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ABREVIATURAS

AINES: Anti inflamatorios no esteroideos
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Bab A: Adhesina unida a antigeno sanguineo.

DNA: Acido Desoxirribonucleico.

GalNAc a: N-Acetilgalactosamina.
Helicobacter pylori:H. pylori, Hp, HP.

H+: Hidrogeniones o iones Hidrogeno.

HCL.: Acido clorhidrico.
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IBP: Inhibidores de la bomba de protones.

IARC: Agency for Research on Cancer.
Le: Antigenos Lewis.

Le* Antigeno Lewis *
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LPS: Lipopolisacérido.

Kb: Kilobase
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MMP-9: Metaloproteinasa de la matriz de monocito 9.
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NeuAc 2-3-Gal: Acido neuraminico o Acido sialico.
‘RNA: Acido Rinonucleico ribosomal.

23S: Subunidad ribosomal 23S.

sab A : Adhesina unida a acido sialico.

MHC II: Moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad de
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ORFs: Open Reading Frames.



PCR*: Proteina C Reactiva.
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WHO: World Health Organization.
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GLOSARIO

Alelo: Es cada una de las formas alternativas que puede tener un gen que se
diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones
concretas de la funcion de ese gen.

Caspasas: Grupo de proteinas perteneciente al grupo de las cistein-proteasas,
caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de otras
proteinas.

Cinasas: (Quinasas o kinasas) es un tipo de enzima que transfiere grupos fosfatos
desde ATP a un sustrato especifico o diana ( fosforilacion).

Factor de transcripcion: Es una proteina que participa en la regulacién de la
transcripcion del ADN, pero que no forma parte de la ARN polimerasa. Los
factores de transcripcion pueden actuar reconociendo y uniéndose a secuencias
concretas de ADN, uniéndose a otros factores, o uniéndose directamente a la ARN
polimerasa.

Lectinas: (Adhesinas o hemaglutininas) son proteinas o glicoproteinas de origen
no inmune, fijadoras de carbohidratos con capacidad para aglutinar células y
precipitar glicoconjugados.

Secuencia sefial: Regiones de los extremos de un gen.

Replicacion: Duplicacion exacta de una molécula de acido nucleico monocatenario
(una cadena) o bicatenario (dos cadenas de nucleotidos).

Fendmeno de Raynaud (primario): Es esencialmente una respuesta vasoespastica
exagerada al frio o las emociones. Clasicamente los dedos se tornan blancos
(isquemia), después azules (desoxigenacion), por ultimo rojos (repercusion).

Sindrome de Sjogren: Se define como enfermedad autoinmune sistémica que
mayormente afecta las glandulas exocrinas y usualmente presenta sequedad
persistente de boca y ojos debido a dafio funcional de las glandulas salivares y
lagrimales.

Plasmidos: Son moléculas de ADN extracromosOmico circular o lineal que se
replican y transcriben independientes del ADN cromosomico.

Trasmision horizontal: Proceso natural por el que las bacterias adquieren o dan
material genético fuera de la reproduccion, mediante multiplicacion celular por
conjugacion, transduccion o transformacion.
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. RESUMEN

La infeccion por Helicobacter pylori constituye un problema de salud
publica, debido a que se ha determinado que aproximadamente la mitad de la
poblacion mundial esta infectada con la bacteria y es la primera clasificada como
carcindgeno de clase | desde 1994 por la OMS. La prevalencia varia de un pais a
otro y esta relacionado fundamentalmente con nivel socioeconémio bajo (Garcia
C. y cols. 2003). Actualmente en México, no se cuentan con campafas de salud
especificas para la prevencion de infeccion por Helicobacter pylori, y debido a que
no existe una vacuna, es fundamental el diagnostico oportuno y tratamiento
adecuado del paciente. EI mejor método diagndstico es la panendoscopia con
toma de biopsia para realizar la identificacion de la bacteria por medio de
histologia (tincién) o realizando un cultivo del tejido.

Se seleccionaron tres grupos de pacientes entre 18 y 75 afios de edad que
con diagndsticos de patologia gastroduodenal (n= 44), genero femenino 21
(47.7%) y masculino 23 (52.3), promedio de edad de 48 afios, a los cuales se les
realizo identificacion de Helicobacter pylori utilizando como método diagndstico el
cultivo. En relacion con el diagnéstico endoscopico, los grupos se clasificaron de la
siguiente manera: Grupo 1: Pacientes con Gastritis Cronica Nodular (n= 32),
Grupo 2: Pacientes con Ulcera Gastrica o Péptica (n= 6) y Grupo 3: Pacientes con
Ulcera Duodenal (n= 6). Con antecedente de suspension de tratamiento (inhibidor
de la bomba de protones, durante los 7 dias previos a la endoscopia) y sin
antecedentes de ingesta de AINES, entre febrero de 2008 y enero de 2009. Se
utilizo como control positivo cepa de referencia ATCC 43504 y para el cultivo de
las muestras: base agar Brucella con 10% sangre de carnero y Casman base agar
Casman con 10% sangre laqueda y suero de caballo con y sin suplemento
antimicrobiano VCN y Skirrow e isovitalex.

Al utilizar Casman/SLC/Skirrow se obtuvo mayor crecimiento bacteriano por
namero de colonias y en mas cuadrantes que con Brucella, y a su vez al utilizar
Casman/Suero/Skirrow, el crecimiento bacteriano fue mayor que con
Casman/SCL/Skirrow. La correlacion fue estadisticamente significativa entre la
prueba de ureasa y los medios de cultivo utilizados para la identificacion de H.
pylori (p=0.015). En relacién a las variables socio-demogréficas, se encontré una
correlacién estadisticamente significativa en género (p=0.023), en género
femenino el 43.2% con diagnostico de Gastritis Crénica Nodular, 4.5% Ulcera
Duodenal, a diferencia del género masculino con 29.5% Gastritis Crénica Nodular,
13.6% Ulcera Gastrica y 9.1% Ulcera Duodenal.

En conclusion se obtuvieron las condiciones necesarias para desarrollar un
cultivo de Helicobacter pylori con éxito a partir de biopsias con diagndsticos
endoscopicos asociados a la presencia de esta bacteria.

Hasta donde sabemos este trabajo es el primero en el que se reporta la
estandarizacion de este cultivo.



[I. INTRODUCCION

La infeccion por Helicobacter pylori constituye un problema de salud
publica, debido a que se ha determinado que mas de la mitad de la poblacion
mundial esta infectada con ésta bacteria, con mayor prevalencia en los paises en
vias de desarrollo y estrechamente relacionado con los niveles socioecondémicos.
La infeccion por H. pylori ocupa el primer lugar, por su frecuencia, entre todas las
infecciones bacterianas humanas. Helicobacter pylori es la primer bacteria
clasificada como carcinégeno de clase | desde 1994 por Internacional Agency for
Research on Cancer y World Health Organization (IARC/WHO). Ademas de ser
aislado de la mucosa gastrica principalmente antral se ha encontrado en bilis y
vesicula biliar. Es un patdgeno especifico de los primates y el humano H. pylori, se
asocia en un alto porcentaje a enfermedades gastroduodenales. En México, la
encuesta de la Secretaria de Salud del 2006, las Ulceras, gastritis y duodenitis
ocupan el cuarto lugar de morbilidad a nivel nacional (Aradjo y cols. 2006,
Fuentemayor y cols. 2002, Garcia y cols. 2003, Gonzalez y cols. 2004, Gustafsson
y cols. 2006, Lépez- Brea, 2005, Mufioz y cols. 2007, Martinez y Martinez, 2002,

Roche y cols. 2004, Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2007, Wu y
cols. 2007 4,39,41,49,73,87,80,119,129).

El cancer gastrico es la segunda causa de muerte en pacientes que fallecen
por tumores malignos en México. Esta enfermedad representa un problema de
salud publica. Existe una fuerte asociacion entre la infeccion de Helicobacter pylori
y el cancer gastrico. Este tumor es precedido por lesiones preneoplasicas
incluyendo gastritis crénica nodular, atréfica (GCN, GCA), metaplasia intestinal
(MI) y displasia (Araujo y cols. 2006, Mohar y cols. 2002 *#).

Existen diferentes factores que interfieren en la recuperacién de H. pylori a
partir de aislados clinicos (sensibilidad del cultivo), dentro de las cuales podemos
mencionar; combinaciones de medios de transporte, cultivo y suplementos
inhibidores, polienriquecimientos, generacién de ambiente microaerofilico, tiempo
de incubacion, criterios de inclusion de pacientes al estudio (Buckley y cols,1998
16). Debido a esto en el presente trabajo planteamos realizar la estandarizacion del
método de cultivo para Helicobacter pylori.

1. Antecedentes Histoéricos

En las ultimas 3 décadas los investigadores de todo el mundo han retomado
el estudio de las bacterias espiraladas, que habian sido reportadas desde finales
del siglo XIX en el estbmago de algunos mamiferos. Las modernas técnicas de
biologia molecular han demostrado el parentesco de estas especies en su material
genético (Mandado y cols. 2002 ®).

Las bacterias pertenecientes al género Campilobacter habian sido
cultivadas en Inglaterra por Martin Skirrow y reconocidas en 1977 como causa de
diarrea. En 1893 Bizzozero y en 1896 Salomon, demostraron la presencia de
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bacterias espirales en el estbmago de perros y gatos. Karienttz en 1906, descubri6
microorganismos semejantes en jugo gastrico de pacientes con cancer de
estdbmago. Doenges en 1938, en un analisis de necropsias, encontré bacterias
espiraladas en el estbmago de 43% de los humanos estudiados, sin haberse
logrado cultivar. Posteriormente, en 1950 se describe que la actividad de la ureasa
en pacientes con Ulcera gastrica, consistia en neutralizar la acidez gastrica,
mediante la produccion de amonio. Sin embargo, la vision microscopica de las
bacterias curvadas no era suficiente para establecer unos planteamientos
cientificos que sirvieran de base para otorgarles un papel ulcerogénico, sino que
habia que cultivarlas (Acosta y cols. 1998, Buckley y cols, 1998, Citelly y cols.
1999, Gené y cols. 2002, Gomez, 2001, Kuster y cols. 2006, Lépez- Brea, 2005,
Pajares, 2008 2,16, 24, 42, 46, 68, 73, 102).

Motivo por el cual, la importancia de esta bacteria en las enfermedades
gastroduodenales fue entendida hasta que en 1983 en Australia, Barry J. Marshall
y J. Robin Warren lograron aislar por primera vez la bacteria, mediante la
incubacion prolongada de cultivos de pacientes con gastritris cronica, tras varios
intentos fallidos y utilizando medios de cultivo para Campilobacter jejuni, durante
unas vacaciones de semana santa se quedaron los cultivos accidentalmente en la
estufa, en los cuales observaron este microorganismo (Acosta y cols. 1998,
Buckley ,1998, Citelly y cols.1999, Gené y cols. 2002, Gomez, 2001, Kuster y cols.
2006, Lopez- Brea y cols. 2005, Lozano y cols. 2006, Pajares, 2008, Warren y
Marshall,1983 2,16, 24, 42, 46, 68, 73,75, 102, 145).

En ese mismo afio inician un estudio prospectivo en colaboracion con
Goodwin, realizando 58 cortes histolégicos de 100 muestras de biopsias extraidas
de la mucosa antral intestinal. Once de los cultivos positivos resultaron ser
bacterias gram negativas microaerofilicas. PublicAndose en The Lancet la
descripcion de bacilos curvados no identificados aislados de cultivos de biopsias
de la mucosa gastrica pacientes con Gastritis Cronica Activa. Posteriormente,
Marshall y Morris demostraron que esta bacteria podia colonizar el estbmago
humano, induciendo inflamacién de la mucosa gastrica posterior a su ingestion de
este microorganismo (Buckley y cols, 1998, Citelly y cols. 1999, Gené y cols. 2002,

Goémez, 2001, Kuster y cols. 2006, Lépez- Breay cols. 2005, Pajares, 2008 % 1624
42, 46, 68, 73, 102).

En 1984, en la misma revista se publican los mismos hallazgos pero ahora
incluyendo no solo la gastritis, sino la Ulcera gastroduodenal. Ademas, se detectd
por primera vez en las heces un microorganismo semejante morfolégicamente a

una espiroqueta (Giono y cols. 2006, Pais y cols. 2006, Paredes y cols. 2007 ***°*
)-

Por el aspecto curvo de la bacteria, sus requerimientos de cultivo, su
localizacion anatomica (cerca del piloro), fue llamado Campylobacter pyloridis,
nombre que después fue corregido para adoptarlo a la forma cientifica correcta
Campylobacter pylori, debido a que muestra muchas caracteristicas morfolégicas
y de crecimiento en comun con las campilobacterias. En 1987, se establece la

3



erradicacion de H. pylori en ulcera duodenal (Azevedo y cols. 2007, Brooks y

cols. 2002, Mandado y cols. 2003, Raczko y cols. 2005, Ryan y cols. 2005 715,78,
’ )-

En 1989, datos provenientes del estudio de la secuencia 16S ARN
ribosomal llevaron a la conclusion de que se trataba de un nuevo género. Quedo
entonces clasificado como Helicobacter pylori que pertenece a la clase
Epsilonproteobacteria. En 1991, Owen, emitio el primer reporte, donde se asocia a
H. pylori con cancer géastrico. Posteriormente en 1997, Consenso Europeo reporta
una guia para el manejo de la infeccidon por este microorganismo. (Buckley y cols.

}69?48A4§ételly y cols. 1999, Garcia y cols. 2003, Giono y cols, 1994, Gémez, 2001
, y ’ )

Este redescubrimiento de Helicobacter pylori, se considera como uno de los
avances cientificos mas relevantes de la Gastroenterologia en el siglo pasado. Es
el patbgeno mas comun del tracto gastrointestinal y se considera la Unica bacteria
relacionada con gastropatias (Giono y cols. 2006, Pais y cols. 2006, Paredes y
cols. 2007 44 101.104)

Barry J. Marshall y J. Robin Warren, debido a esta importante contribucion a
las ciencias biologicas, estos dos investigadores australianos fueron galardonados
con la distincién del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el 2005 por sus
trabajos sobre “el descubrimiento de la bacteria H. pylori y su implicacion en
Gastritis tipo B y Ulcera péptica y duodenal” (Giono y cols. 2006, Kuster y cols.
2006, Lépez- Brea, 2005, Nyrén y cols. 2006, Pajares, 2008 **:58: 73.98. 102y

2. Epidemiologia

Estudios epidemioldgicos han determinado que aproximadamente la mitad
de la poblacién mundial esta infectada con Helicobacter pylori. Sin embargo, la
incidencia de la infeccion entre paises desarrollados y en vias de desarrollo es
significativamente diferente y esta estrechamente relacionada con los niveles
socioecondémicos. La incidencia es alta en Africa, Asia y América central y sur y
baja en norte de Europa, Norteamérica y Australia. En paises desarrollados, la
infeccion es mas rara en nifios y afecta aproximadamente a 20% de personas
menores de 40 afios y 50% mayores de 60; mientras que en naciones en vias de
desarrollo el porcentaje desde la nifiez es elevado: a los 5 afios méas del 20% de la
poblacién esta infectada, y a los 20 afios alcanza tasas mas altas, cerca del 80%,
por lo cual algunos autores consideran que el principal factor de riesgo para
adquirir la infeccion por H. pylori es el nivel socioeconémico bajo. La prevalencia
en adultos paises occidentales desarrollados oscila entre 20 y 40% y alcanza
cifras del 60 al 80% en paises de tercer mundo (Azevedo y cols. 2006, Chillihua y
cols. 2003, Clyne y cols. 2007, Gonzéalez y cols. 2004, Olivares y cols. 2006,

Rafols y cols, 2000, Saad y cols. 2005, Tierney y cols. 2006, Torres y cols. 2006 "
21, 25, 47,99, 111, 125, 137, 138).



