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RESUMEN 

 

 
Con el fin de detectar, por primera vez en Chile,  la presencia de Helicobacter pylori 

y organismos Helicobacter heilmannii-like en el estómago de perros, se realizó la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) a biopsias gástricas de 10 perros que fueron positivos a la 

prueba de ureasa. 

 

Para la detección de H. pylori se utilizó una secuencia génica de la citotoxina 

vacuolizante (vac A) y para la detección de H. heilmannii-like se utilizó una secuencia 

génica de 112 pares de bases (pb) de ARN 16S, específico para este grupo de bacterias. 

 

Se obtuvo positividad en 5/10 perros para H. pylori y positividad en 6/10 perros 

para H. heilmannii-like. Dos individuos fueron positivos a ambas bacterias y un individuo 

negativo para ambas bacterias. 

 

A partir de estos resultados y con el fin de diagnosticar bacterias H. pylori y/o 

bacterias H. heilmannii-like en biopsias gástricas endoscópicas de perros, se recomienda la 

utilización de PCR, idealmente antecedido por la prueba rápida de ureasa. 
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SUMMARY 

 
 

In order to detect for first time in Chile  Helicobacter pylori and Helicobacter 

heilmannii-like organisms in canine gastric mucosa biopsies, a polymerase chain 

reaction (PCR) technique was applied to 10 urease positive endoscopic gastric biopsies.   

 

A vacuolating cytotoxin (vacA) gene was chosen for detecting H. pylori and a 

112 base pair (bp) fragment of 16S rRNA gene was utilized for detecting H. heilmannii-

like organisms. 

 

As a result, five of ten dogs were positive to H. pylori and six of ten dogs were 

positive to H. heilmannii-like organisms. Two animals were positive for both bacteria 

and one dog was negative for both bacteria. 

 

From these results and in order to diagnosing H. pylori and/or H. heilmannii-like 

bacterias  from endoscopic gastric biopsies of dogs, a PCR technique is recommended to 

use, ideally it preceded by rapid urease test.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 
La mucosa gástrica es conocida por ser el hábitat de varias especies de bacterias 

Helicobacter y, entre ellas, cabe destacar a H. pylori, que es reconocida por ser la bacteria 

más importante como agente etiológico de enfermedades gástricas de humanos y animales.  

 

Entre las especies de Helicobacter spp se encuentran otras bacterias pertenecientes 

al grupo “H. heilmannii - like”, las que fueron descritas inicialmente como Gastrospirillum 

hominis.  Las infecciones causadas por este grupo de bacterias se encuentran en un amplio 

rango de hospederos, entre los que se incluyen gatos, perros y cerdos; con prevalencias 

informadas de 78 a 100 %. Debido a esto, se ha planteado la posibilidad que tanto perros 

como gatos portadores de Helicobacter, jueguen un rol de reservorios y eventuales 

transmisores de esta bacteria a sus propietarios. 

 

En la última década, a nivel internacional, diversos grupos de científicos han 

llevado a cabo estudios para determinar las vías de transmisión entre humanos y animales, 

y los factores asociados a la presentación de cuadros clínicos y subclínicos. 

 

A nivel nacional, se han realizado estudios epidemiológicos en humanos, 

obteniendo amplios rangos de infección. Sin embargo, hasta la fecha en medicina 

veterinaria no existen estudios epidemiológicos, salvo algunas experiencias realizadas en el 

sur de Chile, en donde se pudo detectar la presencia de bacterias del género Helicobacter en 

perros y gatos. 

 

Por lo tanto, debido a la escasa información que existe a nivel nacional sobre la 

presencia de Helicobacter gástricos en caninos en Chile, el presente trabajo pretende 

emplear pruebas diagnósticas más sensibles y específicas para detectar por primera vez en 

el país bacterias H. pylori y H. heilmannii-like en mucosa gástrica de perros. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

Género Helicobacter 

 

A fines del siglo XIX, se detectó por primera vez la presencia de bacterias espirales 

en el estómago de animales domésticos, anulando la teoría que éste era un órgano estéril. 

Rappin en 1881, describió organismos espirales gástricos en perros (Simpson et al., 2000), 

y sus observaciones fueron confirmadas y complementadas tanto en perros como en otros 

mamíferos por Bizzozero en 1893 (Strauss-Ayali y Simpson, 1999). Estos estudios 

morfológicos aún asombran por la precisión y sofisticación de sus hallazgos, tomando en 

cuenta las limitaciones tecnológicas de la época (Fox, 1997). 

 

En 1906, Krientz describió organismos espirales en los contenidos gástricos 

(incluyendo vómitos) de un paciente con carcinoma gástrico (Mc Nulty et al., 1989).  En 

1939, Doengens fue el primero en describir organismos espirales en la mucosa gástrica 

humana, llegando a estar presentes en el 43% de biopsias post mortem (Dubois, 1995).  

 

 En 1970, Lockard y Boler sugirieron que tres bacterias morfológicamente distintas 

podían ser observadas en la mucosa gástrica canina, aunque se creyó que esas bacterias 

representaban distintos estados de movimiento del mismo organismo (Jalava et al., 1997). 

 

En los años 70 y 80 se realizaron muchas investigaciones acerca de la clasificación 

histopatológica de las gastritis, pero a pesar de esto, muy pocos trabajos mencionaron a las 

bacterias helicoidales (Mc Nulty et al., 1989).  

 

En 1975 se informó de la presencia de bacterias espirales Gram negativas en el 80% 

de los pacientes humanos con úlcera gástrica, pero sólo en 1983 se asoció la presencia de 

estos microorganismos al desarrollo de ellas (Smoot, 1996).  
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 En Septiembre de 1983, en el “Second Internacional Workshop on Campylobacter 

Infections” en Bruselas,  Marshall y Warren describieron la fuerte asociación de estos 

“Campylobacter –like organism” (CLO) con gastritis y úlceras pépticas. Su trabajo fue 

recibido con gran interés y rápidamente se iniciaron diversas investigaciones a nivel 

mundial (Dubois, 1995). Marshall y Warren encontraron estas bacterias en el 100% de los 

pacientes con úlceras duodenales, 80% de los pacientes con úlceras gástricas y 96% de los 

pacientes con gastritis crónica activa, en contraste de sólo 2/31 de los individuos controles 

(Dunn et al., 1997). 

  

 El trabajo realizado por Marshall y Warren aumentó el interés en el gato como un 

posible modelo animal para el estudio del rol de la microflora gástrica en la inducción de la 

gastritis (Lee et al., 1992).  

 

La primera especie de Helicobacter canina gástrica aislada in vitro fue Helicobacter 

felis, un organismo espiral de gran tamaño envuelto con fibras alrededor de su cuerpo 

(Jalava et al., 1997) 

 

Actualmente, H. pylori sería la bacteria más diseminada en el hombre, estimándose 

incluso que la mitad de la población humana estaría infectada con este patógeno. La 

mayoría de las infecciones se adquirirían durante la infancia y persistirían por décadas 

(Dunn et al., 1997). 

 

Taxonomía del Género Helicobacter 

 

 La clasificación de las bacterias del género Helicobacter ha sufrido modificaciones 

a través del tiempo. Inicialmente fueron nombradas como Spirillum rappini en honor al 

primer científico en describirlas (Dubois, 1995; Smoot, 1996). La sexta edición del manual 

de Sistemática Bacteriana de Bergey  incluía  3 especies de Spirillum gástricas 

pertenecientes al género VI Spirillum de la Familia Pseudomonacea; sin embargo, no 

reaparecieron en la siguiente edición del libro (Dunn et al., 1997). 
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Salomón en 1986, fue el  primero en describir 3 bacterias espirales 

morfológicamente distintas, presentes en la mucosa gástrica de perros y gatos. Sugirió que 

estas bacterias estarían relacionadas al Orden Spirochaete en base a su morfología, con 

semejanza a Treponema microdentium y Borrelia vincentii (Fox, 1997; Jenkins y Basset, 

1997). 

 

En 1987, Dent et al. describieron organismos con forma de sacacorchos en la 

mucosa gástrica de humanos y propusieron el nombre “Gastrospirillum hominis” 

(Andersen et al., 1999). 

 

 En Australia, en 1988, se reportó por primera vez el aislamiento de bacterias 

helicoidales microaerofílicas, en perros y gatos (Fox, 1997; Jenkins y Basset, 1997). 

Posteriormente, estas bacterias fueron clasificadas como miembros del género Helicobacter 

y designadas como H.  felis (Paster et al., 1991).  

 

Desde la publicación de la secuencia completa del genoma de H. pylori (cepa 

26695) realizada por Tomb et al., (1997), una gran cantidad de información de la 

microbiología de este organismo se ha podido comprobar y, en base a esta secuencia, se 

han identificado otras especies de este género. 

 

La especie más estudiada es H. pylori, y se le considera el prototipo de las bacterias 

con ubicación gástrica exclusiva (Dubois, 1995). Hasta el año 2003, se habían descrito más 

de 30 organismos con características del Género Helicobacter. La mayoría de éstos, 

encontrados en perros y gatos, tienen forma espiral, tamaños entre los 0,5 a 10 µm, de 

difícil distinción por microscopía óptica simple (Neiger, 2003). 

