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RESUMEN

La informacién sobre la presentacién y los factores predisponentes del sindrome de
tlcera géstrica en mulas (SUGM) es escasa en comparacién con el sindrome de tlcera
géstrica en equinos (SUGE) y asnales. Debido a la naturaleza multifactorial de este
sindrome, la helicobacteriosis ha sido estudiada en otras especies. El objetivo de este
trabajo fue establecer la presencia de Helicobacter spp. en mucosa géstrica de mulas a
través de la prueba rdpida de la ureasa (PRU) y de andlisis histopatolégico. Menos del
27% de las muestras reaccionaron a la PRU, con tiempos prolongados de reaccién, y
al Agar Urea (prueba de oro), con menor porcentaje de positividad. La histopatologia
reveld procesos inflamatorios crénicos, sin presencia de bacterias curvoespiraladas. Las
PRU no fueron conclusivas en la determinacién de Helicobacter spp., comportamiento
similar reportado en equinos. Se requieren exdmenes diagndsticos mds especificos y
procedimientos complementarios orientados a explorar por regiones del estémago en la
consideracién del nimero de muestras representativas.
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Determination of Helicobacter spp. in glandular gastric mucosa
of mules through the test of urease activity and histopathology

ABSTRACT

Information on the presentation and predisposing factors of Mule Gastric Ulcer Syndrome
(MGUS) is scarce, compared to Equine Gastric Ulcer Syndrome (EGUS) and donkeys.
Within the multifactorial nature of this syndrome, helicobacteriosis has been studied in
other species. The objective of this work was to establish the presence of Helicobacter spp.
in gastric mucosa of mules, through the rapid urease test (RUT) and histopathological
analysis. Less than 27% of the samples reacted to RUTs, with prolonged reaction times,
and Urea Agar (gold test), with a lower percentage of positivity. Histopathology revealed
chronic inflammatory processes, without the presence of curved-spiral bacteria. The RUTs

were not conclusive in the determination of Helicobacter spp., a similar behavior reported
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in horses. More specific diagnostic tests and complementary procedures are required to

explore the regions of the stomach in consideration of the number of representative samples.

Keywords: Helicobacter spp., mule, ulcer, ureasa, histopathology.

INTRODUCCION
El sindrome de tlcera gdstrica en mulas
(SUGM) ha sido poco estudiado, sin em-
bargo, recientemente un estudio describié
una frecuencia de presentacién de 42,3%
(Calixto 2020). Aunque se determiné la
presencia de tlceras en ambas mucosas
gastricas en las mulas, la presentacién y el
grado de severidad fue menor alo reportado
en equinos y asnales. Por el contrario, el
sindrome de tlcera gistrica en equinos
(SUGE) es ampliamente estudiado, con
prevalencias que oscilan entre 60% y
100% y con la identificacién de factores
de riesgo en diferentes razas, grupos de
edades y sistemas de manejo (Aranzales
etal. 2012; Gémez et al. 2020; Jonsson y
Egenvall 2006; Sykes ez al. 2015; Vatistas
et al. 1999; Zuluaga y Martinez 2018).
Las ulceraciones géstricas se consideran
de naturaleza multifactorial, donde factores
inherentes al animal, como sexo, raza,
edad, temperamento, al igual que factores
extrinsecos, como manejo alimentario,
estabulacién, administracién de antiin-
flamatorios no esteroideos (AINE), tipo e
intensidad del ejercicio y entrenamiento y
eventos estresantes, se han implicado como
factores predisponentes al generar desequi-
librio entre los mecanismos de defensa de
la mucosa géstrica y los agentes agresores
tanto enddgenos como exégenos (Banse y
Andrews 2019; Martinez y Silveira 2014;
Martinez e al. 2015; Murray y Eichorn
1996; Padalino et a2l 2020; Pedersen
et al. 2018). Adicionalmente, microbiota,
bacterias dcido—resistentes, metabolitos
bacterianos y pardsitos (Gasterophilus spp.,
Habronema spp) también son senalados de
ocasionar lesiones en la mucosa géstrica

(Al-Mokaddem ez 4/ 2014; Andrews et al.
2006; Cardona et 2l. 2016).

