TRABAJOS ORIGINALES

DETECCI(:)N DE ORGANISMOS ESPIROIDALES GASTRICOS
EN ESTOMAGO DE POTRILLOS CLINICAMENTE SANOS

DETECTION OF GASTRIC SPIRAL ORGANISMS IN STOMACH
OF CLINICALLY HEALTHY FOALS

ORLANDO VALENZUELA O.1 MV ; AvLvaro Luzio Q.1 MV .; LISANDRO MURNOZ A.'MV.;
Msc.; PEDRO URRUTIA C.! MV.; APOLINARIA GARCIA C.2B.Q., DR. Cs. BIOLOG.

ABSTRACT

Spiral Gastric Organisms (SGO), belonging to the Helicobacter genre, are microaerophylic Gram negative
bacteria of spiral or curve morphology, widely spreaded in humans and companion animals. In this
study it was analyzed the detection frequency of the SGO in biopsies taken from mucus of the gastric
fundus of 27 clinically healthy foals from the National Stable located in Rifithue, X Region (Chile), through
rapid urease test and modified Gram staining. Twenty six percent of the analyzed biopsies were positive
Jor SGO by means of the rapid urease test and 56% was positive for the modified Gram staining. The
urease test was positive with more frequency between 24 to 48 hours, which indicates a low bacterial
charge in almost all the biopsies. This study shows the existence of bacteria with curve or spiral
morphology and positive urease, according to SGO, in the mucus of the gastric fundus of foals, and
suggests the presence of bacteria belonging to the Helicobacter genre. This founding seems very important
to us, because according ro our data there is no description of SGO nor Helicobacter pylori in clinically
healthy horse. The role this bacteria in the foals stomach, specially of the zoonotic potential in the man
requires further investigation.
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INTRODUCCION

Los Organismos Espiroidales Gdstricos (OEG) que
pertenecen al género Helicobacter son bacterias
microaerofilicas Gramnegativas de forma curva,
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espiralada y a veces de forma cocoide (Sato y col.,
1999). Se encuentran ampliamente distribuidos a ni-
vel mundial en humanos y animales de compaiifa,
habitando en las gldndulas, células parietales y
mucus del estémago (Simpson, 1997; Simpson y
Burrows, 1997).

La apariencia endoscopica del estémago ante
gran ndmero de OEG se caracteriza por presencia
de mucus y marcas puntiformes obscuras en la
superficie mucosa que parecen correlacionarse
con foliculos linfoides (Simpson y Burrows,
1997). Las lesiones descritas incluyen hiperemia,
edema antral, hipertrofia del esfinter pildrico, duo-
deno hiperémico, edematoso y friable. Adem4s de
un retardo del vaciamiento gastrico. La enferme-
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dad puede progresar pronunciando los signos de
pérdida de peso y enteropatia con pérdida de pro-
teinas (Ludlow, 1997).

Mas de 24 especies de Helicobacter se han
identificado, colonizando tanto al hombre como a
una amplia variedad de animales (Harper y col.,
2002), varias de ellas con caracteristicas zoondticas
(Andrews y Fernandez, 1997). Todas estas espe-
cies causan algin grado de inflamacién persisten-
te cuando residen en el estbmago de mamiferos
(Tompkins y Falkow, 1995), especialmente Helico-
bacter pylori, por ser agente causal de diversas
patologias gastroduodenales en humanos, tales
como gastritis crénica, enfermedad gastroesofagi-
ca, ulcera péptica, adenocarcinoma gastrico y
linfoma de Malt (Covacci y col., 1999), pero tam-
bién se ha descrito el efecto patogénico de esta
especie sobre caballos, terneros y cerdos (Dimola
y Caruso, 1999). Se han sugerido tres vias princi-
pales de transmisién para los OEG: via fecal-oral,
via oral-oral e iatrogénica (Mégraud, 1995; Oshowo
y col., 1998; Tytgat, 1995). Ademdas podemos en-
contrar numerosos reservorios tales como vegeta-
les, animales silvestres y domésticos (Hopkins y
col., 1993), En los dltimos dos reservorios se debe
centrar el interés de la salud publica.

La infeccién por Helicobacter pylori puede ser
diagnosticada por técnicas invasivas (como anéli-
sis histolégico, reaccién de polimerasa en cadena,
deteccidn directa de la actividad ureasa o cultivo
del microorganismo) (Vaira y col., 2002) y técnicas
no invasivas como anticuerpos anti H-pylori en sa-
liva y orina, serologia y la prueba del aliento (Vaira
y col., 2002; Savarino y col., 1999).