 

Los Helicobacter spp gástricos se pueden clasificar en 2 grandes grupos basados en 

diferencias morfológicas, rango de hospederos y patrón de colonización dentro del 

estómago. Estos dos grupos son: “H. pylori-like” y “H. heilmannii-like” (Eaton et al., 

1996). 
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 El primer grupo incluye a las especies: H. pylori, H. acinonyx, H. nemestrinae y H. 

mustelae. Estos organismos se caracterizan morfológicamente por ser de tamaño pequeño 

(aproximadamente 5 µm de longitud), tener uno o dos espirales y comúnmente, un flagelo 

unipolar. Colonizan el mucus gástrico y la superficie epitelial, pero no penetran 

profundamente dentro de las glándulas gástricas (Fox y Lee, 1997). 

 

El segundo grupo está representado por H. felis, H. heilmannii y H. bizzozeronii. 

Estas bacterias son de mayor longitud que H. pylori (aproximadamente 10 µm) con más 

hélices, más firmemente enrolladas y a veces con fibrillas periplásmicas que envuelven al 

organismo en una membrana externa. Estas bacterias “H. heilmannii-like”, a diferencia de 

los organismos “H. pylori-like”, son capaces de colonizar profundamente las glándulas 

gástricas y a veces se les ubica dentro de las células parietales, así como también en el 

mucus gástrico (Eaton, 1999).  

 

H. felis; H. bizzozeronii; H. salomonis; H. bilis; Flexispira rappini  y H. heilmannii 

han sido descritos en estómagos de perros. H. felis, H. pametensis, H. pylori; H. 

bizzozeronnii; H. salomonis y H. heilmannii se han descrito en el estómago de gatos 

(Gitnick, 1997). 

 

H. felis, H. bizzozeronii y H. salomonis son tres especies del género Helicobacter 

encontradas comúnmente en perros y gatos (Baele et al., 2004). 

 

Las bacterias “H. heilmannii-like” tienen un rango más amplio de hospederos. A 

modo de ejemplo, H. felis coloniza especies tan dispares como gatos, ratones y hurones 

(Fox et al., 1991; Lee et al., 1992). 

 

En la naturaleza, gatos, perros, cerdos, carnívoros salvajes y muchas especies de 

primates están casi universalmente colonizados por bacterias gástricas del género 

Helicobacter (Hermanns et al., 1995). Debido a la alta prevalencia de la infección natural, 

la evaluación del rol patógeno de estas bacterias es difícil. Estudios en enfermedades 

gástricas de perros y gatos,  implicando bacterias del grupo “H. heilmannii-like”, han 
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adolecido de grupos controles (individuos no infectados), alterando con ello la 

interpretación de la asociación de estas bacterias con la enfermedad (Eaton et al., 1996; 

Hermanns et al., 1995). 

 

Microbiología del Género Helicobacter 

 

H. pylori es una bacteria de pequeño tamaño (aproximadamente 5 µm de longitud) 

que puede tener uno o dos espirales y, comúnmente, un flagelo unipolar. H. pylori sólo se 

encuentra en humanos, pero bajo condiciones experimentales, algunas cepas de H. pylori 

han logrado colonizar algunas especies animales. La ocurrencia natural de infecciones por 

H. pylori en individuos no humanos es esporádica y usualmente involucra animales de 

laboratorio en estrecho contacto con trabajadores humanos, y a menudo sin la participación 

de especies endógenas normales de Helicobacter (Valdés, 2007). 

 

H. heilmannii es el nombre propuesto para una bacteria mótil de 4 a 10 µm de largo, 

de forma espiral con 3 a 8 hélices o giros, poseedora de hasta 14 flagelos uni o bipolares, 

sin filamentos periplasmáticos, y se ha encontrado con una prevalencia entre el 0,2 a 4% 

asociada a la mucosa gástrica de estómagos de pacientes humanos con gastritis (Andersen 

et al., 1999).  Estas bacterias fueron descritas inicialmente como Gastrospirillum hominis, 

y fueron reclasificadas después de una secuenciación de ADN (ADNr) 16S, 

determinándose que pertenecían al género Helicobacter, proponiéndose el nombre H. 

heilmannii (Solnick et al., 1994). Al igual que H. pylori, H. heilmannii también se asocia a 

la gastritis y a la ulceración duodenal en pacientes humanos (Monno et al., 2006; Joo et al., 

2007), e incluso con adenocarcinoma gástrico y linfoma gástrico asociado a tejido linfoide 

de mucosa (De Groote et al., 2005). Un estudio reciente indicó que el linfoma asociado a 

tejido linfoide de mucosa es más prevalente en pacientes infectados con H. heilmannii que 

en pacientes con H. pylori (Andersen et al., 1999).  El nombre „H. heilmannii’ fue 

propuesto en honor al patólogo alemán Konrad Heilmann, quien publicó un importante 

estudio describiendo estas bacterias en pacientes humanos. Sin embargo, el análisis de las 

secuencia génicas de ARNr 16S derivaron desde clones de cada paciente, mostraron que no 

fueron idénticas (96,6% de similaridad) y debido a esto pasaron a llamarse „H. heilmannii‟ 
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tipo uno (clon G1A1 desde el paciente 1) y el tipo dos  (clon G2A9 del paciente 2) 

(Heilmann y Borchard, 1991). 

  

Las bacterias del género Helicobacter de ubicación gástrica exclusiva son 

organismos microaerofílicos, de forma espiral, Gram negativos y que producen ureasa (Fox 

y Lee, 1997).  

 

Los Helicobacter gástricos se desarrollan mejor en un ambiente neutro o levemente 

alcalino (pH 7 a 8) y a temperaturas entre 33º y 40º C. Sin embargo, se han detectado 

bacterias Helicobacter al interior de las células parietales (productoras de ácido 

clorhídrico), lo que sugiere alta resistencia a pH ácido (Gitnick, 1997).  

 

La característica bioquímica fundamental de H. pylori es la producción de ureasa, 

enzima citosólica de peso molecular cercano a los 500 kDa. Ureasa hidroliza la urea en el 

medio ácido gástrico, originando un medio alcalino que protege al microorganismo hasta su 

localización entre la superficie epitelial y el mucus que la recubre (Fox  et al., 1995). Las 

especies bacterianas de ubicación hepática e intestinal no sobreviven en el medioambiente 

gástrico por su incapacidad de sintetizar ureasa (Dubois, 1995; Monath et al., 1998). 

Existen genes que codifican las subunidades A y B de la ureasa. La ureasa es también un 

factor de virulencia de las bacterias Helicobacter gástricas; la secuencia de genes ureAB es 

conocida para H. pylori, H. heilmannii, H. mustelae, H. hepaticus y H. felis, y son 

parcialmente conocidas para H. bizzozeronii y H. salomonis y muestran más variabilidad 

entre esas especies que la secuencia génica de sus rRNA (Baele et al., 2004).     

 

Los Helicobacter gástricos también producen enzimas del tipo proteasas y lipasas, 

lo que les permite obtener nutrientes, reducir la viscosidad del mucus gástrico, y facilitar su 

movimiento flagelar (Smoot, 1996). 

 

La capacidad de H. pylori para diseminarse, a través del mucus viscoso que cubre la 

mucosa gástrica, se debe a la presencia de 5 a 6 flagelos unipolares. Estas unidades son 

esenciales para la colonización, y sus filamentos están compuestos por 2 proteínas 
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diferentes: proteína FlaA y  proteína FlaB. Además, los filamentos flagelares están 

recubiertos de una doble capa de fosfolípidos, que los protegerían de la acidez gástrica, 

evitando su depolimerización (Corti et al., 2002).   

 

Solnick et al., (2003) en sus estudios en la mucosa gástrica de animales revelaron 

que ellos eran colonizados por microorganismos distintos a H. pylori.  

 

Un estudio filogenético de dos de estas bacterias helicoidales aisladas en pacientes 

humanos determinó que ellas estaban más cercanamente relacionadas con H. felis (Solnick 

et al., 1994). 

 

Patogénesis 

 

La patogénesis de H. pylori puede describirse en 3 etapas (McGee y Mobley, 1999): 

a) entrada y colonización en la mucosa gástrica 

b) evasión del sistema inmune específico y no específicos 

c) multiplicación, generación de daño tisular y transmisión a un nuevo hospedero 

susceptible o diseminación a un tejido vecino. 

 

 Si bien, H. pylori es ácido-sensible, puede sobrevivir en el ambiente ácido del 

estómago si existe urea, debido a que produce ureasa, la cual hidroliza la urea en amoníaco. 

El amoníaco proporciona un ambiente adecuado para que Helicobacter atraviese la capa de 

mucus y colonice la superficie epitelial (McGee y Mobley, 1999). La ureasa también es un 

importante factor de virulencia de las especies Helicobacter gástricas (Baele et al., 2004) 

 

El tejido gástrico se daña directamente por el amoníaco generado por la bacteria, y 

en forma indirecta, por la estimulación de la respuesta inflamatoria inducida por la propia 

ureasa, incluido el reclutamiento de neutrófilos (Corti et al., 2002). Joo et al., (2007) 

describieron en un estudio que los pacientes que presentaban infección con H. heilmannii 

mostraban gastritis crónicas de forma similar a la gastritis asociada a H. pylori. Sin 

embargo, la infiltración de células neutrofílicas y mononucleares fue significativamente 
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menor en los casos de las gastritis asociadas a H. heilmannii, en comparación a las gastritis 

asociadas a H. pylori.  