Se ha observado mayor probabilidad de adquirir la infeccién por esta
bacteria durante la infancia y aumentando de la prevalencia con la edad ademas
de variaciones en diferentes grupos étnicos. La prevalencia de la infeccion es alta,
en poblaciones con alta incidencia de cancer gastrico, como Japon (es la segunda
causa de mortalidad por cancer) y Colombia. Si bien la mayoria de estos pacientes
infectados permanecen practicamente asintomaticos por el resto de sus vidas, hay
evidencias solidas de que el H. pylori tiene un papel patogénico importante en
ciertas enfermedades digestivas (Cervantes, 2006, Clyne y cols. 2007, Giono S. y
cols, 1994, Morales y cols. 2003, Pais y cols. 2006, Siakantaris y cols. 2009
Valenzuela y cols. 2004, 20 %4485 101,131, 141y

Recientemente se evidencié que la prevalencia en paises en vias de
desarrollo como Peru es de 62-80% de la poblacion. De estos casos H. pylori logra
ser aislado en un 53%. Se relaciona en un 100% de pacientes sintomaticos y
cambios inflamatorios en la mucosa gastrica y en pacientes con Ulcera Duodenal
en un 80%. Reportan mayor frecuencia de infeccion por H. pylori en el pacientes
entre los 21-40 afios. Lo anterior esta relacionado con que en este intervalo de
edad se adquieren nuevos habitos laborales, dietéticos, sociales y diferentes
estilos de vida que influyen en la progresiéon de la infeccion que probablemente
adquirieron a temprana edad. Observaron mayor prevalencia en mujeres que en
hombres aunque esto puede deberse a que generalmente acuden con mayor
frecuencia a los centros hospitalarios (Chillihua y cols. 2003, Gonzalez y cols.
2004 *4),

En Estados Unidos y otros paises desarrollados la prevalencia es cercana
al 30 %, En este pais la prevalencia varia de acuerdo a su edad: alrededor del
50% a los 60 afios y 20% a los 30 afios poseen el microorganismo. América Latina
presenta variaciones en las condiciones geograficas, demograficas vy
socioecondémicas con relacién al comportamiento de la infeccion por H. pylori. A
pesar de que la infeccion por H. pylori tiene una distribucion mundial, la mayor
parte de la informacién disponible proviene de Australia, Norteamérica y Europa, y
es poco lo que se conoce sobre su epidemiologia en paises en vias de desarrollo.
En éstos ultimos, la infeccion puede alcanzar cifras de prevalencia de hasta un

?P%(Fuentemayor y cols. B. 2002, Gonzélez y cols. 2004, Tierney y cols. 2006
y )

En un estudio realizado en México en 1997 con un banco de sueros
procedentes de personas entre los 1 y 90 afios, los resultados mostraron que en el
20% de los nifios de 1 afio de edad estan presentes anticuerpos para H. pylori y
que la seropositividad aumento hasta en un 50% en los nifios de 10 afios de edad,
sugiriendo que la infeccion por este microorganismo en nuestro pais al igual que
en otros paises, se adquiere en etapas tempranas (infancia) y también se han
observado regiones de mayor riesgo como Chiapas, por ser uno de los estados
con menor nivel socioecondmico-cultural. Se ha reportado que cuanto mas
temprana se adquiere la infeccién, mayor sera el riesgo de padecer cancer



gastrico posteriormente (Azevedo cols. 2006, Cervantes, 2006, Tierney y cols.
2006, Torres y cols. 2006 20137138

Giono y colaboradores en el 2006 reportan que la prevalencia de la
infeccion por H. pylori en nifios fue del 13.3%. La edad de inicio de colonizacion
en nifio fue cerca de los dos afios de edad. De los pacientes que participaron en el
estudio el dolor abdominal severo recurrente fue la historia pre-diagnostica mas
frecuente, que hizo que se enviaran por el gastroenterélogo a la unidad de
endoscopia, para la toma de biopsia, con el objeto de descartar la presencia de
infeccion por Helicobacter pylori. Otros estudios también reportan que los nifios
con dolor abdominal crénico, estan significativamente mas infectados que los
sanos (Giono y cols. 2006, Torres y cols. 2006 ** 138),

3. Factores de riesgo

Los factores de riesgo para adquirir la infeccién por H. pylori los podemos
dividir como del hospedero, de la bacteria, y cofactores ambientales. La presencia
de enfermedades gastroduodenales asociadas a este patdégeno, son el resultado
de la interaccibn compleja entre las caracteristicas individuales del humano
(respuesta inmune) y factores de virulencia de la bacteria (seccion 8), la
combinacion de estos puede explicar las discrepancias entre los niveles de
prevalencia de infeccion entre los paises desarrollados y subdesarrollados
(Azevedo y cols. 2006, Torres y cols. 2004 "*38),

Factores del hospedero

Dentro de los factores del hospedero debemos considerar los siguientes:
nacer en paises en vias de desarrollo, estatus socioeconémico bajo, vivir en
situaciones de hacinamiento e insalubres; comer alimentos y beber agua en malas
condiciones sanitarias, indicadores de higiene deficiente durante la infancia,
ausencia de agua corriente y exposicion al contenido gastrico de personas
infectadas (Azevedo Yy cols. 2006, Cervantes, 2006, Giono y cols. 2006, Gonzélez

y cols. 2004, Rafols y cols. 2000, Ramirez-Ramos y cols. 2005, Tierney y cols.
2006 7,20, 44,47,111,113, 137 )

Rutas o vias de transmision de la infeccion por H.pylori

Numerosos estudios epidemiol6égicos y microbioldgicos han conducido a la
identificacion de factores que influyen en la transmision de este patdégeno. El nivel
socioeconomico es claramente el factor determinante mas importante para el
desarrollo de la infeccion por H. pylori, el nivel socioeconémico bajo exhibe
prevalencia alta (Azevedo y cols. 2006 7).

La transmision de H. pylori tiene lugar de persona a persona es la ruta mas
comun de infeccion, por medio de las vias oral-oral y fecal-oral, un modo
importante de diseminacion es la via gastro-oral, recientemente se han
considerado otras posibles vias de transmision, las cuales es importante
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considerarlas, al realizar medidas de prevencion para la disminucién de la
infeccion por este microorganismo (Azevedo y cols. 2006, Cervantes. 2006, Giono,

y cols. 2006, Gonzélez y cols. 2004, Ramirez-Ramos y cols. 2005, Tierney y cols.
2006 7, 20,44, 47, 113, 137 )

Transmision Gastro-oral

En estudios epidemioldgicos recientes se encontré que la exposicion a una
infeccion de un miembro de la familia con gastroenteritis y episodio de vomitos se
asocia con 6.3 incremento de riesgo de una nueva infeccion, porque los episodios
de vomito podrian causar la presencia de H. pylori en la cavidad oral. (Azevedo y
cols. 2006, Cervantes, 2006, Giono, y cols. 2006, Gonzéalez y cols. 2004, Ramirez-
Ramos y cols. 2005, Tierney y cols. 2006 7 2044 47. 113, 137y

Transmision Oral-oral

La cavidad oral es un reservorio temporal para la subsistencia de H. pylori.
Se sugiere que ocurre con los besos, contacto con saliva infectada. Cepas
idénticas de este patdégeno han sido detectadas por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en la boca y estomago de personas sintomaticas infectadas.
Ademas estos estudios indican que la cavidad oral no es un sitio de colonizacién
prolongada de H. pylori en poblaciones con alta prevalencia de la infeccion cuando
la persona esta asintomatica y concluyen que la colonizacion de la boca es
solamente transitoria y ocurre después del vomito (Azevedo y cols. 2006,
Cervantes, 2006, Giono, y cols. 2006, Gonzalez y cols. 2004, Ramirez-Ramos. y
cols. 2005, Tierney y cols. 2006 2044 47. 113,137

Transmision Fecal Oral

Existen estudios epidemiolégicos que sustentan que este modo de
transmision es menos comdn que gastro-oral y oral-oral, se observan cuando
existe exposicion con un familiar infectado con diarrea, pero no es
significativamente un riesgo para una nueva infeccion. Sin embargo, el hecho de
que H. pylori sea capaz de colonizar el duodeno (parte superior del intestino
delgado), en areas de metaplasia gastrica, ocasionan preguntas en relacion al
efecto exacto del transito del microorganismo a través del intestino. Se ha
identificado la presencia de este patdgeno mediante métodos basados en
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) e Inmunoensayos Ligados a Enzima
(ELISA) (Azevedo N. y cols. 2006, Cervantes E. 2006, Giono, y cols. 2006,

nggélez y cols. 2004, Ramirez-Ramos y cols. 2005, Tierney y cols. 2006 " 2044 4"
113, 137
’ ).

Transmision de a través de la Lactancia

La deteccion de H. pylori por PCR en leche materna, por lo cual se podria
considerar, el amamantamiento como ruta de transmision. La contaminacion de la
leche podria ser posible si la bacteria sobreviviera en los dedos o el pezén. Sin
embargo, no se ha encontrado ninguna correlacion entre el amamantamiento y la
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adquisicion de H. pylori. Otros estudios indican que sigue habiendo supervivencia
de H. pylori cultivable en leche comercial pasteurizada por 5 dias a 4°C. Este largo

tiempo de supervivencia esta relacionado con las bajas temperaturas (Azevedo. y
cols. 2006 7).

Transmision latrogénica

Algunos estudios epidemiolégicos sugieren que la infeccion de H. pylori en
pacientes sometidos a endoscopia podria ser una via de transmision iatrogénica,
pero en estudios de seguimientos de estos pacientes demuestran que este grupo
podria adquirir la infeccion por la via gastro-oral y no directamente por el contacto
con endoscopios. Debido a que los procedimientos de desinfeccion reducen o
eliminan el riesgo transmision por este microorganismo. Se estima que la
frecuencia de transmision es de aproximadamente 4 pacientes por 1000
endoscopias, cuando el indice de infeccion en los pacientes que acuden para la
realizacion de este estudio es del 60% aproximadamente (Azevedo y cols. 2006,
Buckley y cols. 1998 " 19).

Ademas de los mecanismos de transmisidbn mencionados, son incluidos por
lo menos tres posibles vectores que sugieren que sostienen la forma viable de
esta bacteria: agua, los alimentos y los animales (Azevedo y cols. 2006, Linz y
cols. 2007 " 7).

Transmision Zoonotica

Se incluye al contacto con animales como posible modo de transmision,
representa una de las causas de morbilidad y mortalidad por enfermedades
infecciosas a nivel mundial. Los vectores incluyen vacas, ovejas (consumo de
leche cruda o contacto con heces del suelo), cucarachas (contaminacion de
alimentos), moscas y animales domeésticos. Recientemente se ha identificado H.
pylori en bilis de gatos mediante PCR (Azevedo y cols. 2006, Buckley, 1998,
Kasper y cols. 2005, Linz y cols. 2007 " 16 ©572),

Ingestién de agua

En cuanto a la posible fuente ambiental la mas importante de las
propuestas es el agua (Garcia, 2003). Debido a que se ha encontrado H. pylori en
agua para consumo humano. Sin embargo, se ha encontrado que son bajos los
niveles de adaptacion de la bacteria a este ambiente. Se ha observado que la
prevalencia disminuye en niveles socioecondmicos medio y alto, al mejorar las
condiciones higiénico-sanitarias del medio. Ademas se ha intentado demostrar que
H. pylori cocoide en agua (forma bacteriana viable no cultivable, “VBNC”), es
capaz de colonizar la mucosa gastrica y causar gastritis en el raton (Azevedo y
cols. 2006, Cervantes 2006, Giono. y cols. 2006, Gonzalez y cols. 2004, Ramirez-
Ramos y cols. 2005, Tierney y cols. 2006 " 2044 47. 113,137)



Ingestion de alimentos

También se consideran factores de riesgo para adquirir la infeccién el
consumo de vegetales crudos irrigados o lavados con aguas contaminadas o no
tratadas. En relacion al consumo de leche existen muestran en México una
relacion entre el consumo de productos lacteos y la infeccién por este patégeno,
por el contrario en Italia reportan una relacion inversa entre el elevado consumo de
leche y la prevalencia de H. pylori. Esta diferencia puede reflejar la variable de
calidad microbiolégica de la leche en ambos paises. Se ha observado un
incremento de riesgo de esta neoplasia, en pacientes con niveles bajos de
cobalamina asociados a gastritis crénica atrofica que precede al cancer gastrico.
Ademas existen cofactores ambientales como el tabaquismo, el cual aumenta el
riesgo de Ulceras y cancer gastrico. La abundancia de sal y conservas aumentan
el riesgo de cancer mientras que una alimentacion rica en antioxidantes y vitamina
C es protectora. Por otro lado, la microbiéta presente en el yogurt, como
Lactobacillus and Bifidobacterium, han mostrado inhibir la supervivencia de H.
pylori, (Azevedo y cols. 2006, Cervantes, 2006, Giono y cols. 2006, Gonzalez y

cols. 2004, Ramirez-Ramos y cols. 2005, Tierney y cols. 2006, Vollset y cols. 2007
7, 20,44, 47, 113, 137, 143).

En relacién al consumo alto de sal en la dieta e infecciéon por H. pylori,
existen estudios epidemiolégicos muestran aumento de enfermedades gastricas.
Ademas de estudios in vitro, en los cuales se han estudiado los cambios
temporales de esta bacteria en respuesta a la concentracion de cloruro de sodio
observandose que el crecimiento, la morfologia celular, supervivencia y la
expresion de los factores de virulencia se alteran por el incremento en la
concentracion de sal (Gancz, y cols. 2008 “°).

La mayor parte de las infecciones son quiza las adquiridas en la infancia. Es
raro adquirir o perder la bacteria durante la madurez. Fuera de la edad, el principal
factor de riesgo es el nivel socioeconémico bajo. Se ha identificado la infeccidén de
miembros de la familia como un factor de riesgo para la transmision de H. pylori.
Debido a que se ha encontrado homologia en el genoma de H. pylori en miembros
de la misma familia (Azevedo y cols. 2006, Morales y cols. 2003, Tierney y cols.
2006 7, 85, 137).
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Figura 1. Factores que intervienen en la infeccién por H. pylori (Azevedo y cols.
2006 ).

Factores Genéticos

Estudios realizados en la poblacién japonesa sugieren que los alelos *0102
y *0301 del gen HLA DQA1l pueden ser importantes para determinar lo
anteriormente mencionado. En la poblacion mexicana se ha encontrado
asociacion entre el alelo HLA-DQB1*0401 y la infeccion por H. pylori, asi como
efecto protector del alelo HLA-DQA*0503 para carcinoma Yy lesiones premalignas.
Otro grupo en México encontré asociacion entre el alelo HLA-DQB1*0501 y el
carcinoma gastrico de tipo difuso (Abdo y cols. 2007, Aradjo y cols. 2006, Buckley
y cols. 1998, Kasper y cols. 2005 #1669,

4. Taxonomia

La comparacion de las secuencias de los acido ribonucleico ribosomal o
rARN 16S (o de los genes que codifican) permite establecer las relaciones
filogenéticas existentes entre los microorganismos procariotas, debido a que es
una molécula antigua presente en todas las bacterias con estructura y funcion
altamente conservada. Esto ha tenido una enorme repercusion en taxonomia
bacteriana, dando lugar a un sistema de clasificacion vigente y permitiendo la
identificacion rapida y precisa de las bacterias. En microbiologia clinica la
identificacion molecular basada en este estudio se utiliza fundamentalmente para
bacterias cuya identificacion por métodos fenotipicos resulta imposible, dificil o
requiere mucho tiempo, incluyendo bacterias no cultivables presentes en muestras
clinicas, hecho que en ocasiones ha conducido al descubrimiento de nuevos
agentes patdégenos, bacterias fastidiosas, a consecuencia de sus requerimientos
nutricionales y de crecimiento lento, que retrasa considerablemente Ia
identificacién convencional (Rodicio y cols. 2004 *2%).
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Figura 2. Composicién de Superfamilia VI de ;ARN. (Buckley y cols. 1998 °).

Tabla 1. Clasificacion Taxondémica de H. pylori.

