Revista Electronica:

Deposito Legal: ppi 201502ZU4665 / / ISSN electronico: 2477-944X
Revista Impresa:

Deposito Legal: pp 199102ZU46 / ISSN 0798-2259

4 \

UNIVERSIDAD DEL ZULIA

REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
DIVISION DE INVESTIGACION

wz

MARACAIBO, ESTADO ZULIA, VENEZUELA

Vol. XXVIll (1), Enero - Febrero, 2018



UNIVERSIDAD

DEL ZULIA

Serbiluz

Sistema de Servicios Bibliotecarios y
de Informacion

Biblioteca Digital
Repositorio Académico

Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXVIII, N° 1, 19 - 24, 2018

DIAGNOSTICO DE Helicobacter spp. EN MUCOSA GASTRICA
DE EQUINOS, MEDIANTE PRUEBAS DE ACTIVIDAD UREASA

DIAGNOSIS OF Helicobacter spp. In Gastric Mucosa of Horses, by means of tests of Urease Activity

Angélica Maria Zuluaga-Cabrera”y José Ramoén Martinez-Aranzales

Linea de Investigacion en Medicina y Cirugia Equina (LIMCE), Centauro Research Group, Escuela de
Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia UdeA, Calle 70 No. 52-
21, AA 1226, Medellin — Colombia. "Autor para correspondencia: angelica.zuluaga@udea.edu.co

RESUMEN

El sindrome ulcerativo gastrico equino (SUGE) es una entidad
multifactorial que ocasiona lesiones en la mucosa gastrica.
El SUGE ha sido asociado a factores como el tiempo de
estabulacion, el suministro de concentrado, hipergastrinemia por
ejercicio, estrés, uso de antiinflamatorio no esteroideo (AINE) y
disbiosis (helicobacteriosis). El objetivo del presente estudio fue
detectar la presencia de Helicobacter spp. en mucosa gastrica de
equinos y determinar su asociacion con SUGE. Fueron evaluados
20 caballos de diferentes razas, de ambos sexos y estabulados.
Se realizé esofago-gastro-duodenoscopia a través de la cual se
realiz6 examen de la mucosa gastrica y toma de biopsia de la
porcién glandular del estomago. Las muestras fueron sometidas
a la prueba rapida de ureasa (PRU) y a la prueba del aliento
(UBT). Se realizé estadistica descriptiva y analisis de sensibilidad
y especificidad para ambas pruebas. Las pruebas de deteccion
de actividad ureasa resultaron poco sensibles con relacion a la
prueba de oro (agar urea); consecuentemente no fue posible
establecer asociacion entre la actividad ureasa relacionada
con Helicobacter y la aparicion de SUGE. No se establecio
correspondencia entre las pruebas utilizadas y la presencia de
Helicobacter spp., ademas de su relacién con SUGE. Se requiere
de diagnéstico molecular para su diagnéstico.

Palabras clave: Estdbmago; gastroscopia; prueba del aliento;
Ulcera

Recibido:17/01/2016 Aceptado: 11/10/2017

ABSTRACT

Equine Ulcerative Gastric Syndrome (EGUS) is a multifactorial
entity that produces gastric mucosal lesions. EGUS had been
associated to risks factors such us stabling, grain supply,
hypergastrinemia due exercise, stress, nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAID) and disbiosis (Helicobacter spp.).
The objective of this study was to detect Helicobacter spp. on
equine gastric mucosa and to determine its association with
EGUS. Twenty horses with different breeds, both sexes, stabled,
were evaluated. An esophagus-gastro-duodenoscopy and biopsy
of glandular mucosa were performed. Samples were submitted
to Urease Rapid Test (URT) and Urea Breath Test (UBT) was
performed in the studied population. Descriptive statistics, and
sensibility/ specificity test were developed. Urease production
tests were less sensitive respect to “gold standard” test (urea
agar); It was not possible to determine correspondence between
urease tests and Helicobacter spp presence, or EGUS. It was
not determined correspondence between tests and EGUS or
Helicobacter spp., it requires molecular diagnosis.