En seres humanos, el Helicobacter pylori
es bien descrito como agente causal de tlcera
gastrica (Campuzano 2007; Scarano et 4.
2005); sin embargo, en equinos es controver-
sial en la etiologfa de SUGE, una vez que se
ha detectado H. pyloriy H. equorum en ambas
mucosas, tanto en potros y adultos (Moyaert
et al. 2007) como en sanos y enfermos
(Zuluaga er al. 2018); si bien se ha descrito
histolégicamente la respuesta inflamatoria
que induce en la mucosa glandular géstrica
el Helicobacter spp. (Cardona ez al. 2009b).
Sin embargo, en mulas no existe literatura
sobre la presencia o participacién de esta
familia de microorganismo en la génesis o
perpetuacion del SUGM. Por tanto, este
trabajo tuvo como objetivo establecer la
presencia de Helicobacter spp. en mucosa
gdstrica glandular de mulas a través de la
prueba ripida de la ureasa (PRU) y el andlisis
histopatolégico.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Un total de 97 mulares (65 machos y 32
hembras), con promedio de edad de 8,7
+ 4,4 afos, peso promedio de 290,5 =
37,6 kg, condicién corporal promedio de
5 + 0,8 (Henneke ez 2/. 1983), manejados
a pasto y suplementados con subproductos
de la cana de aztcar y agua ad libitum,
destinados a trabajos agropecuarios y
clinicamente sanos, fueron incluidos en
el estudio. Animales menores de dos afios
y con historial de tratamientos gdstricos,
administracién de antibiéticos y/o AINE
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durante los dltimos seis meses fueron
excluidos.

Comité de ética

Este trabajo se realiz6 con la aprobacién
del Comité de Etica para la Experimen-
tacién con Animales de la Universidad de
Antioquia, Protocolo n°. 1222019.

Toma de biopsias gastricas a través
del gastroscopio

Previo periodo de ayuno de sélidos y liquidos
de 12y 4 horas, respectivamente, y sedacién
con xilacina al 10% (1,3 mg/kg/iv), se
procedid a la introduccién del gastroscopio
(PortaScope®, 1800PVS, Bradenton, FL,
EUA) via nasoesofdgica, para luego introducir
la pinza de biopsia transendoscépica flexible
a través del canal del trabajo del endoscopio
(Murray ez al. 1989). Se tomaron tres (3)
muestras de aproximadamente 3x3 mm
de la mucosa gastrica glandular, se usaron
dos en las pruebas de actividad de la ureasa
(PRU) y una fue conservada en solucién de
formol al 10% para andlisis por histopatologia
(Zuluaga y Martinez 2018).

Prueba rapida de ureasa (PRU)

Las muestras de mucosa géstrica fueron
sumergidas inmediatamente en dos medios
(caldo y Agar Urea) para la identificacién de
Helicobacter spp. El caldo urea modificado
fue preparado con 10 g de trea al 100%
(Merck, Darmstadt, Alemania), diluido en
500 ml de agua destilada, mds 0,005 g de
rojo fenol y 0,2 ml de HCl al 97%, con pH
de 7 y alicuotado en tubos Eppendorf de
1,5 ml (Zuluaga y Martinez 2018). Para la
preparacién del Agar Urea (prueba de oro),
se diluyd 2 g de base Agar Urea (Urea Agar
Base Christensen® para microbiologfa, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania) en 100 ml de
agua destilada, y alicuotado en tubos Eppen-
dorf de 1,5 ml (Zuluaga y Martinez 2018).
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Ambos medios fueron transportados en
condiciones de refrigeracién y se estableci6
un periodo de reaccién a temperatura am-
biente de 48 horas, subdividido en tiempos
de 6.2 12 horas (T1), 12 a 24 horas (T2),
24 a 48 horas y no reaccién (NR); tiempos
utilizados para la observacion y el andlisis
colorimétrico (Zuluaga y Martinez 2018).

Analisis histopatolagico

Las muestras tomadas durante las gastros-
copias fueron seleccionadas de acuerdo
con el grado de ulceracién (> 2°) segtin
Andrews et al. (1999); se analizaron con
técnicas convencionales y de rutina de
inclusién en parafina, cortadas a 5 pm
y sometidas a las tinciones de H&E vy
Giemsa, para la descripcién de hallazgos
anormales del tejido e identificar la presencia
de bacterias curvoespiraladas compatibles
con Helicobacter spp., respectivamente.

Analisis estadistico

La informacién obtenida fue recolectada
y analizada usando los programas SPSS° y
Microsoft Office Excel® (Microsoft Office
2013°, Microsoft Corporation, WA, USA),
se implementé estadistica descriptiva,
andlisis de frecuencia absoluta y relativa.
Estos datos fueron representados en graficos
de distribucién de barras.