Reino Bacteria

Phylum Proteobacteria

Clase Epsilon Proteobacteria
Orden Campylobacterales
Familia Helicobacteraceae
Género Helicobacter

Especie pylori

Nombre binomial Helicobacter pylori

Referencia: Giono y cols. 1994 *,

En la actualidad han sido descritas al menos 24 especies de Helicobacter
en forma valida y 35 o mas Helicobacter nuevos que esperan ser formalmente
nombrados (Garcia y cols. 2003, Cervantes, 2006, Kuster y cols. 2006 ** 2 68,

Una manera util y practica de agrupar las especies de Helicobacter es
hacerlo teniendo en cuenta el nicho que ocupa. Asi tradicionalmente se han
distinguido especies de Helicobacter gastricas o enterohepéaticas. Ambos grupos
demuestran altos niveles de ser érgano-especificos (Garcia y cols. 2003, Kuster y
cols. 2006 *-8).
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Tabla 2. Resumen las especies de Helicobacter y el sitio localizacion.

Género y especie Huésped Localizacion
Helicobacter pylori Hombre Estdbmago
Helicobacter mustelae Rata y raton Intestino delgado
Helicobacter felis Gato Estdbmago
Helicobacter nemestrinae Cerdo y mono Estdbmago
Helicobacter acinonyx Leopardo Estdbmago
Helicobacter cinaedi Hombre Intestino delgado
Helicobacter fenelliae Hombre Intestino delgado
Helicobacter rappini Carnero, perro y | Intestino delgado

hombre

Referencia: Giono S. y cols. 1994 **,

5. Morfologia

H. pylori es un bacilo gram-negativo, curvo, espiralado, morfologia
heterogénea, es un microorganismo altamente pleomorfico (helicoidal, espiral o
curva, baston o de S, S doble, cultivos envejecidos tiende a presentar forma
cocoide), microaerofilico (5% de O,, 10% de CO,, 85 % de N,), que mide de 1.5 a
10 pum por 0.5 por 1 um de ancho, posee flagelos unipolares (nimero varia de 1 a
8) que le dan la movilidad, estos se caracterizan por tener una vaina de estructura
lipidica exactamente igual a la de la membrana externa, y parece que su misién es
la de proteger a los flagelos de su degradacion por el medio acido, puede adoptar
3 formas (adherente, libre e intercelular), en ocasiones entremezcladas que se
pueden observar en las tinciones histolégicas (Aguilar y cols. 2004, Garcia y cols.
2003, Giono y cols. 1994, Giono y cols. 2008, Henry y cols. 2007, Kasper y cols.
2005, Mandado y cols. 2003, Martinez y Martinez 2002, Navarro-Hernandez y
cols. 2007, Paredes , y cols. 2007, Rollan, 1994, Walz y cols. 2005, Tsutsumi y
CO|S. 2006, WI"Iam y CO|S. 2008 3, 41,44, 45, 57, 65, 78, 80, 92, 104, 123,140,148).

Se ha reportado que presentan cambios en la morfologia microscopica a las
24-48 horas de cultivo se observan de manera dominante los bacilos cortos,
espirales y filamentosos de manera aislada, mismos que a las 72-96 horas son
reemplazados por las formas en U y cocoides, algunas con pérdida de la
viabilidad, estas ultimas consideradas como “formas bacterianas viables pero no
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cultivables de H. pylori”. También se considera que esta morfologia bacteriana es
una forma de resistencia capaz de soportar las condiciones adversas y que podria
ser reversible a la estructura en espiral cuando se recuperan las condiciones
éptimas para su crecimiento (Parlapianno y cols. 2006, William y cols. 2008 1%>148).

Por otro lado, se sabe que las formas de cocoides y espirales de H. pylori,
presentan diferentes afinidades por receptores para carbohidratos la superficie
celular que estan relacionadas con la variacion en las propiedades adhesivas del
microorganismo a las células de la mucosa antral del estbmago. Esto se asocia
con diferentes estrategias usadas por las dos diferentes formas de H. pylori en la
colonizacion del tejido gastroduodenal, dando como resultado diferentes
manifestaciones clinicas de enfermedad como aguda o crénicas, gastritis o Ulcera
(Khin y cols. 2000 ).

Macroscopicamente las colonias son pequefias, grises o0 translicidas,
algunos autores las describen como “gotas de rocio”. Su caracteristica bioquimica
mas importante la produccion de ureasa, ademas produce oxidasa y catalasa.
Otras bacterias productoras de ureasa que debido a que tienen una amplia
especificidad algunas veces habitan en el humano son H. heimannii o bizzozeronni
y H. felis. (Aguilar y cols. 2004, Garcia y cols. 2003, Giono y cols. 1994, Giono y
cols. 2008, Henry y cols. 2007, Kasper y cols. 2005, Mandado y cols. 2003,
Martinez y Martinez 2002, Navarro-Hernandez y cols. 2007, Paredes y cols. 2007,

Rollan, 1994, Walz y cols. 2005, Tsutsumi y cols. 2006, William y cols. 2008 3 4144
45, 57, 65, 78, 80, 92, 104, 123,140,148)-

Tabla 3. Caracteristicas Morfologicas.

Tamafo Coloracién Referencia

1-2 mm de diametro. Colonias Translucidas Brooks y cols. (2004), Giono y cols.
(1994) , Fox y cols (1989).

Colonias pequefas, grises o | Henry y cols. (2007), Navarro y cols.
translicidas, como “gotas de | (2007)

rocio”
Menores a 1 mm* Colonias pequefias transllcidas, | Buckley, (1998),*Kuster y cols.
lisas* y brillantes (2006), Quiroga y cols. (2005)

Colonias pequefias, doradas | Parlapianno y cols. (2006).
debido al uso de indicador (2,3
difenil tetrazolium)
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6. Estructura

Tabla 4. Caracteristicas Estructurales

Mucosa Cultivo Tamafio Numero de Flagelos Referencia
Gastrica
Espiral en | Menos espiral 0.5 a 1.0 um | 4 a 8 flagelos polares | Lopez-Brea 'y
forma de de ancho y de cols. (2004)
sacacorchos 3 um de largo
Forma de S doble. | 0.5-1 grosor | 4-6 flagelos. (no se | Mandado y
Coloracion Gram | um, 2.5-4 pum | observan microscopio | cols. (2003)
positiva 0 negativa de | largo. oOptico).
acuerdo al grosor del
moco
Bacilo Gram negativo Giono .y cols.
cuya forma (2008)
caracteristica es en
“ala de gaviota” o en
forma de “s”.
Leucocitos y | Microorganismo Gram- | Mide 4-6 um | 4-6 flagelos | Giono y cols.
bacterias negativo, pleomorfico | de largo. lofétroficos unipolares | (1994)
curvas sobre el | (formas S, curvas y con terminaciéon en
epitelio y criptas | cocoides en cultivos | 0.5-1.0 ym de | bulbo.Superficie  es
gastricas viejos). ancho. lisa.
Microorganismo 25- 5 uym de | Flagelos lofétroficos | Fox 'y cols
fastidioso, Gram- | largo.0.5-1.0 unipolares con | 1989,Chillihua
negativo, bacilos | ym de ancho. terminacion en bulbo. | y cols.(2003)
curvos* y espiral.
Espiral* 25a5um 4 a 8 flagelos *Mohar, (2002),
. Navarro y cols.
Unipolares (2007), *Rollan,
(1994).
Forma espiral 2 um Aguilar y cols.
(2004)
Morfologia espiral, en | Largo:3um 4 a 6 flagelos Buckley, y cols.
subcultivos formas | Ancho:2,5 a 5 (1998).
cocoides. pm,
Bacilos curvados o en | Largo: 1.5-10 Henry y cols.
espiral. No | um.Ancho: (2007).
esporulados. Moéviles. 0.3-1.0 pm
Bacilos largos, curvos Flagelado* *Kasper y cols.

0 espirales.

(2005), Quiroga
y cols. (2005).
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Presentar formas unipolares (2006).
rectas y cocoides | Ancho: 0.5-1
(forma  viable no | UM

cultivable) en cultivos
prolongados o por
tratamiento con
antibidticos.

bordes redondeados. 4.5 ym. Ancho: | envainados con | (2002)
05a1pm, estructura terminal en
bulbo(motilidad)

7. Genomay plasmidos

En 1997, se describié la secuencia completa del genoma de H. pylori,
mediante secuenciacion al azar. El tamafio de las dos secuencias del genoma de
esta bacteria es de aproximadamente 1.7 Mpb, que contiene de 35 a 40% de
G+C. (Guanina-Citocina). El genoma de la cepa 26695 incluye 1,587 genes,
mientras que el de la cepa J99 solamente incluye 1,491. Ambos genomas
contienen dos copias de genes 16S, 23S, y 5S |RNA. Muchas cepas (40% de
aislamientos) contienen uno o méas plasmidos, con un tamafio que oscila entre 1.5
y 23.3 kb, los cuales no parecen trasmitir resistencia a antibioéticos o genes de
virulencia. Algunos de estos plasmidos son béasicos vectores en experimentos de
clonacién molecular (Buckley y cols. 1998, Kuster y cols. 2006 ¢ ).
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Figura 3. Representacion circular del cromosoma de Helicobacter pylori 26695
(Buckley y cols. 1998 *°).

Recientemente se describio el genoma para cepa G27, el cual consiste en
un cromosoma circular, formado por 10,032-pb, rico en AT (Adenina-Timina en un
61.1%), contiene 1,515 secuencias ORFs (Open Reading Frames), de tamafo y
composicién similares a las cepas descritas anteriormente y plasmidos que
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codifican para 11 genes. Ademas, esta constituido por 58 genes diferentes a las
cepa31026695 y J99, que hipotéticamente codifican para proteinas (Baltrus y cols.
2009 ).

A diferencia de otros microorganismos H. pylori es genéticamente
heterogéneo, lo cual le permite adaptarse a las condiciones gastricas del huésped,
como a distintos patrones de respuesta inmune que median el proceso infeccioso.
Tiene un contenido aberrante de G+C (Guanosina+Citocina) que con frecuencia
llevan genes involucrados con la virulencia. Como Cag-PAl y ademas otras
regiones de plasticidad que pueden estar implicadas en la patogénesis de la
infeccion por esta bacteria. Ademas de los genes de virulencia, como sabA, sabB,
hopZ y oipA genes que codifican para proteinas de membrana, ocasionando
variacion fenotipica, en la biosintesis de enzimas que participan en la biosintesis
del lipopolisacarido (LPS), (Forné y cols. 2001, Kuster y cols. 2006 3" ©8).

El genoma de H. pylori consta de mas de 1000 genes conservados y genes
especificos de ciertas cepas. Esta bacteria puede adquirir o perder DNA exdgeno,
consiguiendo asi un modelo de microevolucién continua, permitiendo una gran
variabilidad genética que puede generar cepas adaptadas a multitud de ambientes
adversos. Tal variabilidad esta provocada también por una alta tasa de
recombinacién durante la colonizacion de especies de esta bacteria no
relacionadas en un mismo huésped (Olivares y cols. 2006 ).

Las cepas de H. pylori en diferentes areas geogréficas estan asociadas con
la diferenciacion filogenética, la edad en asociacion entre esta bacteria y los
humanos es altamente controversial. Se ha observado que la diversidad genética
en H. pylori disminuye con la distancia del este de Africa ya que el polimorfismo
bacteriano refleja la migracion e historia geografica humana, ademas de la
frecuente transmision horizontal de este microorganismo entre los distintos grupos
étnicos (Higashi y cols. 2002, Linz y cols. 2007 >% 73),

H. pylori presenta poblacion panmitica en equilibrio que se selecciona y
exhibe niveles de diversidad genética altos entre aislados clinicos que se
producen por la recombinacién e intercambio horizontal de genes. Las infecciones
mixtas pueden ser transitorias, hay intercambios genéticos frecuentes. La
diversidad de secuencias en H. pylori puede reflejar una alta tasa de mutaciones
(Giono y cols. 2008, Olivares y cols. 2006 %6 190),

En México, estudios realizados por Giono S. y colaboradores en el 2008,
reportan que existe un mayor porcentaje de polimorfismos en los tres genes
asociados a virulencia, cagA, babA y oipA que el observado en otras cepas de
origen occidental (Giono y cols. 2006, Giono y cols. 2008 #446).

Las cepas con genes VacA, cagA+ y babA se usan para definir los
polimorfismos, tienen una distribucién geografica particular y presentan huellas
genéticas que distinguen a las cepas de H. pylori en “Asiaticas” y “No Asiaticas”.
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La separacién geografica pueden ser resultado de polimorfismos de genes
asociados a virulencia y la fijacion de mutaciones en distintas areas (Giono y cols.
2006 *4).

Dentro del genoma se han identificado ciertas regiones con alto numero de
repeticiones de un mismo nucleétido o de una pareja de ellos, estando algunas de
estas dentro de las secuencias ORFs (Open Reading Frames), que corresponden
a posibles promotores de genes. El falta de apareamiento entre los nucle6tidos al
desplazarse una de las hebras de de DNA sobre las otras es un fendmeno que
provoca la “ganancia o pérdida” de una unidad en la pauta de lectura en el
proceso de transcripcion, de modo que puede resultar la pérdida del codon de
inicio o en mutaciones en las proteinas y por lo anterior es un factor de variabilidad
genética de H. pylori (Slipped-strand mispairing). También se han identificado
“‘genes de fase variable”, que son varios genes que codifican para enzimas que
intervienen en la biosintesis de LPS, para proteinas de membrana o algunos otros
tipos (cagA), pudiendo producir variantes distintas del producto génico en una
misma poblacién bacteriana (Olivares y cols. 2006, Salama y cols. 2007 %9128).

8. Caracteristicas Estructurales

La pared celular de los organismos procariotas es una estructura rigida que
mantiene la forma caracteristica de cada célula bacteriana. Dependiendo de las
especies y de las condiciones de cultivo, la pared celular puede suponer desde el
10% al 40% del peso seco de la célula (Hancock, 1991 °3).

Esta estructura esta formada por distintas capas que varian segun el tipo de
bacteria, existiendo diferencias tanto en su grosor como composicion. Estas
diferencias se utilizan para identificar y clasificar las bacterias, asi como
diferenciarlas mediante la tincién de Gram (Hancock, 1991 *3).

La pared celular de las bacterias Gram (-) es mas delgada (10 - 15 nm) que
la de las Gram (+) (20 - 25 nm). Contiene dos capas, una membrana externa y una
capa de peptidoglucano, este constituido a su vez por N-acetilglucosamina (NAG),
Acido N-Acetiimuramico (NAM) y un péptido de 4 aminoacidos o tetrapéptido,
algunos de los cuales son D-aminoacidos. El espacio que existe entre la
membrana citoplasmatica y la membrana externa se denomina espacio
periplasmico. La capa caracteristica de las Gram (-) es la membrana externa que
actia como barrera selectiva al paso de algunas sustancias. Su estructura basica
es una bicapa lipidica que contiene fosfolipidos (capa interna), lipopolisacaridos y
proteinas (capa externa). Esta bicapa estd unida al peptidoglucano a través de
lipoproteinas. De todos estos componentes, los lipopolisacaridos (LPS) son
caracteristicos de las bacterias Gram (-) y s6lo se encuentran en la membrana
externa (Hancock, 1991, Heijenoort, 2001°°°).

Los lipopolisacaridos (LPS) estdn compuestos de tres partes unidas
covalentemente: Primero se localiza un lipido A, en la parte interna; compuesto
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por un disacarido de glucosamina fosforilada con acidos grasos de cadena larga.
Posteriormente se localiza un Nucleo polisacaridico, localizado en la superficie de
la membrana; compuesto por azucares y KDO (ketodeoxioctonico). Por ultimo un
antigeno O, localizado fuera de la membrana; compuesto por polisacaridos que
contienen azlUcares comunes como galactosa (Hancock, 1991, Kuster y cols.
2006°%°9).

Figura 4. Estructura de la pared celular de las bacterias gran negativas
(http://microbiol.udc.es/microgen/images/Pared_bact.pdf).