 

 Se reconoce la participación de una citotoxina vacuolizante (codificada por el gen 

vacA) semejante a la citotoxina de Neisseria gonorrhoeae, que  induce la vacuolización en 

células epiteliales gástricas primarias (Montecucco y Rappuoli, 2001). 

 

 En la actualidad,  se acepta que la gastritis crónica atrófica tipo B y la úlcera 

duodenal de los humanos, es causada en el 90% de los casos por H. pylori. También, se ha 

descrito una estrecha asociación entre este microorganismo y el linfoma del tejido linfoide 

asociado a mucosa (MALT) (Corti et al., 2002). En otros procesos patógenos como el 

adenocarcinoma gástrico, el nexo de causalidad está menos establecido; se calcula que el 

riesgo atribuible al H. pylori para el desarrollo de cáncer gástrico se encuentra entre el 35 a 

60%, de tal forma que la Organización Mundial de la Salud ha clasificado a esta bacteria 

dentro de la categoría I, que se considera un factor carcinogénico probado (Dubois, 1995; 

Corti et al., 2002).  

Otro de los posibles mecanismos de carcinogénesis observado en sujetos infectados 

por H. pylori, es el aumento del grado de proliferación celular condicionado por un 

incremento en la producción de factor de crecimiento epidérmico, con relación a factores 

liberados por el germen y a la situación de hipergastrinemia secundaria, que remite tras la 

erradicación bacteriana. El aumento en la velocidad de replicación celular podría aumentar 

la posibilidad de mutaciones "espontáneas", algunas de las cuales podrían incorporarse de 

forma permanente al ciclo celular (Montecucco y Rappuoli, 2001). 

Fritz et al., (2006) estudiando un grupo humano en Sudáfrica vieron que la 

coinfección con otra especie del género Helicobacter no influencia significativamente para 

que H. pylori colonice el ambiente gástrico.  

 

  Generalmente, la infección por  H. heilmannii se asocia a gastritis leve, sin 

embargo, se han reportado casos de úlceras duodenales, lesiones agudas de la mucosa 

gástrica  y carcinoma gástrico. Además, se ha asociado la infección de H. heilmannii a 
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linfoma de la mucosa gástrica asociado a tejido linfoide (MALT) de carácter leve a 

moderado, en pacientes humanos y animales (Corti et al., 2002). La infección con H. 

heilmannii en estómagos humanos, usualmente es acompañada  de una gastritis crónica 

activa la cuál generalmente es menos severa que la infección con H. pylori en esos tejidos 

(Baele et al., 2004). 

 

Epidemiología 

 

 El ser humano sería el hospedero natural para H. pylori y se postula que esta 

bacteria se ha adaptado en forma activa al nicho ecológico del estómago humano. Debido al 

aislamiento de Helicobacter desde heces de pacientes humanos y animales, se ha sugerido 

una vía de transmisión fecal-oral (Twedt, 1996).  

 

El fracaso en aislar H. pylori de reservorios animales no humanos, sugiere que el 

contacto directo persona a persona sería el modo de transmisión más probable para este 

microorganismo (Fox et al., 1996; Twedt, 1996). 

 

La prevalencia de Helicobacter en pacientes humanos, difiere marcadamente entre 

grupos étnicos y clases socioeconómicas en los distintos países. Aproximadamente, el 50% 

de los individuos adultos de los países desarrollados y  más del 90% de los adultos de 

países en vías de desarrollo estarían infectados con esta bacteria (Smoot, 1996). En muchas 

personas la infección por H. pylori se tolera bien por períodos prolongados con poca o 

ninguna sintomatología (Moncayo et al., 2006). 

 

En los países en vías de desarrollo, el inicio  de la infección ocurriría entre los 2 a 8 

años de edad, mientras que en los países desarrollados, Helicobacter  es poco común en 

niños, y afecta al 20% de la población menor de 40 años, y alrededor del 50% de los 

adultos mayores de 60 años de edad (Gitnick, 1997; Monath et al., 1998). 
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En un estudio realizado por Tindberg et al., 2001, en Suiza, concluyeron que la 

niñez sería el periodo de infección con H. pylori, y está estrechamente asociado al origen y 

nivel socioeconómico de la madre, más que del padre. 

 

En 1992, se publicó por primera vez el aislamiento de H. pylori desde deposiciones 

humanos (Thomas et al., 1992). A pesar de la evidencia del pasaje de H. pylori a través del 

tracto digestivo, la bacteria no estaría bien adaptada a este tránsito. Varios investigadores 

han informado de los efectos letales de la bilis sobre la bacteria, por lo que se cree que la 

sobrevida de H. pylori después de transitar por intestino es poco probable (Fox y Lee, 

1997). 

 

Otra vía  de transmisión propuesta es la oral-oral, basada en la detección de 

Helicobacter en placa dental y contenidos gástricos de pacientes humanos; además de ser 

posible su cultivo desde saliva (Smoot, 1996). Existiría una vía iatrogénica explicada por 

una inadecuada desinfección de equipos de endoscopía (Smoot, 1996; Gitnick, 1997). 

 

H. pylori fue identificada en aguas superficiales usando técnicas inmunológicas 

(Strauss-Ayali y Simpson, 1999) y mediante PCR en agua potable en Suecia (Hulten et al., 

1998). De acuerdo a los resultados de este último estudio, la bacteria sobreviviría por 48 

horas en agua potable.  

 

Los animales podrían actuar como reservorios de H. pylori, sin embargo numerosos 

trabajos no lo han logrado comprobar (Mitchell, 1999; Neiger y Simpson, 2000, Neiger, 

2003). De hecho, se ha sugerido que las mascotas domésticas podrían ser potenciales 

reservorios de H. pylori, especialmente en el caso de los gatos (Handt et al., 1994). Sin 

embargo, a través de la técnica de secuenciación de ADNr 16S se demostraron diferencias 

entre bacterias espirales caninas y H. pylori, las que actualmente se denominan H. felis y H. 

heilmannii (Heilmann y Borchard, 1991; Handt et al., 1995).  
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En animales, se han propuesto rutas de transmisión similares a humanos;  además de 

considerarse  a perros y gatos eventuales reservorios de estas bacterias (Fox, 1997; Neiger, 

2003). 

 

Helicobacter ha sido aislada en animales sanos tan jóvenes como perros de 2 meses 

de edad y en animales viejos de hasta 11 años (Yamasaki et al., 1998). Experimentalmente, 

se ha comprobado que existiría transmisión de Helicobacter gástricos de las madres a 

cachorros, durante el periodo de lactancia, a través de contacto oral-oral y fecal-oral 

(Twedt, 1996; Hänninen et al., 1998).  

  

H. pylori ha sido cultivado a partir de mucosa gástrica de gatos naturalmente 

infectados; y las lesiones encontradas son semejantes a las descritas en humanos (Fox et al., 

1995). Estos autores inocularon experimentalmente 4 gatos libres de patógenos con H. 

pylori, para posteriormente monitorear la infección por 7 meses a través de cultivos 

gástricos, PCR y biopsias gástricas seriadas. Finalmente, la necropsia de los individuos 

determinó que todos los gatos desarrollaron gastritis multifocal, con infiltración linfocitaria 

y múltiples nodulaciones linfoides, especialmente en el área del antro gástrico. Las 

bacterias se ubicaron en toda la mucosa gástrica, especialmente a nivel de las criptas 

glandulares del antro. 

  

En humanos las prevalencias de la infección con bacterias pertenecientes al grupo 

H. heilmannii-like reportadas a nivel mundial están dentro de los siguientes niveles: 0.1% 

en Italia, 0.25% en Alemania, 0.25% en Bélgica, 3, 2% en el sur de China, y  6.2%  en  

Tailandia. El 80% de estos cuadros sería provocado por  H. heilmannii tipo 1, el cual se 

piensa sería adquirido desde perros, gatos y cerdos (Corti et al., 2002). 

 

Un estudio de biopsias gástricas humanas positivas a H. heilmannii mostró que el 

78% de los pacientes estaba infectado con H. heilmannii tipo 1 y un 2,4% de los pacientes 

con H. heilmannii tipo 2 (Trebesius et al., 2001). 
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Mientras la infección con organismos “H. heilmannii – like” es rara en pacientes 

humanos, es común en animales domésticos; y el contacto con gatos, perros y cerdos ha 

sido correlacionado con un mayor riesgo de infección con H. heilmannii en las personas. En 

1997, Stolte et al., encontraron un 70% de pacientes infectados que tenían contacto con 1 o 

más animales, en comparación con un 37% en la población sana (Baele et al., 2004).  

 

Dieterich et al., 1998, comunican que en dos gatos, en estrecho contacto con un 

hombre con gastritis por H. heilmannii, se detectó la presencia de bacterias con morfología 

semejante. A través de técnicas de PCR, estos autores demostraron que en esta persona 

existían tres cepas distintas de H. heilmannii, que todas a su vez presentaban concordancia 

con las cepas detectadas en los gatos analizados. El estudio concluyó que existiría la 

posibilidad de transmisión de esta bacteria, entre personas y sus mascotas. 

 

G. hominis ha sido descrita en cortes histológicos por varios investigadores, 

encontrando una prevalencia de 0,2 – 0,6% en Europa y sobre un 4% en China en pacientes 

con dispepsia y ocasionalmente en pacientes con úlceras peptídicas (Andersen et al., 1999). 