RESULTADOS
Los resultados de reaccién de la PRU se
muestran en la figura 1. El caldo urea
present6 un mayor porcentaje de reaccién
de positividad (4,1%) al compararse con el
medio Agar Urea. Por otro lado, €l 9,27%
de las muestras reaccioné en ambos medios.
Las reacciones de las muestras en los
tiempos establecidos para ambos medios
se presentan en la figura 2. EnT1y T2, el
caldo urea mostré mayor reaccion, mientras
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que el Agar Urea revel6 mayor reaccion
en T3. Adicionalmente, ambos medios
presentaron elevados porcentajes de NR.

Se analizé por histopatologia 19/97
muestras de mucosa glandular gdstrica,
correspondientes a las de mayor grado
de ulceracién (3° y 4°). La tincién H&E
revel6 mucosa con erosién, hemorragia
subepitelial, focos de ulceracién y procesos
inflamatorios crénicos (figura 3a) que se
clasificaron como: gastritis crénica activa
hemorrdgica (33,4%) (figura 3b), gastritis
crénica fibrosante (33,3%), gastritis cronica
fibrosante y atréfica (16,5%), gastritis cronica
activa (5,6%), gastritis crénica fibrosante y
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Positivo

proliferativa (5,6%) y gastritis cronica activa
eosinofilica con parésitos intralesionales
(5,6%) (figuras 3c y 3d). Para la tincién
Giemsa, ninguna de las muestras fue positiva
ala presencia de bacterias curvoespiraladas
compatibles con Helicobacter spp.

DISCUSION

El diagnéstico de Helicobacter spp. ha sido
indicado cuando dos pruebas son positivas
(Cardona e al. 2009b), esto para que haya
una menor brecha entre falsos positivos y
negativos. No obstante, este principio fue
evidente en una proporcién menor al 10%

22,7

Negativo Positivo

Agar urea

FIGURA 1. Resultados de reaccion de la prueba rapida de la ureasa (PRU), utilizada para la determinacion
de Helicobacter spp. en muestras de mucosa gastrica glandular de mulares.

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA 2. Distribucion de las reacciones en los periodos de tiempo establecidos para la PRU, utilizada
para la determinacion de Helicobacter spp. en muestras de mucosa gastrica glandular de mulares.

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA 3. Lesiones histopatoldgicas en la mucosa glandular gastrica de los mulares estudiados.
Tincion Hematoxilina-Eosina (H&E). A. Mucosa con erosion, hemorragia subepitelial y focos de
ulceracion (20x). B. Gastritis cronica hemorragica con depositos de colageno (10x). C. Gastritis
cronica activa con parasitos intralesionales (4x). D. Forma parasitaria compatible con nematodo en

mucosa gastrica (40x).
Fuente: Elaboracién propia.

de las muestras de este estudio, cuando se
presentd reactividad para ambas pruebas
PRU. Sin embargo, este resultado no es
concluyente, una vez que el caldo urea
supero la reactividad del Agar Urea, consi-
derada la prueba de oro para estos tipos de
test, en los menores tiempos de reaccidn,
mientras que el Agar Urea mostré mayor
positividad en el periodo de tiempo mds
prolongado, hecho que afecta los aspectos
de sensibilidad y especificidad de las PRU.

Las especies del género Helicobacter spp.
exigen condiciones de incubacién adecuadas
que incluyen un medio microaerofilico
y una temperatura entre 35°C y 37°C
(Lépez—Brea et al. 2004), lo cual no se
logré cumplir en el presente trabajo,
ya que las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente alrededor de los
21°C, lo que explica la amplitud de tiempo
que se dio para el cambio de coloracién,

situacién que pone en duda su validez.
Adicionalmente, se debe tener en cuenta
que una baja poblacién bacteriana puede
inducir falsos negativos en la PRU, al no
haber la suficiente produccién de ureasa
que induzca el cambio de coloracién por
parte del indicador de pH del medio.