H. pylori debe tener mecanismos que aseguren la persistencia por largos
periodos de tiempo en el estbmago de pacientes. Un posible mecanismo para
asegurar la evasion de la respuesta inmune es el mimetismo antigénico. Esta
bacteria se caracteriza por la expresion de fucosil-transferasas, las cuales
permiten la sintesis de antigenos Lewis (Le) (Mufioz y cols. 2001%).

El lipopolisacarido (LPS) de H. pylori expresa antigenos de Le tipo 2, Le*
LeY, aunque algunas cepas pueden expresar también Le?, Le®. Por otra parte, se
considera que aproximadamente el 80% de cepas de esta bacteria expresan Le.
Lo anterior sugiere que el fenotipo Le del hospedero ejerce una presion selectiva
para las cepas de este microorganismo similares a la expresion de antigenos
Lewis (Mufioz y cols. 2001%7).

Se ha reportado que las clona de nifios (55.4%) expresan con mayor
frecuencia Le*, que en adultos (33%). Esto sugiere que H. pylori Le* podrian tener
una baja regulacion en la respuesta de linfocitos T, disminuyendo la eliminacién de
la infeccion por el hospedero. Expresando Le* durante la fase temprana de
colonizacion (durante la infancia), esta bacteria podria no solo inhibir la respuesta
inmune si no la eliminaciéon de la infeccion, esta expresion disminuye con la edad.
En adultos existe mayor expresion de Le’ que en nifios (81.6% y 66%
respectivamente). Por lo que se observa, alta heterogenicidad, y diversidad
fenotipica que podria explicar parcialmente la variacion en LPS de H. pylori
(Mufioz y cols. 2001%).
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El antigeno Lewis guarda correlacion con la cepas de H. pylori en que la
cadena O lateral del lipopolisacarido de H pylori NCTC 11637 es similar al Lewis *,
la bacteria M019 es similar a Lewis’ y la bacteria P466 similar al Lewis *. El grupo
sanguineo Lewis b (Le®) regula la unién con la mucosa gastrica humana. Las
glicoproteinas que presentan el antigeno Le® o los antigenos contra el Le® inhiben
la unién de las bacterias. Los tejidos gastricos que carecen de la expresion Le® no
unen al H. pylori. Ademas esta reportada la correlacion entre el tipo sanguineo y la
infeccion, ya que la bacteria no une al antigeno Le® sustituido con un residuo
GalNAc a 1-3 (determinante del grupo sanguineo A), lo que sugiere que la
infeccion por H. pylori puede reducirse en individuos de tipo sanguineo A o B en
comparacion con los individuos de tipo sanguineo O. Asi se sabe que las Ulceras
pépticas son mas frecuentes en tipos sanguineos O y el cancer gastrico es mas
frecuente en tipos sanguineos A (Boren y cols. 1993%).

El componente hemaglutinante de Helicobacter pylori contiene proteinas
gue reconocen al carbohidrato NeuAc 2-3-Gal. Estas son lectinas (adhesinas) y se
han identificado dos de diferentes pesos que son 20-25 kDa y 57 kDa, a las que se
les llamo6 sHA. La adhesina que une al grupo sanguineo Lewis tipo B (Bab A de
blood antigen binding adhesin) y la adhesina que une al &cido sialico (sab A sialic
acid binding adhesin). Las cuales reconocen residuos de carbohidratos especificos
del epitelio gastrico Lewis ° (LeP) y el antigeno sialil Lewis x (Le*) respectivamente,
que promueve el proceso de infeccion y de inflamacién en el tracto gastroduodenal
(Boren F. y cols. 1993, Cava F. y Cobas G. 2003, Lee S.y cols. 2006 Petterson,
2006, Rivas, 2000197110817 "Fstas hemaglutininas especificas de acido silico
retrasan la adhesion e ingestion de Helicobacter pylori. Ademas la expresion de
antigenos de Lewis en la superficie de esta bacteria le permite mimetizarse entre
los antigenos de la mucosa gastrica (Cava'y Cobas, 2003).

Otro mecanismo potencial de evasion inmune exhibido por Helicobacter
pylori puede ser la modificacion de morfologia bacteriana. Las formas bacilares se
convierten en cocoides después de cultivos prolongados (Cava, 2003%). Esto
podria influenciar la capacidad de adherencia y colonizacién por Helicobacter
pylori de la mucosa gastrica dando como resultado diferente patologia
gastroduodenal (Khin y cols. 2000°°).

Helicobacter pylori es capaz de aglutinar eritrocitos debido a su interaccion
con glucosaminas de grupos sanguineos, algunos de los cuales también expresan
en células epiteliales, lo que indirectamente indica una funcién adherente. Las
bacterias reconocen estructuras fucosilada y glicoproteinas. La capacidad de tales
receptores fucosilados es reducida en los grupos sanguineos A y B comparados
con los grupos sanguineos O, explicando el alto riesgo de ulcera péptica en

ilrgcilil\;iduos de grupo O (Cava y Cobas G, 2003, Rivas y Hernandez y col. 2000
, )

Muchas proteinas periplasmaticas de los patégenos Gram-negativos
pueden contener dos o mas residuos debido a la formacion de puentes disulfuro,
los cuales estabilizan la estructura terciaria y cuaternaria de la cadena
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polipeptidica. Este proceso esta facilitado por una familia de proteinas (Dsb).
Actualmente se conocen cinco proteinas (DsbA, B, C, D, G). En base a estas
caracteristicas filogenéticas, H. pylori pertenece es considerada una ¢-
proteobacteria (Raczko y cols. 2005™°).

H. pylori esta estrechamente relacionada con Campylobacter, y de hecho
en las primeras descripciones fue denominada como tal. Sin embargo, su
morfologia, patrén de acidos grasos y caracteristicas genotipicas son diferentes.
En 1985, se describié que la composicion fundamental en acidos grasos de esta
bacteria la formaban el &cido tetradecanoico (14:0), en mas del 35%, y el acido 19-
C ciclopropeno, siendo muy baja la proporcién en acido hexadfecanoico (16:0).
Ademas, H. pylori es el (nico microorganismo que posee el acido 3-
hidroxioctadecanoico. Este perfil de &cidos grasos es muy caracteristico y al
mismo tiempo diferencia a este microorganismo del resto de las bacterias
pertenecientes al género de Campylobacter, lo cual llevé, a crear el nuevo género
Helicobacter (Forné y cols. 2001, Goodwin, 1989 *¢4%).

El conocimiento del genoma de H. pylori ha sido de gran utilidad en la
identificacion de enzimas que participan en la biosintesis de los lipopolisacéridos
(Forné y cols. 2001 %9).

Otro de los blancos para el diagnostico de H. pylori es mediante la
utilizacion de PCR a partir de la secuencia nucleotidica de un gen de una proteina
de membrana externa OMP22 en muestras de biopsias gastricas, saliva, heces y
entre otras muestras (Huguet y col, 2002 ).

9. Factores de Virulencia

Todavia no se conoce claramente por qué en unos pacientes la enfermedad
es casi asintomatica mientras que en otros se producen enfermedades digestivas
de diferente gravedad. Existen factores genéticos que predisponen al paciente,
como el grupo sanguineo, el tipo de antigeno Lewis o el tipo de HLA. También
existen factores ambientales como las condiciones socioeconomicas, el consumo
de tabaco o la dieta (la ingestion de sal actia como factor agresivo de la mucosa
mientras que el consumo de alimentos anti-oxidantes actlia como factor protector),
qgue pueden influir en el desarrollo de un tipo u otro de enfermedad. Por otro lado,
los factores de patogenicidad de la propia bacteria pueden tener su efecto en el
desarrollo de la enfermedad (Abdo y cols. 2007, Baquero y cols. 2004, Kasper y
cols. 2005 1196%),

Hay varios factores de patogenicidad que se han relacionado con la
agresividad del germen, algunos contribuyen a los efectos patégenos de la
bacteria y otros le permiten colonizar y permanecer dentro del huésped y por
tanto, implicados en el dafio endotelial, tales como la citotoxina vacuolizante
(VacA), el gen asociado a citotoxina A (cagA), el lipopolisacarido (LPS), de
superficie, la ureasa bacteriana, los flagelos, las adhesinas de superficie, radicales

20



oxidantes o las citocinas producidos por los leucocitos en respuesta a su infeccion.
Las caracteristicas mas importantes de los mismos se mencionan a continuacion
(Buckley, 1998, Olivares y cols. 2006 **%9).

» Lipopolisacarido (LPS)

Es una de las moléculas de unidon implicada en la interaccién entre la
bacteria y el huésped, esta compuesto por tres partes: el lipido A es el
componente responsable de las propiedades inmunologicas y endotoxicas del
LPS. , la region antigénica-O polisacéarida (se une a B-galactosidasa y galectina 3)
y el nucleo polisacarido que conecta con las otras dos. El LPS de esta bacteria
presenta baja toxicidad comparada con la de Salmonella o E. coli, esto pude
ocasionar baja actividad inmunoldégica que contribuya a la prolongacion de la
infeccion y a la inflamacion crénica de la mucosa géstrica (Garcia y cols. 2003,

Hatakeyama y cols. 2006, Kuster y cols. 2006, Olivares y cols. 2006, Torres y cols.
2004 41,54,68,99,138).

La estructura antigénica de LPS es similar a los antigenos de grupo
sanguineo de Lewis*y Lewis’ del huésped, lo que puede explicar la presencia de
autoanticuerpos inducidos por H. pylori, que contribuirian al desarrollo de la
gastritis atrofica. Estos se expresan mas frecuentemente en cepas obtenidas de
pacientes con Ulcera duodenal y se asocian a cepas cagA+ y vacA+, lo que
estimularia una respuesta inmune mas intensa en las bacterias que expresan
estos genes. Se sabe que la delecion del gen CagA reduce la expresién de
Lewis’. Por lo que LPS juega un papel importante en camuflar la bacteria de la
respuesta inmune, por lo que puede permanecer en forma cronica en el estbmago
sin ser eliminado por la respuesta inflamatoria (Garcia y cols. 2003, Kuster y cols.
2006, Olivares y cols. 2006, Torres y cols. 2004 416899138y

> Ureasa

Es la enzima mas abundante producida por todas las cepas de Helicobacter
pylori, participa en la colonizacion del bacilo en el epitelio gastrico. Se encuentra
localizada tanto en el citosol como en la superficie. Esta codificada por un conjunto
de genes (ure) su funcion principal es la de proteger a la bacteria frente al pH
acido, mediante la neutralizacion del medio convirtiendo la urea gastrica en
amonio (NH4+) y dioxido de carbono (CO), el amonio neutraliza el HCL y permite
a esta bacteria colonizar el tracto digestivo, por lo que su concentracién es mayor
en sujetos infectados. En el intestino presenta efectos téxicos como alteraciones
de la sintesis de DNA, incrementando el riesgo de infecciones virales y
carcinogéenesis. Esta enzima permite que la bacteria pueda utilizar el nitrogeno
proveniente de la urea. Es un poderoso inmundgeno y debido a su participacion en
la patogenicidad de la bacteria, se ha convertido en un candidato aceptable para
vacuna. (Garcia y cols. 2003, Giono y cols. 2006, Olivares y cols. 2006 “+#399),

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad II (MHC II)
regulan la respuesta inmune a través de la presentacion de antigenos a las células
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T CD4. Se sabe que H. pylori a través de la ureasa se une a las MHC 1l y
posteriormente existe un incremento en la apoptosis de las células gastricas
(Kasper y cols. 2005, Olivares y cols. 2006 %)

» Fosfolipasas

H. pylori posee actividad de fosfolipasa A2, que degrada los componentes
lipidicos de la mucosa que le proporcionan integridad, retrasando la difusion de
H+. Posee enzimas con actividad proteolitica que rompen la capa de mucina que
recubren las células gastricas y enzimas antioxidantes que protegen a la bacteria
del ataque defensivo del organismo. Estas son la catalasa y superoxido dismutasa
(Garcia y cols. 2003, Gené y cols. 2002 *42).

> Citotoxina vacuolizante VacA

Es una proteina hexamérica de 87 a 95 kD, que se inserta en la membrana
celular (capa lipidica) del epitelio favorecida por el pH &cido y forma canales
selectivos dependientes de voltaje, a través de los cuales se libera bicarbonato y
aniones organicos, que proveen nutrientes a la bacteria. Posteriormente se
trasloca al citosol, donde interfiere con el trafico vesicular de los lisosomas,
pudiendo volver a formar un canal ibnico en membranas endosomales y producir
la formacion de vacuolas en el citoplasma de las células eucariotas. Ademas, dafia
la membrana mitocondrial causando liberacion de citocromo C e induciendo
apoptosis, se ha propuesto que proceso puede estar también relacionado con la
activacion del receptor Fas/CD95 a través de la activacion de las caspasas 3y 8.
Codifica para el gen vacA, que esta presente en todas las cepas aunque solo
aproximadamente del 50% al 65% de ellas producen la proteina citotoxica (Fig. 5)
(Abdo y cols. 2007, Garcia y cols. 2003, Kuster y cols. 2006, Matteo y cols. 2007,
Olivares y cols. 2006 41688199

Por otra parte, la toxina codificada por el gen vacA induce la formacién de
vacuolas en ceélulas epiteliales in vitro y causa dafio epitelial y ulceracion en
modelos en ratones. El analisis de mdultiples cepas indica que todas poseen un tipo
de secuencia sefial s1 (subtipos sla 6 slb) o s2 y un tipo de region media o
central (m1 o m2). En particular el alelo sla se ha relacionado con inflamacion y
Ulcera; mientras que el alelo m1 se ha asociado con dafio a las células epiteliales.
La vacuolizacion y las manifestaciones clinicas mas severas se asocian con
combinaciones alélicas particulares: la presencia de los alelos sla y ml esta
relacionada con mayores niveles de actividad vacuolizante que la de los alelos s1b
0 s2 y m2. Recientemente se sugirié que el gen iceA, expresado diferencialmente
cuando la bacteria se pone en contacto con células epiteliales, podria ser usado
como marcador de virulencia, pues se encontrd una alta frecuencia del alelo iceAl
en cepas aisladas de pacientes con ulcera duodenal (Abdo y cols. 2007, Cittelly y
cols. 2002, Kuster y cols. 2006, Matteo y cols. 2007, Olivares y cols. 2006, Torres
y cols. 2004 1,23,68,81,99,138)_
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Figura 5. Mecanismos de dafio celular ocasionados por Citotoxina vacuolizante
VacA (Matteo y cols. 2007 &h).

A pesar de que se ha demostrado que el genotipo vacA sl-ml esta
asociado con Uulcera péptica, en varios estudios se ha sugerido que la
genotipificacion de cagA, vacA e iceA parece no ser muy util como marcador de
virulencia en paises como Colombia, en los cuales se encuentran niveles altos de
genotipos vacA slml, cagA+, inclusive en pacientes con gastritis (Abdo y cols.
2007, Cittelly y cols. 2002, Olivares y cols. 2006 12%).

