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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de Helicobacter spp., en Ulceras gastricas en caballos.
Materiales y métodos. Se utilizaron 40 caballos, 28 machos y 12 hembras, (4-17, afios).
Se analiz6 en forma descriptiva la frecuencia de presentacién de bacterias tipo Helicobacter
spp., mediante las pruebas de ureasa (TU), tincién de Gram directo (GD) y tincion de
Whartin Starry (WS), las bacterias se identificaron por su morfologia y por su actividad
sobre urea. Se consideraron las variables del total de animales, zona anatémica, sexo y
edad. Resultados. Se encontraron bacterias tipo Helicobacter spp. El 65% de los caballos
fueron positivos al test de ureasa, el 75% fueron positivos a la tincidon de Whartin Starry y
el 50% resultaron positivos a la tincién de Gram directo. Sélo el 62.5 % de animales fueron
positivos en 2 pruebas (TU y WS), mientras que el 50% fueron positivos en 3 pruebas (TU,
WS y GD). El 22.5% de los animales resultaron negativos a todas las pruebas. El 100% de
las muestras positivas correspondieron a la mucosa glandular, principalmente a nivel del
fundus y pocas del antro gastrico. Las bacterias fueron encontradas en todos los grupos
etareos y en ambos sexos, se observdé mayor positividad en los machos a dos pruebas o
mas. Microscopicamente se demostroé la presencia de bacterias curvo-espiraladas compatibles
con Helicobacter spp., el test de ureasa fue moderado, un escaso numero de muestras
positivas mostré una alta cantidad de bacterias con la tincion de Whartin Starry.
Conclusiones. Se hallaron bacterias con morfologia compatible con Helicobacter spp.,
presentes en las Ulceras gastricas de caballos.

Palabras clave: Helicobacter spp., caballos, Ulceras gastricas.
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ABSTRACT

Objective. To determine the presence of bacteria type Helicobacter spp., from gastric
ulcers in horses. Materials and methods. Fourty horses, 28 males and 12 females (4-
17, years) were included. The frequency of presentation of bacteria like Helicobacter
spp, was analyzed in descriptive form by means of the urease test UT), Gram (GS) stain
and whartin-starry stain. Variables considered were the total of animals, anatomical
(gastric segment of the mucous one) area, sex and age. Results. It was found the
presence of bacteria like Helicobacter spp., the 65.0% of the horses were positive to
urease test, 75.0% of the horses were positive to the whartin-starry and 50% to Gram
stain. Only 62.5% of the animals were positive in both tests (urease test and whartin
starry); meanwhile, 50.0% were positive in three tests (urease test, whartin starry and
gram stain). 22.5% of the animals were negative in all tests. All of the positive samples
were taken in the glandular mucous, mainly at the level of the fundus and hole gastric.
Bacteria were found in all studied groups and both sex, major positivity was observed in
males to two tests or more. From microscopic point of view it was observed shape curve
spiral bacteria compatible to Helicobacter spp. Ureasa test was moderate, un few positive
specimens showed high number of bacteria by using Whartin Starry stain. Conclusions.
The bacteria Helicobacter spp., were present in the gastric ulcers of horses.

Key words: Helicobacter spp., horses, gastric ulcers.

INTRODUCCION

En medicina veterinaria varias especies del
género Helicobacter han sido relacionadas
con inflamacién y ulceracion gastrointestinal
en diferentes especies animales (1,2). El
papel de Helicobacter spp., en la
presentacion de Ulceras gastricas en equinos
es desconocido. Sin embargo, existen
informes sobre potros positivos al test de
ureasa. Por otra parte, en cortes histoldgicos
de la mucosa gastrica se ha observado la
presencia de bacilos semejantes a
Helicobacter pylori. Pero estos hallazgos no
son concluyentes, ya que no se ha aislado
el agente desde Ulceras gastricas en caballos
(3,4).