 

Aunque la incidencia de la infección con H. felis en humanos es baja, un estudio 

reciente en Europa usando PCR múltiple encontró que un poco más de 8,9% de la 

población fueron positivos a H. felis (Fritz et al., 2006). 

 

En perros, Helicobacter gástricos son altamente prevalentes, publicándose informes 

que varían entre 61 a 82% de infección en perros que consultan por vómitos (Hermanns et 

al., 1995; Simpson, 1999); 67% a 86% en perros mascotas sanos y 100% en perros 

experimentales de la raza Beagle o de sociedades protectoras de animales (Eaton et al., 

1996; Simpson, 1999). 

 

Infecciones con H. heilmannii se han encontrado en varios animales, incluyendo 

gatos, perros y cerdos con prevalencias reportadas de 80-100% (Dieterich et al., 1998).  
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En las biopsias gástricas de perros, frecuentemente se observan especies del género 

Helicobacter, distintos de H. pylori (Fox y Lee, 1997; Yamasaki et al., 1998). Las 

caracterizaciones fenotípicas y genotípicas han sido limitadas y, generalmente las 

investigaciones se orientan a correlacionar la presencia de anormalidades gástricas con la 

presencia de una población de organismos espirales, denominada como organismos 

“Helicobacter-like” (HLO‟s) o “Gastrospirillum-like” (GLO`s) (Neiger, 2003). 

 

Los estudios han sido poco concluyentes (Hermanns et al., 1995 y Eaton et al., 

1996) o de resultados conflictivos (Yamasaki et al., 1998). Las investigaciones más 

recientes indican que en los estómagos caninos se encontrarían presentes 3 especies: H. 

felis, H. bizzozeronii y H. salomonis (Paster et al., 1991; Hänninen et al., 1996; Jalava et 

al., 1997). Las tres especies han sido fácilmente cultivables. 

 

 En 1999, Cattoli et al., intentaron determinar cual de estas especies era más 

prevalente en la mucosa gástrica de perros. Al biopsiar endoscópicamente o post mortem, 

estómagos de 25 perros con signos de gastritis (10) y sanos (15), determinaron que 23/25 

individuos (92%) fueron positivos a bacterias Helicobacter, mediante microscopía óptica. 

Sólo en 5/23 individuos positivos, se tuvo éxito al cultivo bacteriano (2 de individuos con 

signos de gastritis y 3  individuos sanos). Estos aislados bacterianos fueron posteriormente 

analizados a través de microscopía electrónica, pruebas bioquímicas, PCR y secuenciación 

del ADNr 16S. H. felis fue identificada en 4 muestras y H. bizzozeronii en una muestra 

(paciente con signos de gastritis). Sólo el análisis con PCR y microscopía electrónica fue 

capaz de diferenciar las 2 especies. 

 

Distintos grupos de investigadores norteamericanos han detectado infección en un 

rango de 41-60% en gatos clínicamente sanos y 57– 76% en gatos con vómitos crónicos. En 

perros sanos, los valores alcanzan 67– 86% de perros sanos, 74 a 80% en perros con 

vómitos y el 100% de perros de laboratorio de raza Beagle (Neiger, 2003). 

 

Yamasaki et al. (1998) informan que de 77 perros sanos,  60% y 80% de perros 

menores de 1 año y mayores de 5 años, respectivamente, resultaron  infectados con 



 22 

Helicobacter. En 43 gatos, este mismo estudio determinó una prevalencia  cercana al 60% 

en gatos menores a un año de edad, sin observar incremento en este porcentaje a edades 

superiores. 

 

Diagnóstico de la infección por bacterias Helicobacter spp. 

 

 Desde el primer cultivo exitoso de H. pylori en 1984, variadas pruebas diagnósticas 

se han desarrollado para determinar la infección en los pacientes sospechosos (Westblom y 

Bhatt, 1999).  

 

Un gran número de pruebas diagnósticas invasivas y no invasivas pueden ser 

utilizadas para confirmar la presencia de bacterias Helicobacter gástrico  en humanos 

(Gitnick, 1997).  

  

Pruebas invasivas son aquellas que requieren de la técnica endoscópica e incluyen la 

extracción de muestras de mucosa gástrica, las cuales pueden ser sometidas a prueba rápida 

de ureasa y/o examen histopatológico para la detección bacteriana y de las lesiones 

asociadas (Sutton, 1998). 

 

Dentro de las pruebas no invasivas destacan la prueba del aliento urémico y la 

detección serológica de anticuerpos (Sutton, 1998). 

 

Inicialmente, todos los procedimientos fueron invasivos (endoscopías y biopsias de 

mucosa). A pesar que la combinación de histología, cultivo y/o test rápido de ureasa pueden 

considerarse las pruebas definitivas (“Gold Standard”), ellas son laboriosas y caras 

(Westblom y Bhatt, 1999).  

 

Las pruebas no invasivas ofrecen conveniencia y bajos costos, pero tienen la 

desventaja de medir indirectamente la presencia de H. pylori. Esto puede ser una limitante 
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en su utilización, especialmente en el caso de la serología, que pierde su especificidad en el 

periodo que sigue al tratamiento antibiótico (Westblom y Bhatt, 1999). 

 

El análisis histopatológico de biopsias gástricas aún se considera como la prueba 

definitiva para el diagnóstico de la infección por H. pylori. Además de la visualización del 

microorganismo, la histopatología puede entregar importante información acerca de los 

tejidos que rodean y el grado de inflamación existente (Heilmann y Borchard, 1991).  

 

La sensibilidad del examen histopatológico se reduce por el consumo de 

medicamentos antisecretorios en forma similar a la prueba de ureasa en la biopsia 

(Moncayo et al., 2006). 

 

La tinción de Warthin-Starry o tinción plata, fue recomendada inicialmente por 

Warren y Marshall en 1983 (Dunn et al., 1997). Es excelente en la visualización de la 

bacteria, pero consume mucho tiempo y su costo es elevado.  

  

Las tinciones no argénticas más comúnmente utilizadas son la tinción Giemsa, 

Gram y la tinción Hematoxilina-eosina (Corti et al., 2002). La  presencia de la bacteria  se  

evidencia  en cortes de mucosa gástrica y en general estas tinciones presentan alta 

sensibilidad y especificidad (Hermanns et al., 1995; Happonenn et al., 1996; Corti et al., 

2002). 

A pesar de la gran variedad de tinciones utilizadas a lo largo de estos años, la 

tinción Giemsa aún permanece como la de elección para el diagnóstico de rutina,  por su 

simplicidad y bajo costo (Westblom y Bhatt, 1999).  

 

La microscopía directa con tinción de Gram modificada es una técnica diagnóstica 

rápida y simple para biopsias gástricas. La sensibilidad de este método varía entre 88 a 95% 

con una especificidad cercana al 100%, comparado con el estudio histológico empleando 

tinción plata (Malferheiner, 1994). 
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El examen histopatológico, tiene la desventaja de requerir una técnica diagnóstica 

costosa e invasiva como es la endoscopía. Sin embargo, tiene la ventaja de permitir realizar 

simultáneamente el diagnóstico bacteriano y además informar de la severidad de la gastritis 

y de la presencia de metaplasia intestinal y atrofia.  Es importante recordar que el examen 

histopatológico es altamente dependiente de la experiencia y acuciosidad del patólogo 

(Westblom y Bhatt, 1999). 

 

El diagnóstico de Helicobacter en animales se realiza a través de la detección de la 

bacteria en la mucosa gástrica. Sin embargo, la diferenciación entre H. heilmanni, H. pylori 

y H. felis, sólo es posible a través de microscopía electrónica u otras pruebas como PCR 

(Happonenn et al., 1996, Strauss-Ayali y Simpson, 1999).  

 

Morfológicamente, no es difícil diferenciar H. heilmannii de otros organismos 

gástricos no espirales, incluyendo H. pylori. Sin embargo, una gran variedad de organismos 

gástricos espirales tal como H. felis, H. salomonis y H bizzozeronni, aunque muy rara vez 

identificados en estómago humano, son indistinguibles de H. heilmannii tanto por 

microscopía óptica como por hibridación fluorescente in situ de ADNr 16S, por lo que se 

requieren pruebas más específicas para la identificación definitiva (Joo et al., 2007). 

  

La detección de H. heilmannii  a través de microscopía electrónica tendría una 

sensibilidad menor que la prueba de ureasa o la histología tradicional con tinción plata o 

Giemsa. Esto podría deberse a que el área de superficie investigada por microscopía 

electrónica es muy pequeña;  que H. heilmannii es menos prolífica en biopsias humanas o, 

que está distribuida más espaciadamente en la mucosa gástrica en comparación a H. pylori 

(Happonen et al., 1996, Strauss-Ayali y Simpson, 1999). 