El anilisis histopatolégico (H&E) de
las muestras seleccionadas report6 en su
totalidad gastritis crénica de varios tipos
(hemorrdgica, fibrosante, proliferativa y
eosinofilica), en concordancia con los
hallazgos gastroscépicos relacionados con
SUGM y diferentes a las lesiones ulcerativas.
Lo anterior reflej6 la aplicacién del criterio
de inclusién, una vez que se analizaron
muestras de mucosas con grados 3 y 4 de
severidad, lo que también influyé en la
ausencia de gastritis aguda. Sin embargo, la
histopatologfa permiti6 clasificar los cuadros
inflamatorios observados en la endoscopia.
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En adicién a los hallazgos histopatol4-
gicos descritos, se identificaron procesos
inflamatorios crénicos, con presencia de
pardsitos intralesionales, acompanados de
infiltrado eosinofilico, similar a lo reportado
por Al-Mokaddem et a/. (2014) en burros de
Egipto. En equinos también se ha reportado
infiltrados inflamatorios crénicos, pero sin
presencia de formas parasitarias (Zuluaga e
al. 2018), lo que podria indicar diferencias
en laaplicacién de estrategias antiparasitarias
en los protocolos sanitarios de estas especies.

Las PRU (caldo y Agar Urea) no se
asociaron con el andlisis histopatolégico con
tincién Giemsa, al no reportar presencia de
bacterias curvoespiraladas compatibles con
Helicobacter spp., aunque algunos individuos
mostraron reacciones positivas a las dos
PRU. Lo anterior concuerda con estudios
realizados en equinos, que las consideraron
ambiguas y no encontraron asociacién entre
el Helicobacter spp. y el SUGE (Zuluaga
y Martinez 2018). Adicionalmente, los
resultados falsos positivos pueden obedecer
ala presencia de otras bacterias productoras
de ureasa (Proteus miribialis, Pseudomona
aureginosa, Klebsiella spp., Yersinia spp.)
sobre las superficies gistricas de equinos
descritas previamente (Belli ez /. 2003;
Cardona et al. 2009a).

Sin embargo, es pertinente mencionar
que, a pesar de la ausencia de bacterias
curvoespiraladas por histopatologia, se
reportd gastritis cronica en la totalidad de
muestras de las mulas; este mismo hallazgo
se describié en estémagos de equinos de
planta de beneficio, positivos a la actividad
de la ureasa y con presencia de bacterias
compatibles con Helicobacter spp. (Cardona
et al. 2009a; Cardona ez al. 2009b), varios
aspectos hicieron diferencias en los resultados
de esos estudios, como el uso de la tincién
Whartin Starry reportada como mas eficiente,
el lugar de toma y el niimero de muestras,

INvESTIGACION

siendo no representativa una sola muestra
de toda la superficie géstrica; y el uso de la
PRU en otras investigaciones ha mostrado
positividad en ambas mucosas (escamosa
y glandular) (Zuluaga y Martinez 2018).

Recientemente, la técnica de cromoen-
doscopia géstrica simple se implementé en
un grupo de caballos, lo que revelé lesiones
prematuras que no fueron identificadas
con la endoscopia convencional (Mira ez
al. 2020). Al utilizar el rojo fenol como
revelador en la cromoendoscopia, se
demostré gastritis crénica como hallazgo
histopatolégico en los sitios de reaccién;
sin embargo, no se identificaron bacterias
curvoespiraladas con tincién Giemsa. Por
tanto, la cromoendoscopia es una técnica
con potencial para orientar la identifica-
cién de bacterias ureasa positivas o de
lesiones asociadas en la superficie gdstrica
de équidos, sin necesidad de obtener un
numero elevado de muestras para que sea
representativo de la superficie gdstrica.

Un limitante en este trabajo fue el uso
de una sola muestra de mucosa glandular
ulcerada, influyendo en el diagndstico de
helicobacteriosis el nimero de muestras
tomadas, al igual que el aislamiento en
ambas mucosas y que las tlceras no ofrecen
condiciones favorables para la viabilidad
del microorganismo (Contreras ez al. 2007;
Cardona ez al. 2009b; Zuluaga y Martinez
2018; Zuluaga ez al. 2021).

CONCLUSIONES

En el presente trabajo no se encontré
asociacion entre la presencia de helico-
bacteriosis y las lesiones géstricas, sin
embargo, el uso de técnicas como la
cromoendoscopia convencional y com-
plementada por técnicas moleculares en
superficie gdstrica de mulas contribuiria
a determinar o aclarar la participacién o
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presencia de Helicobacter spp. en el SUGM.
Por tanto, en condiciones del presente
trabajo y, teniendo en cuenta que solo
se realizé histopatologfa en una muestra,
no se puede descartar ni confirmar la
participacion de esta bacteria en SUGM,
debido a las limitaciones de este estudio y
por ser controversial atin en los equinos.
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