Resultados en estudios previos reportan que el alelo sla es predominante
en poblacién hispana (en un estudio que incluia aislados provenientes de
pacientes colombianos). Las cepas con la combinacién vacAslml cagA+ (mas
citotoxicas) son mucho mas frecuentes en patologias avanzadas (Ulcera péptica y
cancer gastrico) que en gastritis no atréfica (Abdo y cols. 2007, Cittelly y cols.
2002, Olivares y cols. 2006, Torres y cols. 2004 1:23:99:138)

Por otra parte, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor
angiogénico capaz de inducir la reconstruccion de la mucosa estimulando la
vascularizacion y el aporte de nutrientes, presenta una sobreexpresién en
carcinomas gastricos, por cepas de H. pylori que expresan proteina VacA (Tox+) a
través de la activacion de las cinasas MAP (familia de proteinas capaces de
fosforilar a su sustrato e implicadas en numerosas rutas de sefalizacion celular).
Ademas se ha observado sobreexpresion de cicloxigenasa-2 (COX-2), enzima
productora de prostaglandinas, que estimulan a su vez la produccion de VEFG y
provocar el desarrollo de procesos tumorigénicos (Olivares y cols. 2006 ).
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» Proteina Cag A (Citotoxina)

Esta codificada por el gen cagA, presente en un 60-80%, de las cepas de
Helicobacter pylori, que se encuentra dentro de una zona del genoma donde se
han descrito distintos genes con actividad patogénica, por lo que es llamada isla
de patogenicidad (PAI). Esta proteina inmunorreactiva de 120 a 145 kDa, esta
dentro de la célula hospedera originando secuencias de fosforilacion en cascada
de cinasas, que llevan a la reorganizacion del citoesqueleto. Lo anterior, ocasiona
una transformacion y a su vez incremento de crecimiento y la motilidad de las
células epiteliales gastricas, inducido por CagA (unida a la fosfatasa celular SHP-
2), que puede romper la arquitectura normal de la mucosa géstrica, aumentando la
inflamacion local (IL-8) por H. pylori en el estomago y este proceso puede conducir
al desarrollo de cancer gastrico. Analisis estructurales han demostrado que esta
proteina varia de tamafio entre las distintas cepas de H. pylori (Abdo y cols. 2007,
Garcia y cols. 2003, Giono y cols. 2006, Hatakeyama y cols. 2006, Higashi H y
cols. 2002, Matteo y cols. 2007, Olivares y cols. 2006, Quiroga y cols. 2005, Ryan ,
2005, Torres y cols. 2004, Tsutsumi y cols. 2006 #1:43:54:59.81,99,109,125,138,140)

Continuando con un efecto de dafio en la mucosa causado por CagA
positivo, los altos niveles de colonizacion del cuerpo géastrico requieren de la
presencia intacta de Cag-PAl, por lo cual puede ocasionar condiciones
precancerosas como la gastritis atrofica (acidez gastrica baja) y desarrollo de
cancer gastrico. Por otro lado, H. pylori puede estimular e incrementar el recambio
de células epiteliales por acumulacién de mutaciones genéticas que promueven
varias fases de carcinogénesis gastrica. Por lo cual, se ha propuesto que ciertas
reorganizaciones pueden llevar a la transcripcién de genes nucleares, que podrian
llevar a la produccién tumoral. Se ha observado que las cepas Cag + se
relacionan con Ulceras y adenocarcinoma de la parte baja del estdmago, también
estan vinculadas con incidencia disminuida de adenocarcinoma en la parte alta del
estbmago (cardias) y eséfago. Esta proteina es considerada como un marcador de
patogenicidad debido a que su presencia se relaciona con el desarrollo de gastritis
atrofica, Ulcera péptica y cancer gastrico (adenocarcinoma). De los pacientes con
Ulcera duodenal, 80 al 100% producen anticuerpos contra CagA, mientras que en
personas con gastritis se detecta en solo un 63%. Sin embargo, esta asociacion
no ha sido consistente en paises como China y Japén (Abdo y cols. 2007, Garcia
y cols. 2003, Giono y cols. 2006, Hatakeyama y cols. 2006, Matteo y cols. 2007,
Olivares y cols. 2006, Quiroga y cols. 2005, Ryan , 2005, Torres y cols. 2004,
Tsutsumi y CO|S. 2006 1,41,43,54,81,99,109,125,138,140).

El gen cagA esta localizado en el extremo de un fragmento de DNA de
aproximadamente 40 Kb, denominado "islote o isla de patogenicidad” (cag-PAl), la
cual contiene 31 genes, que codifica los componentes de un sistema de secrecién
y Cuya presencia esta asociada con una mayor respuesta inflamatoria gastrica (IL-
8 con el gen picB), activacion de las cinasas MAP. Por lo cual, es conocido como
uno de los genes de virulencia de H. pylori (Abdo y cols. 2007, Buckley, 1998,
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Cittelly y cols. 2002, Higashi y cols. 2002, Matteo y cols. 2007, Olivares y cols.
2006, Quiroga y cols. 20051,16,23,59,81,99,109)_

Los receptores de la superficie del tejido blanco son esenciales para la
iniciacion, establecimiento y mantenimiento de la infeccion. Las cepas H. pylori se
clasifican de acuerdo al grado de virulencia: | que expresan citocinas asociadas a
proteinas (CagA vy citotoxina vacuolizante- VacA). Otras codifican para gen babA2,
la molécula de adhesion BabA (38% en Europa, 36% ltalia, 56.6% en Korea).
Asociado a la presencia de inflamacion activa y crénica; y las tipo Il que se
caracterizan porque no expresa CagA, ni VacA (Lee y cols. 2006™).

La presencia de estos factores de virulencia se asocia con mayor grado de
respuesta inflamatoria y degeneracion epitelial. La genotipificacion puede jugar un
papel muy importante para identificar las cepas circulantes en un area geogréfica
dada, cagA y posiblemente vacA pueden ser usados como marcadores de una
mayor virulencia y riesgo de desarrollar patologias géstricas severas, aunque es
claro que no serian Utiles para diferenciar cepas ulcerogénicas y carcinogénicas
(Abdo y cols. 2007, Cittelly y cols. 2002, Matteo y cols. 2007, Quiroga y cols.
20051,23,81,109)_

Varios investigadores proponen que aun en cepas cagA+, la organizacién
genética y la diversidad dentro del islote de Patogenicidad (PAI) pueden tener un
efecto modificador del potencial patogénico de la cepa infectante, de manera que
sblo las cepas con el PAI completo (sin deleciones ni modificaciones) son
realmente virulentas. Se ha descrito que cagE es un marcador importante de la
capacidad de cepas cagA+ para inducir citoquinas pro-inflamatorias (IL-8) en el
epitelio de la mucosa gastrica y por lo tanto puede ser un marcador Util para definir
genotipos mas toxicos. La tipificacidon parcial de cagE en las cepas de este estudio
indica que la mayoria de cepas cagA+ son también cagE+, sin embargo, el
genotipo de la totalidad de las cepas se encuentra en ejecucién. Se ha
demostrado una correlacion positiva entre la presencia de cepas H. pylori cagE+y

lzj?!%ﬂglgduodenal (Cittelly y cols. 2002, Matteo y cols. 2007, Quiroga y cols. 2005
,0l, )

En México, se encontrd que existe una correlacion entre los niveles altos de
citotoxinas; cepas VacA serotipo s1/ml y cagA+ con la respuesta al tratamiento.
Los pacientes con Ulcera péptica tienen mayor erradicacion de Helicobacter pylori
que aquellos que sélo tienen gastritis cronica folicular y 2presentan cepas mas
virulentas cagA+ y VacA+ (Sanchez del Monte y cols. 2006*°).
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Figura 6. Patogénesis de la infeccién por H. pylori.
» Peptidoglicano

En afios recientes se ha considerado como un importante factor de
virulencia por esta bacteria. Es una barrera protectora de la pared celular
bacteriana. La cual, activa el factor de transcripcion (NF Kappa-B) con induccién
de IL-8, producida por la célula gastrica. Debido a que este microorganismo no
invade la célula, puede activar dentro de la misma, mecanismos de sefializacion
intracelular que codifican para la isla de patogenicidad (PAI). Y a través de una
modificaciéon en la estructura del peptidolicano (N-deacetilacién) evade la
respuesta inmune innata (Buckley, 1998, Tierney y cols. 2006, Torres y cols. 2006,
Wang y cols. 2009 16:137:138.14%)

» Proteina OipA

El andlisis de secuencia gendmica de H. pylori han revelado una alta
proporcion de genes que codifican proteinas de membrana externa. Una de estas
moléculas es una proteina proinflamatoria de 34 kDa codificada por el gen oipA.
La presencia de este gen en cepas asiaticas se asocia con la presencia de cagA 'y
con induccion de altos niveles de IL-8. Presenta una regién en la secuencia sefial
con repeticiones CT, que establecen la funcionalidad del gen que se relaciona con
mayor densidad de la bacteria, mayor inflamacion y presencia de gastritis (64%),
Ulcera duodenal (88%) y cancer gastrico (83%), por lo que la utilidad de esta
proteina como marcador es limitada (Kuster y cols. 2006, Matteo y cols. 2007,
Quiroga y cols. 2005 ©8:8%:109)

» Flagelos y movilidad

La movilidad de H. pylori es facilitada por los flagelos, son estructuras
extracelulares complejas que requieren energia para funcionar, lleva de 1 a 7
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flagelos agrupados en uno de sus polos. Las inmunoglobulinas humanas estan
dirigidas contra proteinas flagelares de esta bacteria. Se caracterizan por estar
cubierto por una vaina lipoproteica que los protege de los &cidos gastricos
(Olivares y cols. 2006 *).

Las cepas con flagelos mutados son menos virulentas que las de tipo
silvestre, indicando que son cruciales en la patogenia. Estan compuestos por dos
flagelinas, FlaA (mas abundante, exterior) y FlaB (base) a diferencia del resto que
son homopoliméricas. Cuando estan ausentes (FlaA- FlaB-) dan resultado a
bacterias inmoviles, que conservan la capacidad de adhesion capaces de infectar
los estadios tempranos de la infeccién (Olivares y cols. 2006 %).

> Radicales libres

Los radicales de oxigeno (i6n superoxido y peroxido de hidrogeno)
derivados de los neutrofilos activados que tienen efectos dafiinos sobre la mucosa
gastrica. Se ha descrito una asociacién positiva entre especies reactivas de
oxigeno y la infeccion y dafio histolégico. La proteccion de las células esta
inducida por activacién de enzimas secuestradoras de estas especies (superoxido
dismutasa o SOD, catalasa y glutation peroxidasa), se han descrito niveles de
actividad mas altos en cepas cagA. Ademas, existe produccion de cloramina
(NH3Cl) que es un agente téxico oxidante que puede atravesar la membrana
plasmatica celular (Hatakeyama y cols. 2006, Olivares y cols. 2006, Wang y cols.
2009 54'99'145).

» Induccién de enzimas y citocinas

Las enzimas COX catalizan la conversion de acido araquidénico o
prostanoides como la prostaglandina E;, las cuales protegen a la mucosa gastrica
de la apoptosis, aumentando la proliferacion celular. Existen dos isoenzimas;
COX-1, COX-2, la primera es constitutiva y la segunda es inducible en casos de
lesion y es mediador de inflamacién. Se sabe que la gastritis debida a esta
bacteria induce su expresion, dependiendo del tipo de cepa bacteriana, en
pacientes con cancer gastrico existe una sobreexpresion de COX-2, misma que
disminuye posteriormente a la erradicacién de H. pylori, esto se relaciona con el
distinto potencial patégeno (Hatakeyama y cols. 2006, Olivares y cols. 2006 >*%9).

El oxido nitrico (NO) contribuye a la proteccion de la mucosa gastrica
aumentando el flujo sanguineo e inhibiendo la adhesion de leucocitos al endotelio.
En la mucosa gastrica normal no existe enzima NO sinsetasa (iNOS), pero su
expresion aumenta en los pacientes con gastritis debido a H. pylori. Esta enzima y
COX-2 son inducidas por citocinas como IL-13, factor de necrosis tumoral «,
interferon y y lipopolisacaridos bacterianos. Las células gastricas epiteliales
contribuyen a la respuesta proinflamatoria mediante la produccion y captacion de
citocinas producidas por la lamina propia y leucocitos intraepiteliales. Los niveles
epiteliales de IL-1B, IL-6, IL-8 y factor de necrdsis tumoral-o, sobreexpresion del
interferon-y (sobreexpresion de MCH |l y aumento de adhesion) son mayores en
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pacientes infectados, o que sugiere una respuesta inmediata por linfocitos Thl
(Hatakeyama y cols. 2006, Olivares y cols. 2006 >*%).

10. Fisiopatologia

El Helicobacter pylori (HP) es un bacilo que coloniza la mucosa géstrica
antral adyacente a las células epiteliales gastricas. Aunque no es invasivo, causa
una inflamacion aguda y cronica de la mucosa gastrica, denominada gastritis
cronica activa; con neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) y linfocitos. La infeccion
se ha asociado también a Ulcera péptica, adenocarcinoma y linfoma gastrico. Los
mecanismos de lesion y la inflamacion pueden estar relacionados en parte, con los
productos de dos genes, vacA y CagA. (Buckley , 1998, Tierney y cols. 2006,
Torres y cols. 2006, Wang y cols. 2009 6137138145

El estémago, por el bajo pH de su mucosa, tiene una importante actividad
bactericida, sin embargo, el Helicobacter pylori tiene diversos mecanismos que le
permiten evadir esta actividad, colonizar la mucosa géastrica y establecer la
permanencia de largo plazo. La bacteria tiene flagelos que le permiten penetrar y
anidarse bajo la capa de mucus, la ureasa que le crea un nicho neutro protector y
la adhesion a las células epiteliales mediada por adhesinas (BabA) que se unen al
grupo sanguineo Lewis B. (Clyne y cols. 2007, Garcia y cols. 2003, Giono y cols.
2006, Olivares y cols. 2006, Valenzuela, 2004 244399141y

La infeccion por H. pylori en el huésped desarrolla una respuesta inmune
gue es inefectiva para eliminar la bacteria, pero juega un papel fundamental en las
distintas formas clinicas que son tan variadas como la gastritis superficial leve,
Ulcera gastrica o duodenal o cancer gastrico (Garcia y cols. 2003, Giono y cols.
2006, Kuster y cols. 2006, Olivares y cols. 2006, Torres y cols. 2004 4:4368:99.138)

La historia natural de la enfermedad implica que la infeccion este presente
en el individuo por décadas, antes de que se desarrollen Ulceras o quizd cancer
gastrico. Por lo cual, es de suma importancia estudiar los resultados a largo plazo
de una terapia de erradicacion y definir la frecuencia de re-infeccion (Lundin y cols.
2005, Torres y cols. 2006 "®138),

El proceso de la infeccion incluye:

1. Fase aguda de la infeccién: Se adquiere principalmente por via oral,
destacandose la transmisién por los miembros de la familia (hacinamiento)
y por vectores (moscas) que abundan especialmente cuando hay malas
condiciones higiénicas y socioeconémicas (Azevedo y cols. 2006, Kasper y
cols. 2005, Valenzuela, 2004 "65141),

2. Fase crénica: con el tiempo se desarrolla una respuesta linfocitaria
adaptativa, facilitada por la expresion de adhesinas vasculares (VCAM-1 y
ICAM-1) que facilitan la migracion de los macrofagos a la mucosa gastrica.
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Ademas, las cadherinas junto con las adhesinas vasculares participan en la
patogénesis de la inflamacion inducida por H. pylori. La citotoxina
bacteriana vacuolizante VacA, induce de vacuolizacion de epitelio y
apoptosis que es mediada por el factor de necrosis tumoral (TNFa), lo que
resulta en la destruccion lenta y progresiva de la barrera epitelial (Garcia y
cols. 2003, Hatakeyama y cols. 2006, Kasper y cols. 2005, Kuster y cols.
2006 Valenzuela, 2004 #1>46568.141y

3. La interaccion entre la bacteria, la respuesta imnunolégica y factores
ambientales determinar4 dos tipos de gastritis: una, que compromete
principalmente el antro gastrico, con hipersecrecion acida y asociada mas
frecuentemente a la Ulcera duodenal o pilorica, y otra, con compromiso mas
proximal, que compromete el cuerpo y fondo gastrico, con predominio de
atrofia de la mucosa, metaplasia intestinal y asociado mas a menudo a
cancer gastrico (Fig. 7) (Hatakeyama y cols. 2006, Kasper y cols. 2005,
Valenzuela, 2004 >#%>14%y,

4. H. pylori y secrecion gastrica de acido: El efecto de la infeccidén sobre
la secrecion géstrica es multifactorial y determinado por:

a) Inicialmente la infeccion disminuye la producciéon de acido por accién de
citocinas como IL-1B.

b) Posteriormente la secrecion del acido esta determinada por la severidad
y la localizacion de la gastritis, determinada segun se vio por los alelos IL-
1B y IL-1RN (Hatakeyama y cols. 2006, Kasper y cols. 2005, Valenzuela,
2004 54,65,141)-

El incremento de la gastrina circulante asociado a H. pylori es
principalmente por la gastrina 17. Esta forma de gastrina se origina principalmente
en la mucosa antral, y su incremento selectivo es consistente con la infeccion
afectando predominantemente esta region. La gastrina 17 es también la principal
forma de la hormona que aumenta en respuesta a la comida, y es consistente con
la hipergastrinemia asociada a H. pylori que es méas pronunciada
postprandialmente (Kasper y cols. 2005, Soriano, 1998 %132,

La liberacion de gastrina por la mucosa antral esta bajo control fisiolégico
inhibitorio para prevenir la excesiva secrecidon de acido gastrico. La liberacion de la
gastrina es suprimida cuando el pH Iluminal antral cae por debajo de 3.
Adicionalmente este control inhibitorio ejercido por la liberacion de gastrina es
también ejercido por la colecistocinina (CCK) y otras enterogastronas liberadas
desde el intestino delgado. La inhibicién de la liberacion de gastrina ejercida tanto
por el acido gastrico y la colecistoquinina esta mediada principalmente por la
liberacién de somatostatina por las células D de la mucosa antral. Estas células D
estan en intima proximidad a las células G, y la somatostatina liberada por ellas,
ejerce un control paracrino inhibitorio tanto para la sintesis como para la liberacién
de gastrina. Asi la enfermedad ulcerosa duodenal parece ser resultado de la
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combinacion de un factor adquirido (hipergastrinemia inducida por H. pylori) y un
factor del huésped, esto es, la alta sensibilidad a la gastrina (Kasper y cols. 2005,
Soriano, 1998 132,
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Figura 7. Representacién esquematica de la patogénesis de la infeccion por H.
pylori (Hatakeyama y Brzozowski , 2006 >%).