 

En 1995, un grupo de investigadores alemanes sometió a análisis histopatológico 

muestras de mucosa gástrica de 122 perros sanos y 127 gatos sanos. El 82% de los perros y 

el 76% de los gatos presentaron bacterias Helicobacter en las biopsias analizadas 

(Hermanns et al., 1995). 
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Cultivo  

 

El cultivo de Helicobacter in vitro es muy  exigente y necesita de condiciones 

especiales de cultivo para ser exitoso. Dentro de estas condiciones se incluyen: atmósfera 

microaerófila (oxígeno al 5-7%) con alto nivel de humedad, temperatura de incubación de 

37ºC y un medio de cultivo rico en nutrientes. También se requiere adicionar hidrógeno 

atmosférico y algunos estimulantes del crecimiento para ciertas especies de Helicobacter 

(Westblom y Bhatt, 1999).  

 

A pesar que el cultivo de H. pylori no es la forma más sensible de diagnóstico (90% 

de sensibilidad comparado con el examen histopatológico), es altamente específico y es 

esencial para seleccionar la terapia, basada en las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 

(Malferheiner, 1994). La sensibilidad del cultivo va desde un 70% a un 95% cuando se trata 

de material gástrico obtenido mediante biopsia (Moncayo et al., 2006) 

 

El cultivo de H. heilmannii no se ha realizado hasta la fecha y su diagnóstico 

usualmente se basa en su morfología espiral (comparada con H. pylori) en biopsias teñidas 

con tinción plata (Priestnal et al., 2004). Los organismos “H. heilmannii”-like aislados de 

tejido humano, no son posibles de cultivar y el diagnóstico es básicamente basado en 

histología, aunque la citología también está descrita. Recientemente, otro método basado en 

microscopía e hibridación fluorescente in situ, se describió que detectaba todos los tipos de 

H. heilmannii y varias nuevas formas directas desde biopsias gástricas embebidas en 

parafina (Chisholm y Owen, 2003). 

 

 Estudios histológicos han demostrado que los organismos H. heilmannii-like están 

presentes en mucosa gástrica de casi todos los perros adultos, pero la minoría aparenta ser 

cultivable bajo condiciones estándar (Buczolits et al., 2003). Sin embargo, una variedad de 

organismos espirales como H. felis, H. salomonis y H. bizzozeronii son indistinguibles de 

H. heilmannii a la microscopía óptica, sin contar que H. pylori en cultivo in vitro puede 

adoptar una morfología idéntica a H. heilmannii.  Por todo esto, las técnicas moleculares 

como PCR, análisis de secuencias de productos de PCR clonados o no clonados y la 
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hibridización fluorescente in situ (FISH) con sondas específicas, se requerirían para realizar 

una identificación definitiva (Trebesius et al., 2001).  

 

Debido a que los organismos “H. heilmannii” son muy difíciles de cultivar in vitro, 

se han utilizado técnicas de PCR, específicamente basadas en la secuenciación de ADN 

ribosomal 16S, identificándose 2 tipos de “H. heilmannii” (Baele et al., 2004). El tipo 1 

estaría relacionado a los organismos “Helicobacter –like” porcinos, llamados “Candidatus 

Helicobacter suis”, los cuales hasta la fecha no han sido cultivables. Los organismos “H. 

heilmannii  tipo 2” estarían altamente relacionados con las 3 especies de Helicobacter 

aisladas de perros y gatos: H. felis, H. bizzozeronii y H. salomonis. Este  grupo “H. 

heilmannii tipo 2” fue aislado por primera vez de mucosa gástrica humana en 1999 por 

Andersen et al.  

 

En el aislamiento de Helicobacter gástricos se han utilizado varios medios de 

cultivo, de tipo selectivo y no selectivo. Los más usados son agar Brucella cerebro-corazón 

y agar tripsicasa soya, ambos suplementados con 5% a 10% de sangre (Westblom y Bhatt, 

1999). Independientemente del medio utilizado, es recomendable el uso de un medio 

selectivo y otro no selectivo (Strauss-Ayali y Simpson, 1999). 

 

H. pylori es una bacteria de crecimiento lento en todos los medios de cultivo, 

demorando entre 2 a 7 días para dar un cultivo positivo. La identificación se realiza a través 

de la tipificación morfológica en tinciones Gram; así como sus reacciones bioquímicas 

específicas (Breed et al., 1948). 

 

 El cultivo de Helicobacter, a partir de muestras frescas de mucosa gástrica, no es 

una técnica recomendada como prueba diagnóstica rutinaria. El cultivo se evalúa a los 3 

días y si no existe desarrollo se recomienda evaluar las placas hasta 14 días después de su 

siembra, antes de dar como negativa una muestra (Monath, 1998). 

 

 Jalava et al., 1998, cultivaron biopsias de mucosa gástrica de 95 perros y 22 gatos. 

Resultaron positivos el 51% de los perros y 13,65% de los gatos. Las principales 
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dificultades detectadas por ellos fueron el aislamiento primario, y la identificación de 

especies. A pesar de contar con un gran panel de pruebas bioquímicas y pruebas de 

tolerancia no pudieron diferenciar entre especies muy relacionadas como H. bizzozeronii, 

H. felis y  H. salomonis. Sin embargo, H. felis podría crecer como pequeñas colonias 

translúcidas, y esas colonias eran usualmente más pequeñas que las formadas por H. pylori 

y G. hominis (Andersen et al., 1999). 

 

Yamasaki et al., 1998, no tuvieron resultados positivos al cultivar muestras de 

biopsia gástricas (fondo y píloro) de perros y gatos positivos histológicamente a la 

infección por Helicobacter. 

  

H. heilmannii es una de las bacterias más frecuentemente detectadas mediante PCR 

en estómago de perros y gatos. Sin embargo, hasta el momento no ha sido posible su 

cultivo en medios artificiales. H. felis es cultivable, pero difícil de aislar debido, 

probablemente al escaso número de bacterias que logra colonizar la mucosa gástrica de 

perros y gatos (Simpson, 1998). H. bizzozeronii y H. salomonis son cultivables, en 

contraste con H. heilmannii (Dieterich et al., 1998). 

 

Prueba rápida de ureasa 

 

Debido a que los Helicobacter gástricos producen abundante cantidad de ureasa, se 

desarrollaron pruebas rápidas para detectar la enzima directamente en muestras de biopsia 

(Gitnick, 1997).  

 

Estas pruebas contienen rojo fenol como indicador de pH y urea como sustrato. En 

la medida que la enzima bacteriana hidroliza la urea, el pH aumenta y ocurre un cambio de 

coloración. Se considera como resultado positivo todo cambio de color que ocurra dentro 

de algunos minutos o varias horas, incluso 24 horas (Corti et al., 2002).  

 

La prueba de ureasa tiene una sensibilidad de 90 a 95% en biopsia, 90 a 95% en aire 

exhalado y 90 a 96% en orina. Cualquier actividad enzimática de la ureasa en biopsias de la 
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mucosa gástrica se considera positiva para H. pylori. La sensibilidad de esta prueba se 

puede reducir bajo ciertas circunstancias y un resultado negativo no necesariamente 

significa ausencia de infección. La prueba puede dar resultados falsos negativos en 

individuos con sangrado reciente o activo del tracto gastrointestinal superior y en enfermos 

que antes hayan tomado inhibidores de la bomba de protones, antagonistas del receptor H2, 

antibióticos o compuestos que contengan bismuto (Moncayo et al., 2006). 

 

Se describen resultados falsos positivos por la existencia de otros microorganismos 

productores de ureasa (estreptococos y estafilococos). Los resultados falsos negativos se 

deberían a un bajo número de Helicobacter, o cuando se realiza una sola toma de muestra 

(Corti et al., 2002).  

 

Varias pruebas comerciales (“kits”) están disponibles actualmente, y todas  

requieren de una biopsia de mucosa gástrica, un sustrato de urea y un marcador sensible al 

pH. En general, presentan una sensibilidad entre 88-92% y una especificidad entre 99 a 

100%, comparadas con la determinación de la bacteria a través de histopatología (Dunn et 

al., 1997; Gitnick, 1997; Sutton, 1998).  

 

En un estudio desarrollado por investigadores japoneses,  el 100% de los  caninos y 

felinos infectados por Helicobacter (diagnóstico histológico de mucosa gástrica), obtuvo 

resultados positivos en la prueba de ureasa (Yamasaki et al., 1998).  

  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

  

En los últimos años, se han aplicado métodos basados en PCR para la detección de 

H. pylori en muestras de biopsia y jugo gástrico, saliva, placa dental y heces. (Moncayo et 

al., 2006). Este es un poderoso método para la detección de un bajo número de bacterias 

desde material clínico y no requiere que la  bacteria esté viable. La precisión de esta técnica 

varía ampliamente debido a: la elección de partidores (“primers”) y ADN blanco, 

preparación de la muestra, densidad bacteriana y factores relacionados al procedimiento 

mismo del PCR (Dunn et al., 1997).  
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La ventaja del PCR es su capacidad de diagnosticar H. pylori de forma no invasiva, 

ya que puede detectar el ADN de la bacteria desde fluidos no gástricos, como saliva. En un 

estudio, la sensibilidad para detectar H. pylori en la saliva de pacientes humanos fue de un 

84% en comparación con el examen histopatológico de las biopsias gástricas en los cuales 

no se detectó la bacteria. Para explicar la observación de individuos positivos al PCR de 

saliva, en ausencia de la bacteria en estómago, estos autores postulan que la cavidad oral 

sería el lugar de entrada de la infección bacteriana, y que la colonización del estómago no 

sería una consecuencia necesaria de la infección oral (Dunn et al., 1997).  