Las especies del género Helicobacter se
caracterizan por ser microaerofilicas, moviles,
Gram negativas. Morfolégicamente son
espiraladas, curvadas (bacilar) o cocoides
(5, 6). Miden aproximadamente 3,5 x 0,5
pm, poseen de 5 a 6 flagelos en uno de sus
polos, lo que las hace altamente moviles y
colonizan la capa de mucus que cubre el
epitelio gastrico (7). Este es un

microorganismo de crecimiento lento, siendo
necesarios de 5 a 7 dias para poder
apreciarse las colonias en medios soélidos.
La forma bacilar es la dominante y virulenta,
mientras que la forma cocoide no es viable
o pudiese ser la manera como se protege el
microorganismo durante la inactividad (8).
El objetivo del presente estudio fue
determinar la presencia de bacterias curvo-
espiraladas tipo Helicobacter spp., en Ulceras
gastricas de caballos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El presente estudio en su
parte practica se realizé en el Instituto de
Patologia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y en el Instituto de Microbiologia
Clinica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Austral de Chile. Las muestras
para este estudio fueron obtenidas en la
planta faenadora de carnes de Chol-Chol,
ubicada a 28 km al noroeste de la ciudad de
Temuco (IX Regién, Chile).
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Animales. Se utilizaron 40 caballos,
mestizos, adultos con edades que fluctuaron
entre 4 y 17 afos, 28 machos castrados y
12 hembras. Las muestras fueron obtenidas
de equinos faenados que presentaron Ulceras
gastricas detectadas al examen
macroscoépico. Luego de la extraccion del
drgano, se procedid a su diseccion desde el
cardias hasta el piloro y porcién proximal del
duodeno, abordando este proceso por la
curvatura mayor, segun pauta descrita por
Paredes y Cubillos (9). La edad fue
determinada por cronometria dentaria (10).

Procesamiento de las muestras. Cada una
de las muestras fue sometida a las siguientes
pruebas: test de ureasa, tincién de Gram
directo y tincién de Whartin Starry. El test
de ureasa fue realizado en forma directa en
la planta faenadora, con posterioridad a la
recoleccion de la muestra. Para este fin se
introdujo un trozo de tejido gastrico ulcerado
en un tubo de ensayo con solucién de urea
al 5% e indicador de pH; luego fueron
introducidas en la cdmara de microaerofilia
y transportadas al Instituto de Microbiologia
Clinica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Austral de Chile y colocadas en
incubacién a 37°C, observandose el cambio
en el color del reactivo a las 24 horas. Un
cambio de color del reactivo de naranja-amarillo
a rosa fucsia fue considerado una reaccién
positiva, indicando la presencia de ureasa en la
muestra inoculada. También, en la planta
faenadora se realizé en forma directa
impresiones de tejido en porta objetos
debidamente rotulados, secados y transportados
al laboratorio de Microbiologia Clinica de la
Universidad Austral de Chile para la tincién de
Gram directo. Las muestras para examen
histopatoldgico fueron procesadas en el Instituto
de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.
Las muestras fueron laminadas y procesadas
en autotécnico (Shandon Elliott) a fin de ser
deshidratadas e impregnadas en parafina.
Finalmente fueron incluidas en parafina solida,
cortadas mediante micrétomo a 5-6 micras de
grosor y tefiidas con tincion de Whartin Starry
(11, 12), con el fin de poder identificar la
presencia de bacterias tipo Helicobacter spp.
Esta tincién es especifica para determinar la
presencia de bacterias curvo-espiraladas en el
tejido evaluado.

1833

Identificacion de bacterias tipo
Helicobacter spp. Las bacterias fueron
identificadas por su positividad al test de
ureasa y por su morfologia caracteristica
(curvadas o espiraladas) mediante tincion
de Gram y por su afinidad por tinciones de
Whartin Starry (13).