11. Mecanismo de adhesién y colonizacion

H. pylori se asocia a estructuras como adhesinas, factores de colonizacion y
antigenos que median las union de células de que contienen glicoproteinas de
acido sialico. El organismo también produce hemaglutininas &cido sialico
especificas (seccion 8). Las cepas de Helicobacter pylori se unen principalmente a
las glandulas mucosas estan situadas en el antro gastrico. Otros estudios
mencionan que H. pylori puede adherirse a las glandulas submucosas esofagicas
y conductos glandulares, aumentando la posibilidad de que represente un sitio de
colonizacion “silencioso” (Aspholm y cols. 2006, Falk y cols. 1993 3%,

El proceso de adquisicion de la infecciébn de H. pylori se puede dividir en
varias fases: a) adhesion a la capa celular epitelial, b) la induccion de citocinas
proinflamatorias (se mencionan caracteristicas en fisiopatologia (seccién 9) y C)
colonizacion (Garcia y cols. 2003, Olivares y cols. 2006 *%9).

Adhesidon

Este proceso juega un papel clave en la libracién eficiente de factores de
virulencia. H. pylori reside en la mucosa gastrica o adherida a las células
epiteliales del estbmago. Primero utiliza sus moléculas de adhesion (adhesinas o
lectinas) (seccion 8), entre las cuales esta BabA (Bab A de blood antigen binding
adhesin) o la adhesina que se une al acido sidlico (sab A sialic acid binding
adhesin), y a su vez en la célula gastrica epitelial (tejido blanco del hospedero) se
expresan carbohidratos de superficie, dentro de las cuales se une al epitope de
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Lewis® (fucosa) y a el antigeno sialico Lewis x (Le*) respectivamente, dando lugar
a una interaccion compleja; muchos de estos receptores han demostrado ser
glicoesfingolipidos, que facilitan la adhesion de las bacterias al epitelio del
estbmago. Posteriormente, en respuesta a lo anterior, se liberan células
inflamatorias. Las adhesinas bacterianas y los sitios de unién correspondientes
sobre la superficie del epitelio permiten que la bacteria colonice el tejido gastrico
(Aspholm y cols. 2006, Gustafsson y cols. 2006, Olivares y cols. 2006, Petterson,
2006, Quiroga y cols. 2005, Rivas, 2000, Roche y cols. 2004, Rubinsztein-Dunlop
y cols. 2004’ Walz y cols. 2005 6,49,99,108,109,117,119,123,144)-

El gen polimorfico de BabA juega un papel crucial en el adenocarcinoma
gastrico, Ulcera péptica y gastritis cronica. Este gen tiene dos alelos, babAl y
babA2, este ultimo codifica para la proteina babA y su presencia se correlaciona
con la de otros genes patdgenos (cagA y los alelos s1 y mlde vacA). Se ha
reportado variaciones en la prevalencia de cepas babA2 positivas entre
poblaciones asiaticas y occidentales (Olivares y cols. 2006, Quiroga y cols. 2005,

Roche y cols. 2004, Rubinsztein-Dunlop y cols. 2004, Walz y cols. 2005
99'109'119'123'144).

Otra proteina implicada en este proceso que funciona como una adhesina,
es la proteina activadora de neutrofilos (NAP), codificada por el gen napa y aislada
de la fraccién proteica de la membrana externa de H. pylori. Actia como
bacterioferritina en la captaciéon de hierro y como la afinidad para ceramidas
sulfatadas (antigeno Lewis® y en menor medida Lewis*). Este bacteria posee
también una hemaglutinina codificada por el gen hpaA que se une a restos de N-
acetilneuraminil, o (1,2) lactosa y restos de &cido sialico (Aspholm y cols. 2006,
Olivares y cols. 2006, Roche y cols. 2004 ®°119),

Por ultimo, las proteinas de choque térmico (heat-shock protein), también
pueden permitir la unién bacteriana a la mucina de las células epiteliales gastricas
induciendo la adhesion de H. pylori y activando la respuesta inflamatoria (Chmiela,
2006 %2).

Se sabe que las diferentes afinidades para  adhesinas (lectinas)
encontradas influyen en diferentes potenciales patdgenos en la infeccion por H.
pylori. Lo que se traduce en diferente patologia gastroduodeal (Khin y cols. 2000
6

6).

La adherencia de H. pylori, esta relacionada con la gravedad de la gastritis,
puesto que se ha observado que a mayor niumero de bacterias adheridas, mayor
dafio, mostrando influencia con la severidad de la enfermedad (Fowler y cols.
2005, Garcia y cols. 2003, Kasper y cols. 2006 3746%),

En conclusion, la presencia de adhesinas permite a la cepa que la posea
una mayor capacidad de infeccién en la mucosa (Olivares y cols. 2006 ).
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Figura 8. Interaccién de las adhesinas de H. pylori con los receptores de las

células gastricas epiteliales del hospedero (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi.
Helicobacter pylori. Physiology and Genetics).

Colonizacién

Helicobacter pylori coloniza la capa de la mucina gastrica de manera
persistente, el estomago de la mayoria de la poblacibn humana global (y
posteriormente se produce la unién a células del epitelio gastrico donde las
uniones que se producen son a nivel molecular entre proteinas (lectinas) y
receptores (carbohidratos). Puede colonizar cualquier parte de la mucosa gastrica,
no asi en las areas de metaplasia intestinal, observandose ademéas que tiene
predileccion por la mucosa gastrica antral. La colonizacion por H. pylori aumenta
con la edad (Chillihua y cols. 2003, Garcia y cols. 2003, Mandado y cols. 2003,
Miller-Podraza y cols. 2006, Walz y cols. 2005 2417882144y

Una vez colonizada la mucosa gastrica, origina un proceso inflamatorio con
infiltracion de polimorfonucleares y neutréfilos lo que origina cambios a nivel
celular y consistencia del moco gastrico. Un dato muy importante que debemos de
considerar al realizar el diagnéstico de la infeccion por H. pylori es que esta
bacteria no es invasiva al colonizar estbmago, por lo que adopta y esta restringida
a algunas secciones o “distribucion en parches” en las zonas del estdbmago a nivel
del antro, fondo y cardias gastricos reside en condiciones microaerofilicas entre el

mgg&g el epitelio. (Giono y cols. 2006, Gonzalez y cols. 2004, Wang y cols. 2009
il )
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La asociacion de H. pylori con células epiteliales gastricas y la capa de
mucina convierten a la superficie epitelial en un facilitador permanente de
colonizacion del estbmago por esta bacteria. Por lo cual, se ha observado que una
misma persona puede tener colonizada la mucosa gastrica por dos cepas
diferentes de H. pylori de manera simultanea (Azevedo y cols. 2006, Walz y cols.
2005 "4,

12. Manifestaciones Digestivas

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica humana produce una gastritis
superficial constituyendo la mayor causa de gastritis cronica que puede
permanecer asi durante el resto de la vida o bien, al cabo de afios o décadas
juega un papel importante para el desarrollo un Ulcera péptica (duodenal o
gastrica) o una gastritis atréfica que podria ser el primer paso para la evolucién a
cancer gastrico. También puede desarrollarse un tipo de linfoma, poco frecuente,
que es el linfoma géstrico tipo MALT (mucosa associated lymphoid tissue). La
infeccion cronica con este organismo esta asociada a un incremento en el riesgo
de Ulcera péptica y duodenal, adenocarcinoma gastrico y linfoma gastrico (Aguilar
y cols. 2004, Baquero y cols. 2004, Carmona-Sanchez y cols. 2004, Fowler y cols.
2005, Gancz y cols. 2008, Kuster y cols. 2006, Linz y cols. 2007, Miller-Podraza,
2006, Mohar y cols. 2002, Olivares y cols. 2006, Quiroga y cols. 2005, Raczko y
cols.2005, Roche y cols. 2004, Rubinsztein-Dunlop y cols. 2004, Saad y cols.

2005, Torres cols. 2004, Tsutsumi y cols. 2006
3,10,17,37,40,68,72,82,83,99,10 ,110,119,123,126,138,140)

Dispepsia

Es un sindrome clinico de etiologia multicausal, caracterizado por la
presencia de dolor abdominal crénico y recurrente (DAR) centrado en el abdomen
superior sin causa organica identificable por métodos diagndsticos
convencionales, que se puede asociar a patologia organica o trastornos
funcionales. En estos pacientes se han demostrado alteraciones de la motilidad
gastrointestinal e hipersensibilidad visceral, los que parecen modulados por
factores psicosociales. Se estima que la padecen del 11 al 15% de los adultos en
paises occidentales aunque solo la mitad de ellos buscan atencién médica (Abdo y

g:c1)7lsé.9 2007, Carmona-Sanchez y cols. 2004, Ladron de Guevara y cols. 2004
Ll )

Se considera que multiples alteraciones se han implicado en la
fisiopatogenia de la enfermedad y en la actualidad no existe tratamiento
especifico. La frecuencia de infeccién por H. pylori es pacientes con dispepsia
funcional es del 5 a 17% en nifios y 51 al 80% en adultos. En estos pacientes la
mejoria sintomatica y en la calidad de vida una vez erradicada la bacteria es
limitada, se estima que en dispepsia no ulcerosa la ganancia terapéutica es de
apenas un 10%. Sin embargo es importante considerar que la respuesta al dolor
abdominal es dificil, pues se trata de una percepcion subjetiva en la que participan
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diferentes factores como son la virulencia de H. pylori relacionada con su genotipo,
capacidad de produccion de téxinas, cambios inflamatorios en la mucosa del
aparato digestivo y su respuesta con la hipersensibilidad visceral (Abdo y cols.
2007, Carmona-Sanchez y cols. 2004, Ladrén de Guevara y cols. 2004 117%9),

Los sintomas dispépticos se definen como sintoma o conjunto de sintomas
gue se originan directamente en la pared alta del aparato digestivo, que guardan
relacion con la presencia o ausencia de alimentos en el estbmago y duodeno.
Estan caracterizados por: sensacion de llenura o distension epigastrica
postprandial, acidez, regurgitaciones, nauseas, vomito, eructacion excesiva, dolor
epigastrico postprandial, dolor con el estbmago vacio, calma con la ingestion de
alimentos o antiacidos, mantenidos durante un mes (Gonzélez y cols. 2004 *').

La estrategia buscar y tratar a los pacientes con esta patologia propuesta
por algunos consensos, proviene de paises con bajas tasas de infeccion y no
pueden extenderse a zonas geograficas donde la mayoria de las personas tiene
H. pylori, como ocurre en México (Abdo y cols. 2007 1).

Como se menciono anteriormente en México las Ulceras, gastritis y
duodenitis ocupan el cuarto lugar de morbilidad a nivel nacional (Boletin
epidemiolégico, 2006 1%9).

Gastritis créonica nodular

Entre el 85-90% de los pacientes con gastritis cronica nodular estan
infectados por H. pylori. La gastritis se origina después de la infeccion por H. pylori
puede pasar sin manifestaciones clinicas o bien originar la expresion clinica propia
de la gastritis aguda (dolor epigastrico, nauseas, vomitos, entre otros), esta
infecciébn puede permanecer indefinidamente. La infeccion crénica dara lugar a
una gastritis superficial cronica difusa que podria conducir a una gastritis atrofica
multifocal, a una atrofia gastrica y a metaplasia gastrica. En la gastritis antral
tienden a presentar una secrecién normal o elevada de acido gastrico y al parecer
se incrementa el riesgo de desarrollar una Ulcera duodenal (Baquero y cols. 2004,
Garcia y cols. 2003, Kasper y cols. 2005 04-69),

La gastritis crénica se caracteriza por infiltracion inflamatoria cronica,
constituida por linfocitos y células plasmaticas, con presencia de foliculos linfoides
y un grado variable de actividad (infiltracion inflamatoria aguda). La gastritis
cronica por H. pylori es un proceso dinAmico que evoluciona hacia la atrofia que
afecta al antro y a la mucosa transicional y se extiende en direccion al cuerpo.
También se puede asociar a metaplasia intestinal como respuesta a la agresion
cronica. En areas metaplasicas no se detecta H. pylori y la inflamacién es menor
gue en las no metaplasicas. La atrofia y la metaplasia son dos procesos diferentes
gue pueden presentarse de forma independiente. (Baquero y cols. 2004, Kasper y
cols. 2005 196%),
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Ulcera géstrica

Entre el 75-85% de los pacientes con Ulcera gastrica (péptica) estan
infectados por H. pylori. Pero solo es desarrollada por menos del 10% de las
personas infectadas (Abdo y cols. 2007, Castro M y cols. 2004, Garcia J.A. y cols.
2003, Kasper y cols. 2005 1184169,

La relacion entre H. pylori y el uso de drogas no esteroideas es
controversial, sin embargo el riesgo de Ulcera péptica se incrementa en pacientes
que toman antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), se ha reportado que existe un
sinergismo entre estos dos factores para el desarrollo de esta enfermedad. La
Ulcera gastrica es rara en tomadores de AINEs, para pacientes negativos a H.
pylori (Hatakeyama y cols. 2006, Huang y cols. 2002 >*%%).