Key words: Stomach; gastroscopy; urea breath test; ulcer
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INTRODUCCION

Helicobacter es una bacteria Gram negativa, microaerofilica,
espiralada, flagelada, clasificada inicialmente dentro del género
Campylobacter, pero re-categorizada en 1989 [14], gracias al
estudio detallado de un microorganismo encontrado en antro
pilérico de humanos con enfermedad gastrica, llamado desde
entonces Helicobacter pylori. A pesar de que su forma mas
conocida es la espiral, es pleomoérfico. Las formas de esfera
(cocoides) aparecen en condiciones de privaciéon de nutrientes,
exposicion a antibiéticos o tiempos prolongados de incubacion.
Se presume que estas formas regresan a la presentacion bacilar
segun condiciones ambientales especiales, retornando su
capacidad infectiva [1, 14].

El perfil bioquimico mas conocido entre el género Helicobacter
es el de H. pylori, cuya actividad enzimatica mas notable es la
capacidad de hidrolizar la urea, ademas de poseer actividad
fosfatasa alcalina, oxidasay catalasa. Apesar de que se considera
relativamente comun la actividad ureasa entre especies de
Helicobacter, algunas de estas bacterias encontradas en mucosa
gastrica de animales difieren en su actividad enzimatica y efectos
sobre el tejido.

Algunos microorganismos encontrados en mucosa gastrica de
equinos (Equus ferus caballus) tanto, sana como ulcerada se han
relacionado con el género Helicobacter [3, 7, 8, 16], entre ellos
H. equorum [12]; sin embargo, la participacion de Helicobacter en
la patogénesis del Sindrome Ulcerativo Gastrico Equino (SUGE)
aun no ha sido establecida, aunque existe la presuncion de
que su presencia en mucosa gastrica de equinos es potencial
factor de riesgo para el sindrome en cuestion. Por esta razon,
el presente estudio tuvo como objetivo detectar la bacteria a
través de pruebas de actividad ureasa, ademas de establecer la
asociacion entre SUGE y presencia de la misma.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y aspectos éticos

Se realizé un estudio de tipo descriptivo prospectivo de corte
transversal, a través de un muestreo por conveniencia. El estudio
fue aprobado por el Comité institucional para el cuidado y uso de
animales de la Universidad de Antioquia mediante el protocolo
3082013.

Esofago - gastro - duodenoscopia

Se realizd gastro-duodenoscopia, previo ayuno de
doce y cuatro horas (h) para alimentos sdlidos y liquidos,
respectivamente. Se realizd sedacion con xilacina al 10%
(Anased®, laboratorios Lloyd, lowa, EUA) (0,5mg/kg/IV).
Posteriormente, se realizé la endoscopia mediante un sistema
de video endoscopio (PortaScope®, 1800PVS, Bradenton, FL,
EUA). Los hallazgos macroscopicos fueron clasificados segun la
escala de clasificacion del grado de lesiones gastricas propuesto
por MacAllister y col. [11].
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Durante el recorrido con el endoscopio se instild6 agua para
mejorar la visualizacion de la mucosa gastrica. Una vez realizada
la evaluacion gastroscopica y clasificacion de lesiones, se
tomaron tres biopsias de la superficie gastrica, de la mucosa
glandular (fundus) y antro pildrico, a través de la insercion de
una pinza trans-endoscépica flexible (PortaScope®, 1800PVS,
Bradenton, FL, EUA), para la realizacion de las pruebas rapidas
de ureasa (PRU).

Prueba Rapida de Ureasa (PRU)

Para realizar la PRU, se elaboré un caldo de urea modificado
[13], compuesto por agua destilada 500 mL; urea 100% (Merck,
Darnstadt, Alemania) 10g; rojo fenol 0,005g; acido clorhidrico al
97% 0,2 mL; el pH resultante fue 7, medido a través de tirilla
indicadora de pH. El caldo fue alicuotado en volimenes de 0,5
mL, y depositado en crioviales de 2 mL, cada biopsia tomada fue
sumergida completamente en el caldo y rotulada. Las muestras
en el caldo se incubaron a temperatura ambiente durante 12 h
para su posterior lectura.