Cuantificacion de la poblacion bacteriana
de Helicobacter spp. La carga bacteriana
fue semicuantificada subjetivamente,
teniendo en cuenta el numero de campos
con bacterias y la poblacién de bacterias
por campo (14, 15), utilizando la siguiente
escala:

-] : Ausente
i+ : Escasas
(++] : Moderadas
(+++) Abundantes

RESULTADOS Y DISCUSION

Frecuencia de presentacién de
bacterias tipo Helicobacter spp., segun
sexo y edad. En la poblaciéon equina en
estudio se presentd un predominio de
machos castrados sobre las hembras, esto
podria deberse a que son los machos
castrados los que se descartan primero
cuando presentan alguna patologia,
envejecen o bajan su rendimiento, por lo
que son enviados a sacrificio, ya que las
hembras podrian ser utilizadas para la
reproduccion. Por otro lado, se ha
encontrado que existe mayor riesgo de
presentacion de Ulceras gastricas en los
machos castrados (16), al parecer debido
a una disminucién de la testosterona, la
cual cumpliria un papel en la estimulacion
del factor de crecimiento epidermal salival,
el que bloquea las secreciones acidas y
estimula la migracion epitelial de la mucosa
gastrica; algo parecido ocurre en el caso
de las hembras, donde son las hormonas
femeninas las que estimulan el factor de
crecimiento epidermal, lo que explica el
bajo riesgo de Ulceras en las yeguas (16).
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En cuanto a la edad, la mayor proporcion de
caballos estudiados se encontré en el
segundo grupo etareo (6 a 10 anos),
presentando cargas bacterianas leves y
moderadas y en muy pocos casos carga
bacteriana alta (Figura 1). Los demas grupos
etareos presentaron frecuencias de
presentacién muy bajas, con respecto al
segundo grupo. Chillihua et al (17) y
Gonzalez-Carbajal et al (18) reportaron
mayor presentacion de Helicobacter pylori
en la poblacidon humana infantil; mientras que
Baba et al (19) y Rodriguez et al (20)
reportaron mayor frecuencia de presentacion
en la poblacidén canina adulta. Sin embargo,
Paz (21) y Ward et al(22), sefialaron que la
frecuencia de presentacion de bacterias tipo
Helicobacter spp., aumenta con la edad,
mientras que para Happonen (23), la tasa de
prevalencia de la bacteria fue similar en perros
de ambos sexos y de todas las edades.

0 Fundus

mAntro

11- 15 afios 16 - 20 afios

1-5afios 6- 10 afios

Figura 1. Graduacion de la frecuencia de
presentacion de bacterias tipo
Helicobacter spp., segun edad, para
las zonas de la mucosa gastrica.

La figura 1, muestra los valores de graduacién
de la frecuencia de presentacién de bacterias
tipo Helicobacter spp., segun edad, con
respecto a las diferentes zonas de la mucosa
gastrica, en 40 caballos. En los animales del
primer grupo etareo, se observé la bacteria
en forma moderada en un bajo porcentaje
de las muestras tanto en el fundus, como
en el antro gastrico. Los animales del
segundo grupo etareo, presentaron un alto
porcentaje de muestras con bacterias en
forma leve (25%), y moderada (7.5%), tanto
en el fundus, como en el antro gastrico,
mientras que solo el 2.5 % de las muestras
resultaron positivas en forma alta en la region
fundica. En los animales del tercer grupo
etareo, se observd un bajo porcentaje de
muestras positivas con leve carga bacteriana

en el fundus gastrico (2.5%), en forma
moderada (5%) en la region fundica, mientras
gue el 2.5% de las muestras resultd positivo
con carga bacteriana alta a nivel de la regién
antral. En el Ultimo grupo etareo solo se observd
leve carga bacteriana en las dos regiones
gastricas, con 2.5% respectivamente.

Frecuencia de presentacion de bacterias tipo
Helicobacter spp., obtenida mediante test
de ureasa, tincion de Whartin Starry y tincién
de Gram directo.