 

A pesar de lo anterior, métodos de PCR bien diseñados son superiores a otros 

métodos en términos de sensibilidad y menor invasividad, cuando se detectan Helicobacter 

desde saliva, placa dental, secreciones gástricas y deposiciones (Westblom y Bhatt, 1999). 

 

En Inglaterra, Chisholm y Owen (2003) describieron un método por PCR para ser 

aplicado a pacientes humanos y que detecta todas las especies que componen el grupo “H. 

heilmannii- like” y a H. pylori, a través de la identificación de una secuencia ADNr 16S y 

del gen vac A, respectivamente. 

 

Situación nacional 

 

 De acuerdo a estudios nacionales publicados entre 1985 y 1995, la infección por 

Helicobacter pylori es muy frecuente en pacientes con una amplia gama de condiciones 

gastrointestinales, incluyendo adultos (43 – 92%) y niños (6 – 100%). Los niveles de 

anticuerpos del tipo IgG específicos alcanzan valores de 100% en pacientes con úlceras 

duodenales, 86% en pacientes con gastritis y 75% en pacientes asintomáticos (Figueroa et 

al., 1997). 

 En medicina veterinaria, se han realizado 3 estudios descriptivos de la presencia de 

bacterias del género Helicobacter en mucosa gástrica de caninos y felinos sanos, con y sin 

signos de patología digestiva. Sin embargo, ninguno de estos trabajos pudo determinar la o 
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las especies de Helicobacter presentes en el estómago de los individuos evaluados (Paz, 

2002; Jara, 2003; Valdés, 2007).  

 

 Hoy en día, aún no existen suficientes evidencias que permitan aclarar el rol de H. 

heilmannii-like en casos clínicos de gastritis crónicas, el tratamiento médico ideal; si es una 

enfermedad zoonótica y que papel tiene en otras enfermedades como cáncer gástrico o 

enfermedad intestinal inflamatoria crónica (Leib, 2003; Neiger, 2003).  
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OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

Determinar la presencia de H. pylori y organismos “H. heilmannii – like”, en la mucosa 

gástrica de perros, a través de técnicas moleculares. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1.- Detectar la presencia de organismos “H. heilmannii – like” en mucosa gástrica de perros 

mediante PCR convencional. 

 

2.- Detectar la presencia de H. pylori en la mucosa gástrica de perros mediante PCR 

convencional. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

1. Individuos en estudio:  

 

Para los propósitos de este estudio, se seleccionaron 10 individuos positivos a la 

prueba rápida de ureasa de sus biopsias gástricas, obtenidas a través de endoscopía flexible. 

Los individuos no debían haber recibido antibióticos en los últimos 30 días previos a la 

toma de muestras. 

 

La fase experimental relacionada con la recolección de las biopsias gástricas caninas 

se llevó a cabo en las dependencias de la Clínica de Animales Pequeños de la Facultad de 

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. 

 

2. Obtención de las biopsias gástricas 

Técnica Endoscópica 

  

Previo al examen endoscópico los animales en estudio fueron sometidos a un ayuno 

de 16 horas. Este examen se realizó bajo anestesia general para evitar incomodidad y dolor 

en el paciente. El protocolo anestésico incluyó atropina (0,05 mg/kg), diazepam (0,5 

mg/kg) y ketamina (5 mg/kg), administrados vía endovenosa y vehiculizados en suero 

salino fisiológico estéril (NaCl 0,9%). 

 

Durante el examen endoscópico, a todos los pacientes se les extrajeron muestras de 

mucosa gástrica, con una pinza de biopsia endoscópica. Las biopsias gástricas de los perros 

fueron obtenidas del cuerpo gástrico, y se tomaron en promedio 6 muestras por cada 

paciente. El tamaño de cada muestra varió entre 2-4 mm de diámetro. Una de las muestras 

fue sometida a una prueba rápida de ureasa He–Py Test® (BiosChile) para determinar la 

presencia de bacterias ureasa positivas. Los resultados de esta prueba se leyeron en un 

tiempo máximo de 24 horas. Las otras 5 muestras de estómago fueron depositadas en un 

tubo Eppendorf de 1.6 ml, rotuladas y posteriormente congeladas a -20°C, en espera de los 

resultados de la prueba de ureasa. Los 10 primeros perros positivos a la prueba de ureasa, 
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ingresaron a este estudio y sus muestras de mucosa gástrica fueron analizadas mediante 

PCR, para identificar tanto H. pylori como organismos H. heilmannii – like 

 

3. Identificación de organismos H. heilmannii-like y H. pylori 

 

La identificación se realizó por PCR y se llevó a cabo en las dependencias del 

Centro Biotecnológico Veterinario (Biovetec) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y 

Pecuarias de la Universidad de Chile.  

 

-  Extracción de ADN para PCR:  

Al momento de hacer la extracción de ADN bacteriano, se tomaron las muestras de 

los tubos sin descongelar y se homogenizaron con ayuda de agua destilada y un mortero 

hasta lograr una pasta líquida. Para extraer el ADN de las biopsias se utilizó la técnica 

previamente descrita por Moncayo et al., (2006). A las muestras homogenizadas se les 

agregó 400 µL de tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM, pH 7,2; EDTA 1 mM con SDS al 1% 

y 100 mg de proteinasa K/ml). Se incubaron a 60°C por 3 horas y posteriormente se extrajo 

el ADN por la técnica de extracción fenólica, que consistió en agregar a la muestra 400 µL 

de cloroformo, agitar durante 1 minuto y centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto. 

Posteriormente, la fase acuosa se transfirió a otro tubo Eppendorf de 1.6 ml, para continuar 

con nueva extracción fenólica (400  µL), repitiendo los últimos pasos citados 

anteriormente. La fase acuosa se colocó en otro recipiente, el ADN se precipitó con 40 µL 

de acetato de sodio 3M y 1000 µL de isopropanol. Se mezcló nuevamente y se dejó a – 

20°C por al menos 6 horas. Posteriormente, se centrifugaron los tubos por 20 minutos a 4°C 

y 13.000 rpm. Luego de eso, se sacó el sobrenadante con ayuda de una pipeta y secó con 

ayuda de una estufa el resto de sobrenadante. El ADN precipitado fue posteriormente 

lavado con etanol 70% y secado a temperatura ambiente. El precipitado fue suspendido en 

50 µL de agua. 
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-  PCR para la detección de organismos H. heilmannii – like: 

Todas las biopsias fueron sometidas a PCR para la identificación de organismos H. 

heilmannii – like, en base a la técnica descrita por Chisholm y Owen, 2003. Los partidores 

que se utilizaron para amplificar la secuencia de ADNr 16S (112 pb) fueron: 

- HeilF: 5‟-AAG TCG AAC GAT GAA GCC TA 3‟ 

- HeilR: 5‟ –ATT TGC TAT TAA TCA CCA TTT C 3‟ 

Para todas las muestras a amplificar, se preparó un volumen final de reacción de 50 µl, 

conteniendo 5 µl del ADN extraído de la biopsia, una concentración de 0,4 µM para cada 

partidor, una concentración de 200 µM para cada desoxinucleótido trifosfatado, y 1 U de 

taq polimerasa en 20 mM Tris – HCl, pH 8,4, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0,2% (v/v) 

glicerol. 

 

Las condiciones del PCR fueron: 

El ADN blanco fue denaturado a 95°C por 5 minutos y luego amplificado por  35 

ciclos de 1 minuto cada uno a 95°C, el  alineamiento fue a una temperatura de 53°C y la 

elongación fue a 72°C. La extensión final se realizó a 72°C por 5 minutos. 

 

Posteriormente, los productos del PCR se sometieron a electroforesis (100V/h) en 

geles de agarosa al 1% en buffer TBE (90mM Tris-HCl, 90mM ácido bórico, 2,0 mM de 

EDTA) y teñidos con bromuro de etidio (0,5 ug/ml). Tras la electroforesis, el gel se analizó 

con luz ultravioleta, para visualizar las bandas amplificadas. 

 

-  PCR para la detección de H. pylori  

Se realizó un PCR específico de H. pylori, para la detección del gen de la citotoxina 

vacuolante vacA. 

 

Se utilizaron los partidores descritos por Chisholm y Owen, 2003 

- VAC3624F:             5‟-GAG CGA GCT ATG GTT ATG AC-3‟ 

- VAC4041R:            5‟-CAT TCC TAA ATT GGA AGC GAA-3‟ 
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El Procedimiento del PCR fue semejante al descrito para H. heilmannii por 

Chisholm y Owen, 2003. Las condiciones del PCR fueron: 

El ADN templado fue denaturado a 95°C por 5 minutos y luego amplificado por 35 

ciclos como sigue: 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, y 72°C por 45 segundos 

cada uno. La extensión final se realizó a 72°C por 5 minutos. 

 

Posteriormente, los productos del PCR se sometieron a electroforesis (100V/hr) en 

geles de agarosa al 1% en buffer TBE (90 mM Tris-HCl, 90 mM ácido bórico, 2,0 mM de 

EDTA) y teñidos con bromuro de etidio (0,5 ug/ml). Tras la electroforesis, se ubicó el gel 

sobre el transiluminador para analizarlo con luz ultravioleta y así poder visualizar las 

bandas amplificadas. Para determinar el tamaño molecular de los productos de PCR se usó 

un marcador de DNA de 100 pb. Los tamaños de las bandas amplificadas para H. pylori y 

H. heilmannii-like fueron 417 pb y 112 pb, respectivamente. Finalmente el gel fue 

fotografiado con una cámara Sony Cyber-shot modelo DSC-P1. Los geles teñidos con 

bromuro de etidio fueron desechados bajo normas aprobadas por el Comité de Bioseguridad 

de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. 