Segun la literatura revisada sélo en escasos
trabajos se describe la existencia de OEG y de He-
licobacter pylori en equinos con patologia
gastrica (Dimola y Caruso, 1999; Belli y col., 2003)
y no se describe su existencia en potrillos clini-
camente sanos.

En Jos dltimos afios ha existido interés en el po-
tencial zoonético que representan los animales para
el hombre como fuente de infeccién de OEG
(Andrews y Fernandez, 1997). Por lo tanto, el obje-
tivo de este estudio fue detectar la presencia de OEG
en estémago de potrillos clinicamente sanos, median-
te test rdpido de ureasa (HEPY-test) y tincion de
Gram modificada en biopsias de mucosa géstrica pro-
venientes de fundus de potrillos y comparar am-
bas técnicas y determinar el tiempo de reaccién al
test rdpido de ureasa.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se realizé muestreo a 27 potrillos lactantes de ambos
sexos y distintas edades (de 20 dias hasta 5 meses
de edad), de raza Fina Sangre Inglés (FSI), tipo
Holstein y tipo Silla Francés, pertenecientes al Haras
Nacional (Rifiihue, X Regién, Chile). La condicién de
paciente clinicamente sano fue establecida mediante
examen directo y anamnesis, asociado a la historia
del animal que sefiala a un paciente que no ha pre-
sentado signos y sintomas de enfermedad, pérdida
de peso, decaimiento y diarrea desde su nacimiento.
Estos animales se encontraban en las mismas condi-
ciones ambientales y dietarias, en reposo y sin ha-
ber recibido tratamiento antibiético de ningtn tipo.

TOMA DE LA BIOPSIA

Se ubicé al potrillo de pie en un brete o una
pesebrera para facilitar la maniobra, en algunos ca-
sos fue necesario utilizar un acial para hacer mds
expedito el trabajo (Usén y Tejedo, 1985). En todos
los potrillos se utilizé sedacién con Xilacina en so-
lucién acuosa al 2% endovenosa, en dosis de 0,5-
0,7 mg/kg (Murray, 1989). Se obtuvieron dos
muestras de la mucosa gastrica extraidas desde el
Jundus, utilizando un férceps de biopsia fenestrado
(Usén y Tejedo, 1985).

Test rapido de ureasa: Las biopsias una vez obte-
nidas fueron inmediatamente colocadas en placas
para test rapido de ureasa (HE-PY® test del Labora-
torio Bios-Chile S.A.) e incubadas a temperatura am-
biente. Las lecturas se realizaron cada 30 min las
primeras 3 h y posteriormente cada 1 h hasta com-
pletar las 48 h.

Los resultados de actividad de ureasa fueron cla-
sificados como sigue: (-), no reacciona dentro de 48
h, carga bacteriana ausente; (+), reaccién positiva
entre 24 y < 48 h, carga bacteriana baja; (++), reac-
cién positiva entre12 y < 24 h, carga bacteriana mo-
derada; (+++), reaccién positiva en < 12 h, carga
bacteriana alta (Otto y col., 1994).

Tincién de Gram modificada: Las muestras de
biopsias para tincién Gram modificada fueron reci-
bidas en suero fisiolégico e inmediatamente refrige-
radas hasta su tincién. Para esto se procedié a
macerar las biopsias en un mortero. De este mace-
rado se deposité una pequefia cantidad en el
portaobjeto para realizar la tincién (Guidelines for
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clinical trials in Helicobacter pylori infection,
1997; Van Horn y Dworkin, 1990). Los preparados
fueron analizados por microscopia de luz, bajo in-
mersion (100X), para determinar la presencia de or-
ganismos espiroidales gastricos.

Comparacién de las pruebas diagnésticas: Las
pruebas del Test rdpido de ureasa y tincién de
Gram modificada fueron comparadas para medir
sensibilidad relativa y especificidad relativa de am-
bos test diagndsticos. Para esto, se considerd
biopsias negativas a OEG mediante la tincién a
aquellas que después de la observacién de un to-
tal de 50 campos microsc6picos, elegidos aleato-
riamente, no se observaba la morfologia
compatible con OEG. En las muestras positivas a
OEG se contaba el nimero de células para poste-
riormente verificar si el tiempo de reaccién al test
de ureasa es concordante con la carga bacteriana
observada con la tincién de Gram modificada.

Registro de datos de los potrillos: Se registraron los
antecedentes de cada potrillo en una ficha endos-
cépica, donde, mediante un nimero de serie, se in-
dicaba nombre de la madre, edad y sexo de la cria,
tipo de alimentacién, fecha de endoscopia, resulta-
do del test de ureasa y tincién de Gram modificada.