Son muy escasas las referencias que se
tienen en equinos en cuanto a la frecuencia
y distribucion de bacterias curvo-espiraladas
tipo Helicobacter spp., en la mucosa gastrica.
Valenzuela et al (15) en el sur de Chile,
demostraron la presencia de organismos
espiroidales gastricos desde biopsias
provenientes del fundus gastrico, obtenidas
por gastroscopia en potros clinicamente
sanos, con una frecuencia de presentacion
inferior a los obtenidos en este estudio. De
igual forma Belli et al (24), en caballos
sometidos a gastroscopia demostraron
evidencia de la presencia de organismos
espiroidales en biopsias del fundus gastrico
en un equino positivo al test de ureasa en
Brasil; sin embargo esta prueba por si sola
no es concluyente, debido a que existen
otros microorganismos que son productores
de ureasa, aunque en menor cantidad, como
Klebsiella, Proteus y Yersinia (25). Por lo
tanto, sélo se considera positivo a la
presencia de bacterias curvo espiraladas tipo
Helicobacter spp., a la concordancia de
positividad de dos o méas pruebas
diagnésticas (12, 26). Sin embargo, en este
estudio se encontrd un pequefio grupo de
muestras en las que se obtuvieron resultados
positivos discordantes, o sea, muestras
positivas al test de ureasa y negativas a la
tincién de Whartin Starry o viceversa. La
obtencion de muestras que resultaron ureasa
positiva y whartin starry negativo, podria
deberse a errores en el muestreo, debido a
gue se sabe que la distribucion de la bacteria
en la mucosa gastrica no es uniforme, por lo
que se recomienda tomar varias muestras
de diferentes sitios de ésta (26). En el caso
de las muestras que resultaron Whartin Starry
positivo y ureasa negativo, podria deberse
a una poblacién bacteriana escasa (< 10.000
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bacterias en la muestra), las que no
producirian la cantidad de ureasa suficiente
para ocasionar un cambio de color en el
medio de urea (27-29). Por esta razén sélo
son consideradas positivas aquellas muestras
que resultan positivas a mas de dos pruebas
(12, 26).

En este estudio, un alto porcentaje de las
muestras (62.5%) resultaron positivas a
bacterias tipo Helicobacter spp., en dos o
mas pruebas diagndsticas (Figura 2). Este
resultado es mayor al informado por
Valenzuela et al (15), quienes encontraron
positividad a dos pruebas en 56% y 26%
de las muestras utilizando tinciéon de gram
modificada y test de ureasa en potros
clinicamente sanos respectivamente; sin
embargo, estos autores no indican cuantos
de estos animales resultaron positivos y
concordantes a las dos pruebas. De igual
forma el resultado obtenido en este estudio
es mayor al reportado por Belli et al (24)
en Brasil y menor al reportado en otras
especies animales, como en caninos, donde
se obtuvieron frecuencias de presentacion
de Helicobacter spp., mucho mas altas (30,
31). Asi mismo en humanos se
determinaron frecuencias superiores a las
establecidas en este estudio (32, 33).

70,00%

60,00% ——

50,00% ——

000% —— Positivos
0,00% —— | Negativos|

w s

% de Positividad

20,00% ——

10,00% ——

0,00% —

2 pruebas 3 pruebas
Figura 2. Frecuencia de positividad de bacterias
tipo Helicobacter spp., obtenida en 2
pruebas y 3 pruebas positivas

respectivamente.

La figura 2, muestra el grupo de animales
positivos y concordantes en dos o mas
pruebas diagnosticas. El 62.5% de las
muestras, resultaron positivas en dos
pruebas (test de ureasa y Whartin Starry),
mientras que el el 50% de las muestras
resultaron positivas en tres pruebas (test
de ureasa, Whartin Starry y Gram directo).
Sin embargo, la concordancia de
positividad de dos pruebas o mas, fueron
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consideradas como positivas para este
estudio (12), por lo que se consideré como
positivo a bacterias curvo-espiraladas tipo
Helicobacter spp., al 62.5% de las muestras
por resultar positivas en dos o mas pruebas
diagndsticas.

El mayor porcentaje de muestras positivas
a bacterias curvo-espiraladas tipo
Helicobacter spp., se obtuvo del fundus
gastrico y un pequefo porcentaje del antro
pilérico (Figura 3). En la regién fundica se
presentaron altos porcentajes de muestras
con cargas bacterianas leve y moderada
y muy poco porcentaje de las muestras
con carga bacteriana alta.