La reaccidon de ureasa se basé en disponer un medio rico
en urea que, ademas contenia un indicador de pH (rojo fenol).
Cuando se sumergié una fuente de la enzima ureasa (en este
caso microorganismos con actividad ureasa), ésta se encargo de
hidrolizar la urea presente en el medio; la liberacion de amonio y
dioxido de carbono resultantes de la reaccion alcalinizé el medio
y produjo cambio de color desde el amarillo (negativo) hacia el
rojo-fucsia intenso, indicando reaccion positiva a la actividad
ureasa (FIG.1).

FIGURA 1. IMAGEN DEMOSTRATIVA DE LOS RESULTADOS:
NEGATIVO (A), POSITIVO DEBIL (B) Y POSITIVO (C) A LA
PRUEBA RAPIDA DE LA UREASA, A PARTIR DE BIOPSIAS
GASTRICAS DE ALGUNOS ANIMALES DEL ESTUDIO.

Se tomaron veinte muestras de mucosa glandular por
duplicado para ser sometidas a caldo urea y agar urea (“prueba
de oro”), utilizado en el laboratorio de Microbiologia Veterinaria
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de
Antioquia, con el fin de validar el resultado entre ambos medios.
El agar urea fue compuesto por un gel base (Urea agar Base
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Christensen® Merck Millipore, MA, EUA) 3,6 g, Sal de urea (Carlo
Erba Reagents SAS, Chaussée du Vexin, FR) 7,5 g, y 5 gotas de
acido clorhidrico al 97%. Con el fin de validar la efectividad del
caldo se utilizé un in6culo de un microorganismo con actividad
ureasa positiva (Proteus spp.).

Prueba del aliento (Urea Breath Test - UBT)

Se tomo aliento basal de cada equino, introduciendo un tubo
de vidrio (Exetainer® Vial for 13C breath Testing, Labco limited,
Reino Unido) en un ollar, mientras se ocluia simultdneamente
el contralateral, cuando el equino espiraba, se cerraba el tubo
inmediatamente. Posteriormente, se suministré a cada individuo
a través del canal de trabajo de la sonda del endoscopio, 50 mg
de urea C"™ (Lote U23001) diluida en 5 mL de agua y aplicada
directamente contra la mucosa gastrica. Seguidamente, 10
minutos después de suministrar el reactivo, se tomaba un
segundo aliento (espiracion) en otro frasco de vidrio. Cada tubo
se leyo en espectrometro de masas de relacion isotopica (ABCA,
Automated Breath CO,Analyser, Sercon® limited, Reino Unido).
Se consideré positivo aquel resultado que evidencié cociente
entre gases, mayor a 2A (delta). La reaccion quimica esperada
es representada en la siguiente ecuacion: *CO (NH,) + H,O —2
NH? + °CO,

Andlisis estadistico (sensibilidad y especificidad de las
pruebas diagnosticas)

Para determinar la capacidad de las pruebas diagnédsticas para
detectar verdaderas reacciones ureasa positiva se realizd una
comparaciéon de curvas ROC (receiver operating characteristic
curve) entre PRU, UBT y agar urea (“prueba de oro”). Este
analisis fue realizado con el software EPIDAT® V 3,1.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se evidencié una distancia significativa entre la linea patrén
(diagonal) y las curvas de PRU y UBT evaluadas (FIG. 2), lo
que indicd que los resultados son atribuibles al azar y no a la
correspondencia con la prueba de oro (prueba Ji?=0,1728; valor
P=0,6777). El analisis de curva ROC, demostré que ni PRU y ni
UBT son sensibles para la deteccion de actividad ureasa (TABLA
I) cuando se les compardé con la prueba de oro.