RESULTADOS

TINCION DE GRAM MODIFICADA

Las biopsias de mucosa gistrica provenientes de
fundus sometidas a tincién Gram modificada dieron
una positividad de 56% a OEG, observandose en
mayor cantidad de frotis bacterias de morfologia cur-
va que bacterias espiraladas. En los frotis restantes
0 no se observaron células bacterianas o éstas no
eran compatibles con OEG.

Los valores expresados en la Tabla 1 muestran
las biopsias positivas a OEG mediante la tincién y
su carga bacteriana, de un total de 50 campos mi-
croscépicos observados.

DETERMINACION DEL TIEMPO
DE REACCION AL TEST DE UREASA

El anélisis de las 27 biopsias evaluadas por medio
del tiempo de reaccién al test rapido de ureasa
(HEPY -test) para determinar la presencia de OEG
se aprecia en la Tabla 2. Se consideré que una
muestra estaba negativa cuando no hubo viraje del

TABLA 1

DETERMINA’CIC/)N DE OEG EN BIOPSIAS DE
FUNDUS GASTRICO DE POTRILLOS (N=27)
MEDIANTE TINCION DE GRAM MODIFICADA
EN 50 CAMPOS MICROSCOPICOS

Carga N° Campos (+) Muestras (n) Muestras
Bacteriana OEG (%)
Negativa 0 12 44
Baja 0-16 11 41
Moderada 17-33 4 15
Alta 34-50 0 0

n: Nimero de biopsias.

TABLA 2

DETERMINACION DE LOS TIEMPOS
DE REACCION AL TEST RAPIDO DE UREASA
EN BIOPSIAS DE FUNDUS GASTRICO DE
POTRILLOS (N=27) Y CATEGORIA
DE LA CARGA BACTERIANA

Tiempo de reaccion ~ Fundus gdstrico  Categoria

Al test de ureasa (h)* n % carga bacteriana
>48 h 20 74 ausencia
>24 y <48 h 6 22 baja
>12y<24h 1 4 moderada
<12h 0 0 alta

*Adaptado de Otto y col., 1994.

reactivo dentro de las 48h, el 74% de las muestras
analizadas estaban en esta categoria. El 26% restante
de las muestras dio una reaccién positiva entre las
48 y 12h, lo que equivale a una carga bacteriana baja
(22%) o moderada (4%), respectivamente. Ninguna
de las biopsias analizadas presentd una carga
bacteriana alta, ya que no hubo reaccién positiva
en ellas dentro de las primeras 12 h de reaccion.

COMPARACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Se compararon los resultados obtenidos con ambas
pruebas diagndésticas para establecer la sensibilidad
relativa y especificidad relativa de ellos. La sensibi-
lidad relativa del test rapido de ureasa respecto a la
tincién de Gram modificada fue de un 47% y la es-
pecificidad relativa fue de un 100% (Figura 1).
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Figura 1
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DISCUSION

La tincién de Gram modificada produce un indice
muy alto en el éxito de la deteccién de Helicobac-
ter sp. (Goodwin, 1997). Estudios en curso realiza-
dos en nuestro laboratorio indican que esta tincién
fue efectiva en diagnosticar OEG en gatos domésti-
cos sanos en un 97% de los animales muestreados
(datos no pulicados). Vaira y col. (2002) indican que
esta tincién es un método diagndstico muy eficien-
te al ser comparado con la histologia y cultivo, ya
que admite en poco tiempo determinar la presencia
de OEG, ademas de permitir observar su morfologia
y tamafio. En este estudio se detectaron porcentajes
relativamente similares entre las biopsias positivas
(56%) a OEG y las negativas (44%); cabe sefialar
que se observaron bacterias mayoritariamente de
morfologia curva y en menor cantidad espiraladas
en relacién a este grupo bacteriano en otras espe-
cies de animales (Goodwin, 1997; Simpson, 1997;
Simpson y Burrows, 1997). Sin embargo, segiin nues-
tros antecedentes no existe descripcién de OEG ni
de Helicobacter sp. en equinos clinicamente sanos
(Collier y Stoneham, 1997).

