como condiciones higiénicas y factores socioeconémicos
(Cervantes 2006) los cuales no pueden descartarse que influyan de la misma manera en la
adquisicion de la bacteria en caninos.

3.2 Determinacién de antigenos fecales (Certest biotic H. pylori)

No se obtuvo ningun resultado positivo para antigenos fecales para Helicobacter pylori en las
71 muestras de las cuatro clinicas veterinarias en estudio.

Los resultados observados en este estudio se pueden comparar a diversos estudios
realizados afios anteriores en diferentes paises del mundo, como por ejemplo el realizado en
el afio 2011 por el Dr. Ramén Tormo, donde se reportdé que 16 mascotas caninas resultaron
positivas a la prueba de urea en aire aspirado de 17 caninos que convivian con nifios
enfermos por Helicobacter pylori (Jano.es 2011), similar sucede en nuestro estudio ya que a
pesar que no se incluy6 en la encuesta se obtuvo informacion de forma informal que 2 de los
propietarios de los caninos positivos fueron diagnosticados anteriormente con Helicobacter
pylori. En el afio 2013 en la Universidad de Guayaquil, Ecuador en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, se llevd a cabo una investigacion denominada: Incidencia de
Helicobacter pylori en caninos del sector del Guasmo sur, a través del método de diagndstico
no invasivo DIALAB Rapid Test, donde se muestrearon 100 casos obteniendo una
prevalencia del 8%, porcentaje muy similar al obtenido en nuestro estudio el cual fue una
prevalencia del 8.5 % (Aguirre, D. 2013). También se realizé un estudio con perros Beagle
infectandolos experimentalmente de forma oral con una cepa de Helicobacter pylori
adaptada al raton y se monitorizaron hasta durante 24 semanas. La infeccion aguda causoé
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vomitos y diarrea y la aparicion de una respuesta de anticuerpos especificos contra
Helicobacter pylori pero no fue capaz de producir enfermedad crénica como en el humano
(Rossi y Fortuna, 1999), comportamiento que también se ve reflejado en los resultados
obtenidos en nuestro estudio, los anticuerpos séricos a Helicobacter pylori detectados en las
nuestro estudio indican que el sistema inmune a reconocido la bacteria y ha producido
respuesta inmune (anticuerpos IgG especificos) los cuales han quedado circulantes en el
organismo, etapa que la podemos relacionar con la que cursaron los perros beagle con
signos clinicos compatibles con la enfermedad en humanos, en cambio los resultados
negativos a antigenos fecales obtenidos también se puede comparar con la capacidad que
presentaron los perros beagle de controlar la enfermedad sin necesidad de administrar
tratamiento en el estudio antes mencionado, lo que demuestra que el sistema inmune de los
caninos es capaz de eliminar la bacteria Helicobacter pylori lo que explica por qué no se
encontraron antigenos fecales al momento del muestreo pero si anticuerpos séricos. Esto se
debe a que la barrera que participa ante la infeccion con Helicobacter pylori es la barrera
innata la cual es la encargada de censar, responder y modular la respuesta ante la presencia
de Helicobacter pylori por medio de receptores tipo Toll (TLR) y tipo NOD (NLR). Estos
receptores reconocen polisacéridos (LPS) presentes en la bacteria Helicobacter pylori los
cuales estimulan dichos receptores induciendo asi mediadores pro inflamatorios; sin
embargo los (TLR) de varias especies presentan diferencias en el reconocimiento del LPS.
El TLR4 de ratones, cobayos y otros mamiferos, pero no de humanos reconoce LPS tetra y
penta-acilados, lo cual explica por qué Helicobacter pylori causa infecciones cronicas en
humanos pero no en ratones y otros mamiferos como los caninos (Sanchez-Zauco NA, et al.
2010).

3.1 Prueba de Fisher.

Cuadro 4. Resultado de Prueba de Fisher para variables

viRABLES | PROBASLIDND | PROBASLIOAD
Lugar de muestreo 0.449 0.01
Fuentes de alimentacién 0.574 0.01
Fuente de agua 1.000 0.01
Sexo 0.674 0.01
Edad 0.429 0.01
Talla 0.711 0.01

La prueba exacta de Fisher para todas las variables presento una probabilidad menor a la
probabilidad establecida en la investigacion que fue de 0.01 razén por lo que se concluye
estadisticamente que las variables son independientes, es decir la presencia de anticuerpos
sanguineos de Helicobacter pylori en perros no esta influenciada por las diferentes variables
analizadas.
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Figura 6. Relacién entre lugar de muestreo y presencia de anticuerpos séricos H. pylori
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Figura 7. Relacién entre tipo de alimentacion y presencia de anticuerpos séricos H. pylori
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Figura 8. Relacién entre fuente de agua y presencia de anticuerpos séricos H. pylori
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Figura 9. Relacién entre sexo de mascotay presencia de anticuerpos séricos H. pylori
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Figura 10. Relacién entre edad y presencia de anticuerpos séricos H. pylori
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Figura 11. Relacidn entre talla de la mascota y presencia de anticuerpos séricos H. pylori



4. CONCLUSIONES

El resultado positivo de las pruebas a anticuerpos séricos Instant-View Helicobacter
pylori nos indican que 6 de 71 caninos en estudio han sido expuestos a la bacteria
Helicobacter pylori en algin momento de su vida siendo capaz su sistema inmune de
producir respuesta inmune por lo que esta especie pudiera ser reservorio por un
periodo no determinado de dicha bacteria.

Mediante la prueba de Fisher se ha determinado que no existe relacion entre el tipo
de alimentacién, fuente de agua de bebida, edad, sexo y raza de los caninos en
estudio con la presencia de anticuerpos séricos de Helicobacter pylori debido a que la
cantidad de resultados positivos son muy pocos para establecer una relacion.

El resultado negativo de las pruebas a antigenos fecales CerTest para H. pylori nos

indican la ausencia de enfermedad aguda en los caninos en estudio al momento de la
toma de las muestras.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios mas representativos aumentando la poblacion a
muestrear y delimitando la poblacion a pacientes con sintomatologia compatible a
enfermedad.

Implementar métodos de diagnosticos mas especificos que permitan identificar las
especies de Helicobacter que pueden estar presentes en pacientes caninos.

Realizar una investigacibn en mascotas caninas cuyos propietarios estén
diagnosticadas con Helicobacter pylori.

Se recomienda que los propietarios de los pacientes positivos a anticuerpos séricos

de Helicobacter pylori realizarse pruebas diagndsticas para determinar si son
portadores de la bacteria.
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