  

 Se usó como control positivo para H. pylori ADN genómico de una cepa aislada 

(26695)* y como control negativo agua destilada. Debido a que H. heilmannii no es 

cultivable no se contó con controles positivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Donación Sr. Hector Toledo Araya. Instituto de Ciencias Biomédicas. Facultad de 

Medicina Universidad de Chile.  
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RESULTADOS 

 

Se obtuvo positividad a H. pylori en 5/10 individuos y positividad a H. heilmannii-

like en 6/10 individuos (cuadro 1; figura 1, 2 y 3) 

 

Cuadro Nº 1: Detección de H. pylori y Helicobacter heilmannii-like  a través de PCR, 

en biopsias gástricas de 10 perros. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perro H. pylori (vacA) 
H. heilmannii-like 

(heil) 

1 - - 

2 + + 

3 + + 

4 - + 

5  + - 

6 + - 

7 - + 

8 - + 

9 + - 

10 - + 
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Figura 1: PCR en biopsias gástricas de perros para la detección de H. pylori (417 

pb) y H. heilmanni-like (112 pb).  

Carril 1: Estándar de peso molecular de 100 pb 

Carril 2: Perro 8, (-) a H. pylori 

Carril 3: Perro 4, (-) a H. pylori 

Carril 4: Control positivo a H. pylori (cepa 26695)  

Carril 5: Perro 8, (+) a H. heilmannii 

Carril 6: Perro 4, (+) a H. heilmanni 

Carril 7: Perro 7, (+) a H. heilmannii 

Carril 8: Perro 7, (-) a H. pylori  

Carril 9: Control negativo (agua bidestilada) 
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Figura 2: PCR en biopsias gástricas de perros para la detección de H. pylori (417 

bp) y H. heilmanni-like (112 bp).  

Carril 1: Estandar de peso molecular de 100 pb 

Carril 2: Perro 3 (+) a H. pylori 

Carril 3: Perro 2 (+) a H. pylori 

Carril 4: Perro 5 (+) a H. pylori 

Carril 5: Perro 3 (+) a H. heilmannii 

Carril 6: Perro 2 (+) a H. heilmannii 

Carril 7: Perro 10 (+) a H. heilmannii 

Carril 8: Perro 5 (-) a H. heilmannii 

Carril 9: Perro 10 (-) a H. Pylori 
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Figura 3: PCR en biopsias gástricas de perros para la detección de H. pylori (417 bp) y 

H. heilmanni-like (112 bp).  

Carril 1: Estandar de peso molecular de 100 pb 

Carril 2: Perro 1 (-) a H. pylori 

Carril 3: Perro 10 (-) a H. pylori 

Carril 4: Perro 3 (+) a H. pylori 

Carril 5: Perro 7 (-) a H. pylori 

Carril 6: Perro 9 (+) a H. pylori 

Carril 7: Perro 6 (+) a H. pylori 

Carril 8: Perro 5 (+) a H. pylori 

Carril 9: Control positivo a H. pylori (cepa 26695)   

Carril 10: Perro 1 (-) a H. heilmannii 

Carril 11: Perro 9 (-) a H. heilmannii 

Carril 12: Perro 10 (+) a H. heilmannii 

Carril 13: Perro 6 (-) a H. heilmannii 
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DISCUSIÓN 

 

 Estudios recientes realizados en distintos países han podido comprobar que en el 

estómago de seres humanos y animales existen bacterias que son capaces de producir 

distintas patologías gástricas en grados variables (Okiyama et al., 2005). Estas bacterias 

espirales gram negativas se han clasificado dentro del género Helicobacter y se han 

dividido en dos grandes grupos: H. pylori-like y H. heilmannii-like (Eaton et al., 1996; 

Baele et al., 2004). Este segundo grupo a su vez ha sido clasificado en 2 subgrupos 

distintos (H. heilmannii tipo 1 y H. heilmannii tipo 2) por análisis filogenético de sus 

secuencias génicas ADNr 16S (O‟ Rourke et al., 2001; Priestnall et al., 2004). Análisis 

comparativos posteriores sugirieron que este segundo grupo de bacterias también se 

encontraría presentes en perros, gatos y cerdos. 

 

 Un análisis basado en PCR ha sido desarrollado para amplificar distintos fragmentos 

de los genomas de organismos H. heilmannii-like y H. pylori directamente desde biopsias 

gástricas y esta técnica ha sido comparada como una alternativa al PCR de los genes ureB 

(Chisholm y Owen, 2003). 

 

Individuos en estudio  

 

Los animales que ingresaron al presente estudio fueron cuidadosamente 

seleccionados para cumplir los criterios que se establecieron como requisitos de entrada, es 

decir que hayan obtenido resultados positivos a la prueba rápida de ureasa de sus biopsias 

gástricas y que además no hayan recibido antibióticos en los 30 días previos a la toma de 

biopsias gástricas. Para los propósitos de este estudio, se seleccionaron 10 animales de los 

cuales 7 fueron perros mascotas y 3 fueron canes de criadero.  

 

 Especialmente, en lo referido a la administración de antibióticos, este período de un 

mes sin terapia antibiótica previo a la realización de los exámenes endoscópicos y toma de 

biopsias, fue propuesto de acuerdo a antecedentes bibliográficos internacionales (Happonen 

et al., 1998; Yamasaki et al., 1998) y tuvo como objetivo asegurar que esta terapia no 
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afectara la población bacteriana gástrica y su posterior detección a través de la prueba de 

ureasa y PCR.  

 

A pesar que el número de individuos podría a priori considerarse pequeño, 

concuerda con el número de individuos utilizados en estudios similares (Paz, 2002; Jara, 

2003) y es coherente con el objetivo central de este estudio. 

 

Es interesante destacar el estudio de Yamasaki et al., (1998), en el cuál describieron 

que Helicobacter se ha aislado de animales sanos tan jóvenes como perros de 2 meses de 

edad y en animales viejos de hasta 11 años. En el presente estudio hubo tres animales que 

se presentaron sanos al examen clínico (perro 1, perro 4 y perro 8) y sus edades se 

encontraban dentro de este rango de edad (8 años, 8 años y 7 años respectivamente). Con 

esto se puede deducir que la ausencia de signos clínicos no excluye la posibilidad de 

presentar bacterias del género Helicobacter y en el presente estudio ocurrió que de 3 

pacientes sanos (perro 1, perro 4 y perro 8), posterior a la prueba de ureasa, 2 resultaron ser 

positivos (perro 8 y perro 4) a H. heilmannii-like por medio de PCR. En relación a esto, es 

ejemplificador el resultado obtenido por Radin et al., (1990), quienes a pesar de haber 

infectado experimentalmente con bacterias del género Helicobacter a 7 cachorros (libres de 

estas bacterias), ninguno de ellos presentó signos clínicos de gastritis.  

 

 Se reconoce que la presencia de especies del género Helicobacter en el estómago de 

animales es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades gástricas 

(Trebesius et al., 2001). Sin embargo, en el presente estudio, los 7 pacientes “no sanos”, 

correspondieron a pacientes que presentaron sintomatología clínica de: diarrea de intestino 

grueso, vómitos y fluctuaciones en el apetito. Al examen endoscópico macroscópico no 

hubo hallazgos de anormalidad en la mucosa gástrica. En este estudio, sin embargo, no se 

consideró la realización de estudios histopatológicos para confirmar o descartar la presencia 

de gastritis asociada a la presencia de estas bacterias, por no estar en los objetivos del 

estudio. 
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Prueba de ureasa  

 

 El requisito de entrada de los individuos en estudio fue la positividad a esta prueba.  

 

 En el presente estudio, el perro 1 resultó ser falso positivo a la prueba de ureasa, 

debido a que fue negativo a los PCR para ambas bacterias. Esto puede atribuirse a la 

presencia de otras bacterias, que pudieron haber contaminado la muestra y que también 

pueden producir ureasa como Proteus mirabilis o Pseudomona aeruginosa (Happonen et 

al., 1998; Corti et al., 2002). Otra posibilidad es que la biopsia no haya sido representativa, 

debido a que las infecciones gástricas, en animales domésticos, por bacterias del género 

Helicobacter se presentarían en parches o zonas muy focalizadas (Jalava et al., 1998).  

 

Se debe poner en perspectiva que la prueba de ureasa tiene una sensibilidad 88-92% 

y una especificidad entre 99 a 100%, comparada con el diagnóstico a través de estudios 

histopatológicos (Nieger y Simpson 2000,  Montecucco y Rappuoli, 2001), los que por 

razones de financiamiento no fueron posibles de incluir en el presente estudio y que de 

acuerdo a Simpson et al., (1999) la técnica de PCR sería más sensible y específica que las 

pruebas histológicas, cultivo bacteriano y mapeo de ureasa en la detección de H. felis en 

perros.  