Ulcera duodenal

La infeccion por H. pylori representa la etiologia mas frecuente de Ulcera
gastroduodenal. Se estima que cerca de un 85-95% de los pacientes con Ulcera
duodenal estan infectados por H. pylori, y la mayor parte del resto es producida
por antiinflamtorios no esteroideos (AINES), en los cuales se incrementa el riesgo
de presentar esta patologia hasta en un 6.13 cuando estan ambos factores
presentes. Se estima que alrededor del 10 al 15% de las personas infectadas
desarrolla la enfermedad. Estos pacientes desarrollan complicaciones como
sangrado de tubo digestivo alto o perforacion, en las cuales el diagndstico preciso
de la infeccibn por este microorganismo Yy su erradicacion reduce
significativamente el riesgo de reactivacion de la Ulcera y previene nuevos
episodios de sangrado (Castro y cols. 2004, Garcia y cols. 2003, Hatakeyama y
cols. 2006, Huang y cols . 2002, Kasper y cols. 2005 1841:>461)

El 90% de los pacientes con ulcera duodenal tienen areas de metaplasia
gastrica en el bulbo duodenal, lo que probablemente corresponde a una respuesta
inespecifica al dafio, favorecida por hipersecrecion de acido, debido a que la
colonizacion del antro por este microorganismo reduce el nUmero de células delta
productoras de somatostatina, aumentando la concentracion de gastrina, a su vez
mayor secrecion de acido, que induce metaplasia gastrica protectora en el
duodeno. En el 50% de los pacientes con esta patologia, las areas de metaplasia
estan colonizadas por H. pylori. Una vez colonizado el duodeno, la bacteria podria
inducir Ulcera a través de la inflamacién o por la liberacién de toxinas. Del 20 al
40% de los pacientes con Ulcera duodenal muestran cicatrizacion espontanea de
la dlcera. Numerosos estudios han confirmado que la tendencia de esta
enfermedad a la recurrencia, alcanza hasta 70% al afio de seguimiento (Kasper y
cols. 2005, Rollan 1994 61123,

En conclusién, la formacion de una ulcera en el duodeno puede depender
de la presencia 0 no de metaplasia gastrica, de una respuesta inmunoldgica
"ulcerogénica”, de la produccion de toxinas especificas por cepas de esta bacteria
y de otros factores aun no identificados (Kasper y cols. 2005, Rollan 1994 5123,
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Cancer gastrico (adenocarcinoma)

Es una de las neoplasias malignas mas comunes en el mundo. El papel de
H. pylori se entiende al conocer que la gastritis cronica es un factor de riesgo para
el desarrollo de adenocarcinomas en la porcion distal del estomago, y asociado a
menor numero de esta patologia en el cardias. La frecuencia con la que se asocia
la infeccion por esta bacteria y el cancer gastrico se considera que es mayor al
90%. Por lo cual, este microorganismo, fue clasificado como carcindgeno de clase
| desde 1994 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La adquisicion
temprana de H. pylori y la persistencia de la infeccidbn esta asociada a un
incremento de riesgo para malignidad gastrica. La epidemiologia indica que los
paises con prevalencia alta de cdncer géstrico (antro y cuerpo) también presentan
prevalencia elevada de H. pylori. En México la prevalencia de H. pylori es alta,
pero el indice de céncer gastrico es bajo. Lo anterior puede deberse a que el
origen del cancer gastrico es multifactorial (género, edad, subtipo histologico). Es
probable que esta patologia provenga de la lesién progresiva del DNA y la
supervivencia de clones anormales de las células epiteliales (Abdo y cols. 2007,
Araujo y cols. 2006, Garcia y cols. 2003, Kasper y cols. 2005, Mufioz y cols. 2007,
Nyrén y cols. 2006, Quiroga y cols. 2005 *#41:61.87.98.109)

La modulacién de la respuesta inflamatoria para microorganismos como H.
pylori ha sido determinada como un proceso precanceroso. Estos avances sobre
el entendimiento de la patogénesis de esta bacteria relacionado con
carcinogénesis son relevantes para designar estrategias en poblaciones de alto
riesgo (Correa y cols. 2002 ).

En el proceso de la carcinogénesis, la metaplasia intestinal es un paso
fundamental que precede al desarrollo de displasia y es resultado de la gastritis
atrofica. Se considera una lesién precancerosa y es resultado de un proceso
inflamatorio cronico. Es de gran relevancia clinica, la reversibilidad de la
metaplasia intestinal en sujetos en los cuales es posible erradicar la infeccién por
H. pylori (Abdo y cols. 2007, Hatakeyama y cols. 2006 1°%).

Se ha reportado que en pacientes con cancer gastrico el antigeno de
proliferacion celular (PCNA) se expresa mas en la mucosa gastrica infectada por
H. pylori, que en la mucosa no infectada. La alta proliferacién celular es un
principio de carcinogénesis debido a que produce errores de replicacion (Gutiérrez
y cols. 2006 ).

Linfoma de tipo MALT (Linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa)

Este tipo de linfoma de células B poco maligno, originados a partir del tejido
linfoide se localiza preferentemente en el antro gastrico, dado que es la zona
donde existe mas tejido linfoide, son impulsados por el estimulo de las células T,
que a su vez es impulsado por estimulo antigénico cronico debido a la infeccion
por H. pylori. Se estima que la prevalencia de infeccion por esta bacteria es cerca
del 90%, varia dependiendo del método diagndéstico que se utilice. Prolifera tras un
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proceso inflamatorio crénico. Se sabe que los tumores impulsados por antigenos
de H. pylori sufren regresion completa tras la erradicacion de la bacteria en un 70
a 80% de los casos, aunque se ha observado falla del tratamiento, especialmente
en pacientes que presentan translocaciones (11,18) (g21; g21). En algunos
enfermos existen anormalidades genéticas que limitan la respuesta al tratamiento
de erradicacion y suele observarse una progresion a tumores de alto grado de
malignidad (Abdo y cols. 2007, Asenjo y cols. 2007, Garcia y cols. 2003,
Gustafsson y cols. 2006, Kasper y cols. 2005, Mueller y cols. 2005, Siakantaris y
cols. 2009 1,5,41,49,65,86,131).

Asociacion de H. pylori con otras patologias del tracto digestivo
Enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE)

Recientemente ha surgido interés por la posible funcion protectora de H.
pylori contra el reflujo gastroesofagico y adenocarcinoma de esofago y cardias
gastrico. EI mecanismo que explica este efecto protector es la hipoclohidria
secundaria a la gastritis atréfica inducida por H. pylori. Se ha observado una
relacion entre la menor prevalencia por este microorganismo y mayor frecuencia
de estas enfermedades. En este caso la erradicacion del microorganismo, podria
aumentar el riesgo de este padecimiento (Abdo y cols. 2007, Blaser, 1997, Kasper
y cols. 2005, Nyrén y cols. 2006 113659

Apendicitis Aguda

Existen estudios previos que relacionan la infeccion por Helicobacter pylori
con dolor abdominal recurrente (DAR) y apendicitis aguda, sin embargo Paredes,
y cols. no observaron relacion significativa en la patogénesis de la misma
(Paredes y cols. 2007 1%4.

13. Manifestaciones Extradigestivas

En relacién a las manifestaciones extradigestivas asociadas a la infeccion
por H. pylori, de manera general se pueden presentar en diferentes aparatos y
sistemas del organismo, como lo podemos apreciar en la siguiente tabla.

Tabla 5. Manifestaciones extradigestivas asociadas a H. pylori y los principales
biomarcadores que participan en la fisiopatogenia.

Enfermedades asociadas ala Biomarcadores
infeccion por H. pylori

Cardiovasculares: 1) IL-6, PCR, P-selectina, VCAM-1, Metaloproteinasa de la
Ateroesclerosis, cefalea primaria, | matriz de monocito 9 (MMP-9), factor estimulante de colonias
fenomeno de Raynaud (primario). | de macrofagos, TNF, (IL)-1R, citocina 10, IFN-& .2) Se
desconoce fisiopatogenia.3) | Vasodilatacion y prostaciclina,
T vasoconstriccion: Endotelina-1, Angiotensina Il.
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Piel: Rosacea, alopecia areata, | 1) Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).2) Alelos
urticaria idiopatica crénica. HLA clase II, Alelo 2 antagonista receptor de interleucina-
1.3) Se desconoce fisiopatogenia.

Autoinmunes: Sindrome de 1) IL-10, IL-4R, TNFaq, IL-6, IL-1RA, TGFB1. 2) Proteina C
Sjogren, Nueropatia isquémica reactiva
Optica anterior no arteritica.

Hepaticas: Encefalopatia hepética | | IGM, Opsoninas, C3, fagocitosis y efecto bactericida de
PMN, sistema reticulo-endotelial y Lectina tipo C.

Respiratorias: Bronquitis cronica, | 1) Proteina C reactiva, IL-1, IL-6, TNFa, T neutréfilos.2)IL-1,
asma bronquial, cancer de | L-4, IL-6, IL-12, TNFa.3)P53, sobreexpresién de genes
pulmon relacionados con el ciclo celular,adhesion celular vy
metabolismo de nucleotides (colagenasas y citoqueratinas).

Otras: Hematolégicas, Purpura | Antigenos plaquetarios para CagA (Ab plaquetarios),
trombocitopenica inmune Inhibidor-1 activador de plasmindgeno, Fc-dependiente de la
fagocitosis de las plaquetas (por accioén LPS).

Referencias: Falkenhagen K. y cols. 2006, Fica A. 2005, Garcia C. y cols. 2003,
Herric A. 2005, Lopez F. y cols. 2007, Martinez T. y cols. 2002, Nagy V. y cols.
2004, Packard R. y cols. 2008, Ramos-Casals M y col. 2005, Roig F. 2008,
Segura M. y cols. 2007, 32,34,41,74,80,91,100,115,122,130).

Otras manifestaciones extradigestivas son los trastornos hematologicos
como anemia ferropénica, retraso del crecimiento, entre otras. La variabilidad de
los datos existentes hace que no sean concluyentes encontrando estudios que
demuestran mejorias de determinadas enfermedades tras su erradicacion y otros
gue ni siquiera encuentran correlaciones significativas (Buckley y cols. 1998,
Duque, 2004, Ramirez y cols. 1998, Garcia y cols. 2003 163011241y

14. Métodos Diagndsticos

Para diagnosticar Helicobacter pylori, se utilizan diferentes métodos como
los invasivos o no invasivos, directos o indirectos (Aguilar y cols. 2004, Castro y
cols. 2004, Mandado y cols. 2003, Morales y cols. 2003, Giono y cols. 2006, Giono
y CO|S. 2008 3,18,78,85,43,45)-

Métodos invasivos o directos

Comprenden todas las técnicas de deteccion del microorganismo en la
mucosa gastrica e implican la realizacion de endoscopia para obtener muestras
(biopsia del antro gastrico), algunos con mas caros, trabajosos y nos ocupan mas
tiempo como son el aislamiento en cultivo y caracterizacion por pruebas
bioquimicas, o la observacion microscopica empleando Warthin-Starry (W-S) o
hematoxilina -eosina (H-E); Imnunofluorescencia indirecta con anticuerpos (Ab)
mono y policlonales y técnicas modernas de Biologia Molecular (PCR), hibridacion
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in situ con sondas de DNA genodmico y de oligonucleotidos de RNA ribosomal 16S
especificas y PCR para deteccidon en biopsias y fluidos biolégicos (Aguilar y cols.
2004, Giono y cols. 1994, Giono y cols. 2008, Mandado y cols. 2003 3444>78),

Histologia: El diagndstico de gastritis e infeccion por H pylori se puede establecer
histolégicamente. Se requiere panendoscopia con biopsia, la zona de eleccion
para la toma de la muestra es el antro gastrico, la cual permite el estudio
anatomopatologico y observar el microorganismo. Se utilizan varios tipos de
tinciones para visualizar mejor al microorganismo. Este método ha demostrado ser
sensible (90%) y especifico (90%) (Aguilar S. y cols. 2004, Blanco-Delgado y cols.
2001, Giono y cols. 1994, Giono y cols. 2008, Mandado y cols. 2003, Parlapianno
y cols. 2006 3,12,44,45,78,105).

A continuacion se describen las tinciones mas utilizadas. Aunque es
importante mencionar que no existe ninguna técnica de tincion especifica para la
identificacion de H. pylori (Aguilar S. y cols. 2004, Blanco-Delgado y cols. 2001,
Giono y cols. 1994, Giono y cols. 2008, Mandado y cols. 2003, Parlapianno y
CO|S. 2006 3,12,44,45,78,105).

a) Tincion Gram o impronta: Inmediatamente después de la toma de
biopsia, se fija la laminilla en alcohol absoluto y se realiza la tincion para
buscar la bacteria (caracteristicas en Tabla 6) (Aguilar y cols. 2004, Giono y
cols. 1994 344,

b) Tincién Giemsa: Es la que mejor resultados da, ya que permite la
identificacion rapida del microorganismo (Parlapianno y cols. 2006 '%).

C) Tincibn hematoxilina-eosina (H-E): Permite realizar el estudio
histologico (es barata y se realiza muy rapido). Sin embargo, no tifie
especificamente al microorganismo con la tincion de plata o Giemsa y se ha
considerado como deficiente para la determinacién de un diagnéstico
durante la deteccion de microorganismos (Aguilar y cols. 2004, Giono y
cols. 1994 344,

d) Tincion argéntica de Warthin-Starry (W-S) que consiste en la
precipitacion de plata sobre la superficie de la bacteria, se observan de
mayor tamafo y superficie granulosa oscura, y el moco amarillo.
Precipitacion inespecifica puede confundirse con la bacteria. Recomendada
por Warren y Marshall en 1983. Es una buena técnica para detectar la
presencia de H. pylori, pero el tiempo que se emplea para su preparacion
resulta excesivo Giono S. y cols. 1994 (Aguilar y cols. 2004, Giono y cols.
1994 344,

e) Warthin — Giemsa (W-G): la bacteria se observa purpura y el moco
azul claro, en ocasiones no se observa el contorno del tejido. Esta técnica,
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fue usada por primera vez por Gray y cols. en 1986. Es frecuentemente
recomendada como estudio de rutina para la deteccion del microorganismo
porque es sensible y bajo costo (Giono y cols. 1994, Parlapianno y cols.

2006 *41%),

f) Tincién

naranja de acridina.

Requiere de microscopio de
inmunofluorescencia (Giono y cols. 1994 **).

Q) Tincién Gram y violeta de crecilo, menor sensibilidad (Giono y cols.

1994 *4).

También se realiza la técnica de inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales (Cervantes 2006, Giono y cols. 1994 2044,

Tabla 6. Tinciones mas utilizadas para la identificacion de H. pylori.

Mas utilizadas

Otras

Impronta

Referencia

Gram, Gram modificada o
bien el examen en fresco
utilizando un microscopio
con contraste de fases.

Tinciones de Giemsa,
carbolfuchina, Tincion
triple de
carbolfuchina/azul de
Alcina/hematoxilina-

eosina y tinciones de
inmunohistoquimica.

Tinciéon de Gram
modificada, utilizando
como contracolorante

carbolfuchina y dejandola
actuar durante un tiempo
superior al habitual (de 2-
5 minutos).

Impronta densa en el

portaobjetos, lo cual
se consigue  bien
impregnando

intensamente la

biopsia a lo largo del
mismo, bien colocando
sobre el portaobjetos
2-3 gotas de la biopsia
homogeneizada.

Para conseguir una
buena sensibilidad se
recomienda partir de
dos biopsias, una de
antro y otra de cuerpo.

Se requieren cuatro
biopsias, al menos una
muestra de antro y, si

es posible, dos de
cuerpo.  Sensibilidad
99% en manos
expertas.*

Lépez-Brea y cols.

(2004)

"Aguilar y cols. (2004)

Gram  modificada (Se
siguié el método estandar,
excepto que se contratifio
con fucsina  fenicada
usada para Ziehl Neelsen
en vez de safranina por
15-20 segundos).

Chillihua y cols. (2003)
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Azul de metileno al 2% en Mandado y cols.
muestras obtenidas (2003)
mediante citologia
Gastrica por cepillado
H/E, Warthin- Starry, Gonzélez y cols. 2004,
Coloracion de Waisson. Quiroga y cols. 2005.

El estudio histologico de la biopsia permite conocer las lesiones de la
mucosa ademas de detectar la infeccién por H. pylori. La confirmacion histologica
de la inflamacion de la mucosa es fundamental para el diagndstico de la gastritis y
su clasificacién. Ademas permite detectar zonas de metaplasia intestinal (Aguilar y
cols. 2004, Brooks y cols. 2002, Giono y cols. 2006 >*°43),

Se pueden emplear muestras de biopsia gastrica para el examen
histoldgico o triturarse finamente en solucion salina para usarse para cultivo. La
zona de eleccion para la toma de biopsia es el antro gastrico mediante
panendoscopia. Se recolecta la sangre para determinar anticuerpos en suero
(Brooks G. y cols. 2002, Giono y cols. 2006 **3).