Curva ROC
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—
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FIGURA 2. CURVA ROC PARA LA EVALUACION DE LA
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS DOS PRUEBAS
DE DETECCION DE ACTIVIDAD UREASA: PRU Y UBT,
EMPLEADAS EN EL ESTUDIO.

TABLA |
AREA BAJO LA CURVA, ERROR ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DE LAS DOS PRUEBAS DE DETECCION DE
ACTIVIDAD UREASA (PRU Y UBT)

Curva Area ROC EE (DeLong) IC (95%)
PRU 0,5354 0,0825 0,3737 0,6970
UBT 0,4899 0,0718 0,3492 0,6306

EE= Error estandar; IC= Intervalo de confianza; PRU=Prueba rapida de la ureasa; UBT= Urea Breath Test

La (TABLA II) muestra en detalle los resultados para cada
una de las pruebas realizadas, segun el equino. Cabe anotar
que se eligioé fragmentos de la mucosa glandular, puesto que se
considera que es la porcién donde se lleva a cabo la infeccion por

Helicobacter spp. No fue posible establecer una relaciéon entre
las pruebas PRU y UBT, tampoco entre cada una de ellas y la
reaccion ureasa en agar urea.
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TABLA Il

RESULTADOS DE REACCION UREASA EVALUADA MEDIANTE PRU, UBT Y AGAR UREA, EN 20 BIOPSIAS DE ESTOMAGO
PROVENIENTES DE LA PORCION GLANDULAR DE LOS INDIVIDUOS DEL GRUPO DE ESTUDIO

Muestra M. Glandular (PRU) M. Glandular (AGAR UREA) UBT

1 Positivo débil Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Positivo Positivo Negativo
5 Negativo Positivo Negativo
6 Negativo Negativo Positivo
7 Negativo Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Positivo Positivo débil Positivo
11 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Positivo Negativo
13 Negativo Positivo Negativo
14 Negativo Positivo débil Negativo
15 Negativo Positivo Negativo
16 Negativo Positivo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Positivo débil Negativo
19 Negativo Positivo débil Negativo
20 Negativo Positivo débil Negativo

PRU= Prueba rapida de la ureasa; UBT: Urea Breath Test; M. Glandular= mucosa glandular.

Cuando se evalué la capacidad de PRU o UBT para predecir
la ulceracion gastrica, fue evidente que en ninguna circunstancia
la frecuencia de positivos se incliné hacia aquellos individuos que
presentaron ulceracién (cualquier grado).

No se realizé PRU a todas las regiones del estémago de todos
los animales, se considerd principalmente para aquellos que
evidenciaban lesiones gastricas grado =2 (severidad). Tal como
se evidencio en la FIG. 2 y la TABLA |, las pruebas de deteccion
de actividad resultaron ser poco sensibles con respecto a la
prueba de oro elegida (agar urea). Algunos resultados “positivo
débil” en PRU también fueron positivos débiles para UBT, esto se
explica en la helicobacteriosis, debido a que H. pylori, al producir
una lesion severa, tiende a disminuir la actividad ureasa; este
comportamiento de la prueba UBT se evidencia en humanos que
aun, siendo positivos y evidenciando cuadro clinico compatible
con Helicobacteriosis, resultan positivos dudosos a UBT.

Es posible que las pruebas de deteccion de actividad ureasa
funcionen mejor en lesiones superficiales, debido a que a ese
nivel no se ha producido disbiosis de los microorganismos
comensales, en contraste, cuando existe lesion severa el
sustrato para los microorganismos desaparece y éstos finalmente
disminuyen o mueren. Se ha reportado que la insuflacién temporal

22

del estémago durante la endoscopia interfiere con UBT debido a
que la oxigenacion artificial afecta la actividad ureasa, ademas,
el pobre ayuno hace que exista interferencia entre los restos de
alimento y la actividad ureasa [5].