 

La confirmación de presencia de material genético de las bacterias H. pylori y 

organismos H. heilmannii-like en las biopsias gástricas estudiadas, también apoyaría el uso 

de la prueba rápida de ureasa, como una prueba tamiz o screening para perros, al igual 

como se utiliza actualmente en pacientes humanos (Moncayo et al., 2006). Esta prueba 

sería más conveniente, en términos económicos, en tiempo de procesamiento y en 

requerimientos de personal calificado, en comparación a los estudios histopatológicos; 

estos últimos actualmente considerados el gold standard para el diagnóstico de bacterias 

del género Helicobacter en mucosa gástrica de perros y gatos (Corti et al., 2002). 

 

 Happonen et al., (1998) informaron que al utilizar la prueba de ureasa en 10 perros 

sanos experimentalmente infectados, el 100% de las muestras de cuerpo gástrico fueron 
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positivas, de fondo gástrico el 95% fue positivo, y de antro gástrico el 62% de las muestras 

fueron positivas, sin determinarse diferencias estadísticamente significativas (p> 0,05). 

Además estos investigadores, indicaron que los resultados falsos negativos a la prueba de 

ureasa de algunas muestras podrían deberse al pequeño número de Helicobacter presentes.  

 

 Hazell et al., 1987 señalaron que el número de resultados positivos, con la prueba 

de ureasa, aumentó en la medida que también lo hizo el período de lectura, especialmente 

cuando el conteo de Helicobacter fue bajo. Sin embargo, en el presente estudio se respetó 

el tiempo máximo de lectura (24 horas) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Durante la última década, la aplicación de técnicas microbiológicas convencionales, 

que requieren el crecimiento de los microorganismos para su posterior análisis fenotípico y 

bioquímico, ha pasado a ser complementada con la aplicación de métodos moleculares de 

diagnóstico. Entre tales metodologías  la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es la 

más sensible y la que se aplica más satisfactoriamente en microbiología clínica, en 

particular en el caso de organismos que son difíciles de cultivar in vitro o que presentan 

crecimiento lento (Mendez – Álvarez y Perez -  Roth, 2004). 

 

Hasta ahora, los organismos H. heilmannii-like no se han podido cultivar in vitro 

(Baele et al., 2004). Además, los métodos para la detección de estas bacterias basados en 

microscopía son relativamente poco sensibles cuando el número de bacterias es bajo 

(Chilsholm y Owen, 2003). Es por esta razón que se han necesitado de técnicas 

diagnósticas más sensibles y específicas como PCR para la detección de estas bacterias en 

las muestras de mucosa gástrica. Los estudios basados en PCR han podido identificar 

organismos H. heilmannii-like en las biopsias gástricas de humanos y animales por 

amplificación de fragmentos génicos específicos ADNr 16S (Chisholm y Owen, 2003). 
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Se observó que las especies H. felis, H. bizzozeronii y H. salomonis tienen 

secuencias génicas 16S rRNA muy similares, de manera que se necesitan otros genes para 

poder discriminar entre ellas (Baele et al., 2004). 

 

En el presente trabajo, se realizaron múltiples ensayos de PCR para la detección de 

bacterias H. pylori y organismos H. heilmannii-like en la mucosa gástrica de 10 perros. 

Además, se probaron distintas diluciones de las preparaciones de ADN obtenidos, para 

evitar interferencias génicas y así obtener mejores resultados.  

 

En la extracción de ADN bacteriano desde las biopsias gástricas, la muestra 

obtenida fue suficiente y de calidad adecuada para poder ser amplificado mediante PCR. 

Sin embargo, existió el inconveniente que la cantidad usada en cada PCR no pudo ser 

estandarizada. Esto se pudo apreciar en los geles, ya que, las bandas obtenidas fueron de 

distinta intensidad debido a la diferencia que existió en la cantidad de ADN amplificado. A 

pesar de esto, no hubo problemas en el posterior análisis de los geles e identificación de los 

distintos productos de PCR, con lo que se puede deducir, que una muestra de biopsia 

gástrica fue una cantidad suficiente desde la cual se pudo extraer material genético para su 

posterior análisis. Este problema podría aminorarse tratando de estandarizar la cantidad y el 

tamaño mínimo de las distintas muestras de biopsias gástricas que se van a utilizar para la 

extracción de ADN. 

 

Para evitar resultados falsos positivos se tuvo especial cuidado en todo lo 

relacionado al resguardo y manipulación de las muestras. Los resultados falsos positivos 

pueden generarse por contaminación de las muestras a partir de una única molécula de 

ADN proveniente de otra muestra, con lo que esta molécula sería amplificada por PCR y 

aparecería como una banda errónea en la electroforesis por gel (Satz, 1993). Frente a esto, 

se realizaron controles negativos múltiples (reacciones de amplificación con todos los 

reactivos, excepto el ADN molde). Además, del uso de técnicas de esterilidad, se procuró 

un buen uso y limpieza de micropipetas que evitarían la generación de aerosoles como 

precaución para prevenir la contaminación de las muestras.  
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Usando los partidores HeilF: 5‟-AAG TCG AAC GAT GAA GCC TA 3‟ y HeilR: 

5‟ –ATT TGC TAT TAA TCA CCA TTT C 3‟. se encontraron 6 perros positivos a 

H.heilmannii-like. Lo que concuerda con Chisholm y Owen (2003). Chilsholm y Owen 

(2003), usaron una técnica de PCR (HHLO-16) con los siguientes partidores: HeilF: 5‟-

AAG TCG AAC GAT GAA GCC TA 3‟ y HeilR: 5‟ –ATT TGC TAT TAA TCA CCA 

TTT C 3‟. Estos partidores amplificaban la secuencia ADNr 16S (112 pb) de las bacterias 

pertenecientes al grupo H. heilmannii-like. Estos investigadores además publicaron que 

estos partidores no amplificaban las secuencias génicas de H. pylori y teóricamente esta 

técnica podría detectar miembros del subgrupo H. heilmannii tipo 2, como son: H. felis, H. 

bizzozeronii y H. salomonis (Chilsholm y Owen, 2003). Este análisis además resultó ser 

altamente sensible, ya que estos investigadores describieron que en 13/15 biopsias gástricas 

felinas este análisis pudo detectar productos específicos, donde sólo 2 de estas biopsias 

gástricas habían sido confirmadas de contener organismos espirales por tinción Gram.  

 

 Inicialmente, se había asumido que las infecciones mixtas de distintas especies del 

género Helicobacter eran raras, por que había exclusión competitiva (De Groote et al., 

2005). Sin embargo, en el presente estudio la presencia simultánea de productos de H. 

heilmannii y H. pylori detectados a través de PCR fue observada en 2 de los 10 pacientes 

(perro 2 y perro 3). Con estos resultados se puede concluir que la presencia de una especie 

de Helicobacter gástrico no excluye coinfección con otra especie en la mucosa gástrica de 

los individuos infectados. 

 

Solnick et al., (2003) en sus estudios de la mucosa gástrica de animales revelaron 

que ellos eran colonizados por microorganismos distintos a H. pylori, además describieron 

que la bacteria más comúnmente encontrada era una especie distinta a H. pylori. En el 

presente estudio se observó que 6/10 de los perros (perro 2, perro 3, perro 4, perro 7, perro 

8 y perro 10) fueron colonizados por bacterias distintas a H. pylori que pertenecían al grupo 

de organismos H. heilmanii-like y dos de estos perros presentaron ambas especies 

conjuntamente (perro 2 y perro 3).  
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Baele et al., 2004, describieron que las especies más comúnmente encontradas en 

perros y gatos fueron H.  felis, H. bizzozeronii y H. salomonis.  Estas tres especies 

corresponden a organismos H. heilmannii-like. Los resultados obtenidos en el  presente 

estudio concuerdan con Baele et al., (2004), ya que 6 de los 10 perros fueron positivos a 

organismos H. heilmannii-like a través de PCR. 

 

 Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede deducir que el 

desarrollo y evaluación de la técnica de PCR en las biopsias gástricas endoscópicas para la 

detección de H. pylori y organismos H. heilmannii-like sería una herramienta de gran 

utilidad para determinar el rol de estas bacterias en la generación de gastritis. El uso 

rutinario de esta técnica podría permitir una evaluación exacta de la prevalencia de H. 

pylori y organismos H. heilmannii-like en animales y podría facilitar estudios para mejorar 

la comprensión de la significancia clínica y también para poder analizar y comprender 

mejor de que forma los animales domésticos actúan como un reservorio de la infección. 
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CONCLUSIONES 

 

- A través de la técnica de PCR fue posible detectar, por primera vez en Chile, 

bacterias H. pylori y organismos H. heilmannii-like en mucosa gástrica de perros.  

 

- La utilización de la prueba rápida de ureasa como prueba tamiz al PCR, sería de 

utilidad y altamente recomendable. 
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RECOMENDACIONES 

 

El presente estudio es el primero en reportar la presencia de bacterias del género 

Helicobacter en la mucosa gástrica de perros por medio de PCR y pudo identificar y 

diferenciar si los organismos presentes en los 10 perros correspondían a bacterias H. pylori 

o a organismos H. heilmannii-like. Se recomienda para estudios posteriores que estos sean 

complementados con otras técnicas como la hibridación fluorescente in situ (FISH). 

Además, también sería necesario usar partidores específicos para esas bacterias, para poder 

identificar las especies que componen cada uno de los subtipos de H. heilmannii-like.  
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