45%

40% ——
0 35% ——
:E 30% ——
g 2% — Posilivos
£ 20% —
3 150 —

& 0% —
5% —
0%

1 Negativos|

Mucosa Fundica Mucosa Antral

Figura 3. Frecuencia de presentacion de bacterias
tipo Helicobacter spp., obtenida
mediante test de ureasa, tincion de
Whartin Starry y tincién de Gram

directo.

Estos datos concuerdan con lo sefialado por
Belli et al (24) y por Valenzuela et al (15),
quienes obtuvieron todas las muestras del
fundus gastrico y ninguna a nivel de antro
pilérico. Sin embargo, los datos encontrados
en este estudio contrastan con los reportados
en humanos y caninos, en los cuales la mayor
frecuencia de presentacion se dio a nivel de
antro pilérico y menor a nivel de fundus (17,
32-34). También contrasta con resultados
encontrados en humanos, en los cuales la
mayor frecuencia de presentacién de
bacterias tipo Helicobacter spp., ha sido
encontrada en la mucosa antral (18, 35).
Este contraste, entre los datos encontrados
en equinos y los encontrados en humanos y
caninos, podria deberse a que en el caballo
existe una condicion fisioldgica importante,
como es el reflujo duodenogastrico, el cual
aumentaria parcialmente el pH a nivel de
antro pilérico por su caracter alcalino,
cambiando las condiciones de sobrevida de
la bacteria, por lo que éstas migrarian hacia
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otros sitios de mayor acidez, como es el
fundus gastrico (36, 37). Sin embargo, en la
literatura consultada no se encontro
referencias sobre la frecuencia de
presentacion de Helicobacter spp., en
equinos.

La figura 3, muestra la frecuencia de
distribucion de bacterias tipo Helicobacter
spp., en los diferentes segmentos de la
mucosa gastrica. Todas las muestras fueron
tomadas desde Uulceras presentes en la
mucosa glandular.

De las muestras tomadas en la regién fundica
(Figura 4), el 40% fueron positivas en dos o
tres pruebas y 25%, resultaron negativas,
mientras que de las muestras tomadas en la
region antral (Figura 5), el 22.5% fueron
positivas en dos o mas pruebas (Figuras 6 y
7) y sblo el 12.5% resultaron negativas.

Figura 4. Ulceras gastricas grado 4 en la mucosa
fundica (—) (Caballo N° 502-06-E), con
carga bacteriana moderada (++) y
gastritis crénica activa.

= X ‘i': 1
Figura 5. Ulceras gastricas grado 2 en la regién
antral (—) (Caballo N° 500-06-E), con
carga bacteriana moderada (++) y

gastritis cronica.

Figura 6. Test de ureasa positivos. Obsérvese el
cambio de color del medio, de amarillo
(-) a rosa fucsia (+).

Figura 7. Mucosa gastrica (Caballo N° 430-
06-E). Obsérvese gran cantidad de

bacterias curvo espiraladas
compatibles con bacterias tipo
Helicobacter spp., (—) (Whartin
Starry). 40X.

La alta frecuencia de presentacion de
Helicobacter spp., obtenida en la mucosa
gastrica de los caballos en este estudio,
pudo deberse al tipo de caballos utilizados
y las condiciones medioambientales en la
gue se desenvolvian estos animales, ya que
lo mas probable es que ellos hayan tenido
contacto con fuentes de basura o con otros
animales, facilitando de esta manera la
transmisién de la bacteria (23, 38). También
se ha reportado una mayor presentacion de
Helicobacter pylori en la poblacién humana
en desarrollo, en los estratos sociales mas
bajos, en nifios y adultos de bajos recursos
econdmicos, aludiendo ésta mayor
presentacion a las condiciones
socioecondmicas y a las condiciones
higiénicas desfavorables en la que viven
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estas personas, teniendo de esta manera,
un mayor contacto con el microorganismo
(26, 39). De igual forma se han encontrado
altas frecuencias de presentacion en
estudios realizados en perros callejeros o
pertenecientes a estratos socioculturales en
via de desarrollo (40).

En conclusidn, se hallaron bacterias con
morfologia compatible con Helicobacter
spp., presentes en Ulceras gastricas de
caballos.
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