Por otro lado, el volumen de reactivo utilizado pudo haber
interferido en el desempefio de esta técnica puesto que no fue
ajustado al volumen vy superficie del estbmago equino, ademas
la ausencia de temperatura de incubacion recomendada (37°C)
[5]; estos factores pueden explicar la aparicion de posibles falsos
negativos a UBT. La prueba UBT, en seres humanos ha mostrado
una alta eficiencia en el diagndstico de H. pylori [6]. Sin embargo,
la utilizaciéon de la UBT en el equino no mostré resultados
similares; ademas, existen factores quimicos y microbioldgicos
que hacen que la evaluacion de la actividad ureasa en estbmago
equino no sea una herramienta diagnéstica de helicobacteriosis
y a su vez de SUGE. Como primera medida, no esta claro cual
es la cantidad propicia de caldo urea y consecuentemente la
cantidad minima de unidades formadores de colonia (UFC)
de un microorganismo ureasa positivo para lograr reaccion
positiva en el tiempo que se tiene estipulado para su lectura;
esta incertidumbre hace que se haga necesario un acercamiento
diferente a esta prueba en campo. Sin embargo, Valenzuela y
Luzio [16] sugieren una cantidad minima de 10% bacterias por
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test para evidenciar reactividad durante las siguientes 48 h; de
cualquier manera, no se menciona la cantidad 6ptima de caldo
urea para que esta premisa se cumpla.

Por otra parte, se conoce que existen otros microorganismos
productores de ureasa en estdmago de equinos, tales como
Proteus miribialis, Pseudomona aureginosa [2], Klebsiella
spp. y Yersinia spp. [7] que pueden confundir los resultados
de los test de actividad ureasa y por tanto, los hace poco
concluyentes para la determinacion de Helicobacter spp. [7]. Se
ha encontrado Lactobacillus salivarius 'y Sarcina ventriculi, tanto
en mucosa gastrica equina sana como en lesiones ulcerativas;
ademas, en una lesion ulcerativa se encontré Enterococcus
faecium y Escherichia fergusonii superficial e intraepitelial,
respectivamente [10]. Por otro lado, H. equorum, que ha sido
aislado especificamente de equinos, tanto sanos como enfermos,
no cuenta con actividad ureasa [9], lo que sugiere que algunos
de estos microorganismos pueden participar en la fisiopatologia
de SUGE y no ser encontrados utilizando pruebas de deteccion
de actividad ureasa.

Otro problema con las pruebas de ureasa es la eventual
acidez gastrica presente en pacientes con SUGE, esto se
explica debido a la curva pH gastrico/actividad de la ureasa de
Helicobacter, el pico de actividad ureasa ocurre a pH géastrico de
7,5, no hay actividad perceptible por debajo de pH 4,5y a pH 4,
la inactivacion es irreversible [9], lo que significa que en aquellos
individuos donde se presumié pH gastrico igual o menor a 4 la
prueba pudo resultar falsamente negativa a Helicobacter spp. En
el caso del presente estudio, no fue medido el pH en las diferentes
porciones del estdbmago, por lo tanto esta informacién no pudo
ser corroborada. Es ideal, verificar el pH gastrico, y relacionarlo
con la aparicion de ulceras en las diferentes regiones gastricas,
ademas de su correspondencia con actividad ureasa [4].

Ademas, se ha encontrado que algunos factores epigenéticos
(niquel como apoenzima) y genéticos como capacidad de ARNm
de traducir suficientemente las érdenes de los genes reguladores
de la produccion de ureasa, influyen en la sensibilidad de
las pruebas de deteccion de ureasa. La actividad ureasa
intrabacterial del Helicobacter es regulada en por lo menos
tres vias: primero, una respuesta rapida via activacién de Urel;
segundo, una respuesta mas lenta basada en el incremento de
la activacién enzimatica y tercero, una respuesta crénica de ARN
mensajero estimulando la sintesis de nueva ureasa; todos estos
factores sugieren que es posible que existan microorganismos
ureasa positivos como Helicobacter spp., inclusive participando
en el SUGE, pero que podrian no ser facilmente detectados por
las pruebas de deteccién de ureasa.