Marshall (1988), Simpson (1997) y Yamasaki y
col. (1998) indican que la rapidez con la que se pr
oduce el cambio calorimétrico del test de ureasa, de-
pende de la cantidad de ureasa que se produzca a
partir del ndmero de bacterias presentes en la mues-

tra incubada. En este estudio los tiempos de reac-
cién positivos al test mas frecuentes se ubican en el
rango de 24 y 48 h (22%), considerdndose este tiem-
po de reaccién como una carga bacteriana baja o li-
gera. E1 74% de las biopsias no dio reaccién positiva
dentro de las 48 h, lo que puede interpretarse como
la no existencia de OEG en estas muestras, o bien
que la cantidad de células bacterianas era menor de
10° segin lo sefialado por Mégraud y col. (1997),
quienes indican que los test de ureasa son ttiles para
detectar el microorganismo, pero es necesario un mi-
nimo de 10° bacterias en la muestra para obtener re-
sultados positivos. También considera que con el uso
de dos biopsias la sensibilidad del test es mayor y
que con tiempos largos de lectura aumenta el riesgo
de obtener falsos-positivos por incremento en la pro-
duccidén de ureasa por otras bacterias presentes en
el estémago. Sin embargo, éstas no exceden el 5%.
En este estudio sélo se trabajé con una biopsia de
Sfundus por potrillo, seria interesante, por lo tanto,
trabajar con mas de una biopsia y comparar los re-
sultados obtenidos con los presentes.

Por otra parte, ya que no se ha descrito OEG des-
de el estémago de equinos clinicamente sanos, no
sabemos qué rol pueden estar cumpliendo y si pue-
den ser potencialmente patégenos para los mismos
potrillos a mayor edad, lo que caracteriza el tipo
de infeccion causada por este grupo de bacterias,
de naturaleza crénica.
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La sensibilidad relativa del test rapido de ureasa
comparado con la tincién Gram modificada fue de un
47%, valor cercano al 50%; esto indica la capacidad
que tiene el test rapido de ureasa para detectar las
muestras que son verdaderamente positivas. Estos
valores estdn dados por la presencia de biopsias dé-
bilmente positivas o que cuentan con una pequefia
cantidad de bacterias, las que no alcanzan a hacer
virar el indicador que lleva el test de ureasa. Esto con-
cuerda con lo descrito por Mégraud y col. (1997),
quienes consideran que el uso de tinciones especia-
les facilita la identificacion del género Helicobacter
y mejora la sensibilidad a la deteccién histoldgica,
particularmente cuando las bacterias son insuficien-
tes o estan distribuidas focalmente.

En relacién a la especificidad relativa, los resul-
tados indican un 100% de efectividad, lo que signi-
fica que el porcentaje de deteccion de biopsias que
no poseen OEG es acertada en todos los casos, o
dicho de otra forma no hubo test de ureasa positi-
vos que no presentaran la bacteria. El test de ureasa
para la deteccion de H. pylori en biopsias humanas
también presenta una alta sensibilidad y especifici-
dad (National Institute of Health, 1994).

En el presente estudio no existen diferencias
estadisticamente significativas (prueba de compa-
racién de proporciones, p>0,05) entre sexo y edad
de los potrillos muestreados, 10 que sugiere que
tanto el sexo como la edad de los potrillos no cons-
tituyen factores de riesgo para la infeccién con OEG,
aun cuando para hacer una afirmacién categérica al
respecto habrfa que disefiar un estudio para ello.

Por dltimo, se concluye la necesidad de utilizar
otras técnicas diagnésticas como cultivo y PCR,
para conocer a qué especie de OEG pertenecen las
bacterias presentes en biopsias de fundus géstrico
de potrillos, de morfologia curva o espiralada, con
reaccién positiva para la ureasa.

RESUMEN

Los Organismos Espiroidales Gastricos (OEG), que
pertenecen al género Helicobacter, son bacterias
microaerofilicas Gram negativas de forma curva o
espiralada que se encuentran ampliamente distribui-
das en humanos y animales de compafifa. En este
trabajo se analiz6 la frecuencia de deteccién de OEG
en biopsias de mucosa de fundus gistrico de 27
potrillos clinicamente sanos provenientes del Haras
Nacional ubicado en Rifiihue Décima Regién (Chi-
ie) a través del test rdpido de ureasa y tincién de

Gram modificada. El 26% de las biopsias analiza-
das fueron positivas para OEG mediante el test rapi-
do de ureasa y el 56% fue positiva a la tincién de
Gram modificada. El test de ureasa fue positivo con
mayor frecuencia entre las 24 y 48 horas, lo que in-
dica una carga bacteriana leve en la mayoria de las
biopsias. Este estudio muestra la existencia de bac-
terias de morfologia curva o espiralada, ureasa posi-
tiva, concordante con OEG, en la mucosa de fundus
gastrico de potrillos y sugiere la presencia de bacte-
rias del genero Helicobacter. Este hallazgo nos pa-
rece importante, ya que segiin nuestros antecedentes
no existe descripcion de OEG ni de Helicobacter
pylori en equinos clinicamente sanos. Es necesario
seguir investigando qué rol pueden estar jugando
estas bacterias en el estémago de potrillos, especial-
mente por el potencial zoonético que pudieran re-
presentar para el hombre.
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