Seria factible de considerar repetir las pruebas en condiciones
idénticas para determinar su variabilidad y reproducibilidad [15],
o por ejemplo, llevar a cabo analisis por duplicado. La variabilidad
de una prueba también esta dada por el estadio de la infeccion
que cursa el paciente [15] y por el pH de la muestra per sé que
puede retardar la reaccion del rojo fenol; de modo que algunos

falsos positivos y falsos negativos pueden encontrarse durante
el desarrollo de las pruebas y la combinacién de signos clinicos
y evidencias paraclinicas recopiladas, son la mejor conducta
para el diagnostico de Helicobacteriosis en caballos. Ademas,
se considera el diagnéstico molecular como instrumento clave al
momento de esclarecer la presencia de Helicobacter spp. en la
mucosa gastrica de estos equinos.

Las dificultades para realizar aislamiento de Helicobacter spp.
para confirmar su participacion en SUGE, hace que el estudio
presente error tipo I, es decir, afirmar que el microorganismo no
esta relacionado con la presencia de lesiones gastricas cuando
realmente si esta asociado; sin embargo, la participacién de otros
microorganismos ureasa positivos, puede llevar a cometer errores
de tipo |, asociando positividad con presentacion de SUGE,
cuando realmente su causalidad no es cierta. Sin embargo,
varios trabajos han reportado la presencia de microorganismos
compatibles con especies de Helicobacter, tanto en mucosa
gastrica intacta como ulcerada e inflamadas [8], lo que ha
generado controversia respecto de su participacion en el SUGE.
Por consiguiente, se continda requiriendo estudios moleculares
para determinar su relevancia en la patologia gastrica de equinos,
como es claro en seres humanos.

En este sentido, un estudio realizado en animales de abasto
publico en Chile encontré 65% de reaccién ureasa positiva y la
observacion de bacterias curvo-espiraladas tipo Helicobacter
en un grupo de estémagos ulcerados en fundus y antro pilérico
[7], mostrando mayores reacciones en el fundus, lo que difiere
con lo reportado para otras especies. En contraste, el presente
estudio evidencid actividad ureasa positiva en lesiones mayor
o igual a 2 grados en el 6% de los antros piléricos y 0% en la
mucosa glandular. Posiblemente esta diferencia obedeci6 a que
no se considero la discriminacion de las porciones en el trabajo
de Cardona y col. [7]. Estos hallazgos incentivan a realizar
mas estudios especificos para la plena identificacion de los
microorganismos involucrados en estas reacciones.

El presente estudio no determind correspondencia entre
lesiones gastricas y actividad ureasa; es muy importante
considerar que estos resultados son ambiguos debido a que
las pruebas utilizadas (PRU y UBT) son poco sensibles en
comparacion con el agar urea (gold standard). Por lo tanto, no es
adecuado referirse a la “prueba rapida de la ureasa” como “prueba
diagnostica” para Helicobacter spp., hace falta corroborar todo
su perfil bioquimico y molecular para su correcta identificacion,
asi como hace falta determinar el tiempo 6ptimo entre la colecta
de la muestra y la introduccion en el caldo urea. Ademas,
faltan estudios sobre la determinacion de zonas predilectas de
crecimiento de bacterias espiraladas en la superficie gastrica del
caballo para su aislamiento, conforme los hallazgos encontrados
y reportados por otros autores.
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CONCLUSION

Las pruebas de detecciéon de actividad ureasa para el
diagnostico de Helicobacter spp. en caballos son ambiguas,
y facilmente interferidas por condiciones como pobre ayuno
y presencia de microorganismos comensales con perfiles
bioquimicos similares, no deben ser utilizadas para diagnosticar
helicobacteriosis, para este fin es recomendable realizar
diagndstico molecular. Tampoco debe utilizarse como método de
prediccion de lesiones ulcerativas en mucosa gastrica de equinos.
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