Algunos autores afirman que la histologia aun constituye el estandar de oro
“goldstandard” para definir la presencia o ausencia de H. pylori, tifiendo la muestra
con Giemsa. Debe tomarse la muestra en mucosa antral sana, evitando la region
prepildrica y la parte mas baja de la curva menor. Es de utilidad en el diagndstico
inicial, aunque por su costo ha sido reemplazada por la prueba de ureasa en
biopsias, la serologia, y en la confirmacion de la erradicacion, situacion en la que

se prefieren las pruebas en aire espirado por su caracter no invasivo (Rollan, 1994
123)

Cultivo: Es un método diagndéstico con alta especificidad mayor al 95%, dificil y
exigente que es imprescindible en la investigacion (los aislados de cultivos
permiten ser caracterizados en detalle) y el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos. No es una técnica de rutina debido a que es dificil de realizar ya
que requiere de condiciones muy especificas para su crecimiento, el realizar el
cultivo de aislados clinicos es largo y costoso y requiere de una biopsia fresca,
sélo esta indicado cuando hay resistencia del microorganismo al tratamiento y con
fines de investigacion. El cual requiere de medios de cultivos especiales, y no es
apropiado para el estudio de muestras donde haya otros agentes patdogenos en
cantidad considerable como sucede con la materia fecal o la saliva. La
recuperacion conforma el diagndstico de la presencia de esta bacteria. Ademas
este método diagnostico apoya el estudio de re-infecciones y recurrencias. (Cava
F. y Cobas , 2003, Giono, 2006, Giono y cols. 2008, Kuster y cols. 2006,
Moncayo y cols. 2006, Morales y cols, 2003, 043456885

En relacion a las condiciones sugeridas por diversos autores para la
recuperacion de Helicobacter pylori desde los medios de cultivo mas
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recomendables, la toma de la muestra (biopsia de antro gastrico) hasta la
identificacion y conservacion bacteriana, se describen las siguientes:

Tabla 7. Reactivos para la recoleccion de biopsias

Temperatura

Medio de transporte

Referencia

-70° C

Cultivo de Brucella
deshidratada, glicerol marca
Gibco, agua destilada, tubos
nunc de 0.5 mL.

Se conservan a — 70 °C hasta
ser transportadas en hielo
seco.

Sanchez del Monte y cols.
(20086).

Procesar muestra en menos
de 4 horas

Caldo Brucella suplementado
con suero de caballo 10% y
transportadas al laboratorio
en un tiempo no mayor de 3
horas.

Giono Yy cols. (2008).

Caldo Brucella (Gibco BRL)
con 20% de glicerol.

Cittelly y cols. (2002).

Conservar a 4°C o -20°C
hasta las 72 horas

Caldo Brucella (Gibco BRL)
con 20% de glicerol.

Quiroga y cols. 2005

Transporte inmediato

Caldo Brucella

Torres y cols. (2004).

H. pylori permanece viable en
suero salino hasta 6 horas,
de forma que si la siembra se
realiza con posterioridad, la
biopsia debe introducirse en
medio de transporte
semisolido para aumentar la
viabilidad de la bacteria hasta
48 h si se conserva en
nevera a 4°C. Procesar
muestra en menos de 4 horas

La biopsia en un tubo estéril
con 0.5 mL de suero salino.

Otros autores recomiendan
dejar la muestra sobre la
pared del tubo sin introducirla
en el suero.

Lépez-Brea y cols (2004)

Solucién salina (0.5) Brooks y cols. (2002),
Blanco-Delgado y cols.
(2001)

2 mL. Sol. Fisioldgica | Chillhua y cols. (2003),

isotonica (recientes).

Vacuntainer estéril

Parlapianno y cols. (2006).
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Tabla 8. Manejo de la muestra clinica

Macerado Material Cantidad de Sitio de toma Referencia
muestra de la muestra
Homogeneizacién de | Mortero de | Dos gotas del | Para conseguir | Lépez-Brea vy
la biopsia cristal o | homogeneizado una buena | cols. (2004)
preferiblemente | en un medio | sensibilidad se
con un triturador | selectivo y otras | recomienda
eléctrico en un | dos en otro no | partir de dos
volumen selectivo. biopsias, una de
pequefio de antro y otra de
suero cuerpo. Se
fisiolégico. requieren cuatro
biopsias, al
menos una
muestra de antro
y, Si es posible,
dos de cuerpo.
Homogeinizador Torres J. y
de vidrio cols. (2004).
Es recomendable | Tubo vacutainer Muestras: antro | Chillihua D. y
dejar un trozo de | rojo (16x100 y cuerpo | cols. (2003)
biopsia triturada, | mm), macerado gastricos.
siembra “en hojas de | (13x100  mm) *Blanco-
palmera” o en “ruedas | estéril. Mucosa Delgado C.A.y
de tractor”. enrojecida cols. (2001)
*(18x100 mm), (eritematosa).
macerado
(13x100 mm)
estéril.
Antro y cerca de | Gonzalez C. y
la curvatura | cols. (2004)
menor.
Estriar la  biopsia Sanchez  del
(antral) sobre el medio Monte J. vy
de cultivo. cols. (2006)
Maceracion de biopsia 2 a 3 biopsias Quiroga AJ. y
en condiciones cols. (2005)
asépticas

3 biopsias de
antro y

2 de cuerpo

Matteo M.J vy
cols. (2007)
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Sanchez del Monte J. y cols. (2006), reportan que en 210 biopsias
géstricas, la densidad bacteriana de H. pylori fue similar en antro, cuerpo y fondo
del estomago.

La sensibilidad del cultivo puede limitarse por la terapéutica previa,
contaminacion de bacterias de otras mucosas y otros factores. Crecimiento lento,
requiere temperatura de 35-37 °C en condiciones de microaerobiosis (5-10% de
02, 5-10% CO, y 80-90% de N,), una humedad del 95%, un pH de 5.5-8.0 y un
periodo de incubacion de 3 a 10 dias. En sub-cultivos la recuperacion de este
microorganismo es dificil (Brooks, 2002, Forbes y cols. 2002, Giono. y cols. 1994,
Navarro-Hernandez y cols. 2007 *°3%4492),

H. pylori crece 6ptimamente con un pH de 5.5 a 8.0 (6.0-7.0) y muere o no
se desarrolla en el pH de la luz géastrica. El moco gastrico del lado luminal tiene pH
bajo (1.0 a 2.0); en el lado epitelial el pH es de casi 7.4. Por lo tanto, H. pylori se
sitia profundamente en la capa mucosa cerca de la superficie epitelial donde el
pH es fisioldgico. H. pylori también produce una proteasa que modifica el moco
gastrico y disminuye la capacidad del acido para difundir a través del moco. Este
mecanismo junto con la potente actividad de ureasa que genera la produccion de
amonio, amortigua adicionalmente el acido (Brooks y cols. 2002 *°).

Por ser microorganismo fastidioso o de dificil crecimiento, lo medios de
cultivos utilizados son: Agar infusion de cerebro corazéon (BHI). Agar Columbia,
Agar  Mueller-Hinton, complementados con sangre de caballo vy
polienriqguecimiento. Al primoaislamiento se deben adicionar los siguientes
antibiéticos: Polimixina para inhibicion de pseudomonas; Anfotericina para hongos;
Vancomincina para microorganismos Gram-positivos; Trimetropin para Gram-

214eegsa}gi5vos (Giono y cols. 1994, Kuster y cols. 2006, Parlapianno y cols. 2006
y00, )

Para el cultivo de Helicobacter pylori se utilizan medios complejos, sélidos,
liquidos. Con suplementos como sangre o suero, dentro de los cuales podemos
mencionar: sangre de caballo, hemoglobina, suero fetal bovino, carbén vegetal o
emulsion de yema. Nutrientes: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa,
cloruro de sodio y bisulfito de sodio. Para una buena recuperacion se adicionan
antibiéticos que minimizan la colonizacion de bacterias (Giono y cols. 2008,
Navarro-Hernandez y cols. 2007 *>%),

Medios soélidos mas utilizados son: Agar Mueller Hinton, Agar Columbia,
Suplementos con sangre y sus derivados. Otros suplementos y nutrientes: Suero
de caballo, lisado de eritrocitos, hemina, extracto de levadura, peptona e
isovitalex. La cantidad de sangre utilizada del 7-10 % mejora significativamente el
crecimiento en comparacion al 5%. El tipo de sangre se asocia a crecimiento mas
denso en sangre de caballo al 10% y lisada al 7%. Antibiéticos adicionados son:
vancomicina, trimetropin sulfa, polimixina y anfotericina B (Giono y cols. 2008,
Navarro-Hernandez y cols. 2007 *>),
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Goodwin, menciona que cuando H. pylori se cultiva en medios solidos, las
verdaderas formas espiraladas pueden ser escasas 0 estar ausentes, la cuales
también aparecen después de la exposicion a oxigeno, se asume que estas
formas cocoideas son indicativas de un estado latente y sirven de supervivencia
en cog\glsi;ciones ambientales desfavorables (Azevedo y cols. 2006, Mandado y cols.
2003 ~°).

Los medios selectivos son: Agar Wilkins-Chakgren con 10% de sangre de
caballo o cordero/ antibidtico. Agar columbia con 10% de sangre de caballo o
cordero / antibiotico. Agar pylori, suero de caballo, extracto de levadura y
antibiético (Navarro-Hernandez y cols. 2007 %).

Navarro-Hernandez y cols. 2007, reportan baja recuperacioén de H. pylori en
tres medios de cultivos Agar: ATS, BHI, Brucella. Concluyendo en base a los
resultados de su trabajo de investigacién, ninguno de estos medios puede ser
recomendado para el cultivo de esta bacteria, datos que difieren con otros autores
(Navarro-Hernandez y cols. 2007 ).

Tabla 9. Medios de cultivo Gtiles para el aislamiento de Helicobacter pylori

Medios sélidos con sangre de Medios liquidos con Medios sdlidos sin sangre de
caballo suero de caballo caballo
Caldo BHI con 10% de agar. **10% | Caldo BHI Agar Columbia

sangre, suplemento nutritivo(
isovitalex), e indicador 2,3 difenil

tetrazolium

Agar Brucella* Caldo Mueller-Hinton Hemina

Agar Mueller-Hinton Caldo Brucella Rojo fenol

Agar Skirrow Caldo de soya-tripticasa Isovitalex

Agar Columbia Urea

Agar Campylobacter modificado Agar Columbia

Agar chocolate Carboén activado

Agar base GC Piruvato de sodio, Hemina
Agar Casman 7.5% Agar Casman 7.5%

Base Agar sangre*

Base Agar sangre con sangre
desfibrinada de caballo

Sangre de caballo lisada: Agar Kuster J. y cols. 2006
Brucella y Columbia

Referencias: Giono y cols. 1994, Matteo y cols. 2007,*Raczko y cols, 2005, **Parlapianno y cols. 2006
44,81,105
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Tabla 10. Concentracion de sangre de caballo

Sangre laqueada

7.5%

Sangre de caballo

10%

Sangre de caballo

7.5%-10%

110

Referencias: Giono y cols. 2008, Raczko y cols, 2005 *>1°.

Tabla 11. Medios de cultivo utiles para el aislamiento de Helicobacter pylori

Medios sélidos con sangre de
carnero desfibrinada 10%

Agar Casman

Giono y cols. (2008).

Sangre de carnero 5%

Agar Brucella

Forbes y cols. (2002)

Sangre de carnero

Agar Brucella

Kuster y cols. (2006) Torres
y cols. (2004).

Sangre de carnero 5%

Agar chocolate

Forbes y cols. (2002), Brooks
y cols. (2004).

Sangre de carnero 5%

Agar Thayer-Martin

Forbes y cols. (2002).

Sangre de carnero 5%

Agar Columbia, 1% Vitox

Forbes y cols. (2002).

Sangre de carnero

Agar Columbia

Kuster y cols. (2006)

Medios liquidos con sangre
de carnero

Sangre de carnero 5% con
suplemento selectivo (Oxiod,
SR147E)

Agar soya tricaseina (Difco)

Sanchez del Monte J. y cols.
(2006).

Otros

Componentes

Medio de Skirrow

Brooks y cols. (2004), Kuster
y cols. (2006)

Suero equino al 7% (Sigma)

Agar Helicobacter pylori (Lab

M, UK) isovitalex al 1%
(Oxoid) y suplemento
selectivo Campylobacter
(Merck)

Cittelly y cols. (2002).

Suplementados con
nutrientes, siendo el mas
comun el suero bovino fetal.

Es dificil de cultivar en medio
liquido aungue se logra con menor
dificultad a partir de caldo de
Brucella, cerebro-corazén, Mueller-
Hinton y tripticasa soya

Lépez-Breay cols. (2004),

Kuster y cols. (2006)
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Suero de caballo al
isovitalex

8%,

Agar H.pylori Lab 140

Quiroga y cols. 2005

B- ciclodextrinas o isovitalex,
carbén activado

Agar Brucella o Columbia,
suplementado con suero
bovino fetal

Kuster y cols. 2006

Sangre o derivados: suero de
caballo, lisado de eritrocitos y
hemina, extracto de levadura,
peptona, e Isovitalex.

Proporcién al 7-10% mejora
significativamente el
crecimiento en comparacion
con el 5%. En segundo lugar
el tipo de sangre utilizada,
encontrandose un
crecimiento méas denso con

Medios de cultivo sdélidos
base mas frecuentes son
agar Mueller-Hinton y agar
Columbia resultados no son
mejores que los obtenidos
con suero bovino fetal o
sangre.

Recientemente se ha
mostrado prometedor en el
cultivo del microorganismo un

Lépez-Brea y cols. (2004)

extracto obtenido de
sangre de caballo al 10% Y | cianobacterias.
lisada al 7%.
Adicionado con suero fetal | Caldo Brucella Torres y cols. (2004), Gancz
bovino al 5% y cols. (2008).
Sangre  desfibrinada  de | “Agar selectivo para | Chillihua y cols. (2003)

conejo al 7%.

Campilobacter”

Sangre de carnero, caballo,
humana o] productos
derivados de la sangre.

Medio rico en nutrientes

Medios selectivos

Paredes y cols. 2007

Suplemento selectivo con | Caldo de Brucella (BBL) Sanchez del Monte y cols.
suero fetal bovino (2006).
B- ciclodextrina,colesterol, | Medio Ham’s F12 Ramos y cols. , (2004)

suero fetal bovino

Agar Belo Horizonte

Parlapianno y cols. (2006).

Se ha reportado que el método de esterilizacion del equipo de endoscopia
no modifica de manera significativa la sensibilidad del cultivo. Sin embargo, para
realizar el cultivo de H. pylori, se recomienda utilizar medio selectivo para evitar
contaminaciones con otros microorganismos (Gémez, 2001, Paredes y cols. 2007

46,104
).

Tabla 12. Comparacion de inhibidores utilizados para el cultivo de H. pylori.

Inhibidores

Inhibidores Skirrow

Vancomicina 5.0 mg,

Giono y cols. (2008), Kuster y
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B-D como Campy BAP

Polimixina B 1250 UIL,
Trimetoprim 2.5 mg/L

cols. (2006),Brooks y cols.
(2004), Parlapianno y cols.
(2006).

Blaser Trimetoprim 5 mg/L, | Giono y cols. (2008),Giono y
Polimixina B 2500 UI/L | cols. (1994),Kuster y cols.
Cefalotina 15 mg/L | (2006)
Anfotericina B 2mg/L.
Vancomicina, acido | Brooks y cols. (2004)

nalidixico, anfotericina.

Utilizacién de inhibidores que
no afecten su viabilidad. H.
pylori es resistente In vitro a
la vancomicina,
sulfametoxazol, trimetoprim,
cefsulodina y polimixina B,
los cuales pueden utilizarse
en los medios selectivos para
su aislamiento.

Lépez-Brea y cols. (2004)

Thayer-Martin

Vancomicina,
Nistatina

Colistina vy

Chillihua y cols.
Murray y cols. (2003)

(2003),

Kanamicina y/o cloramfenicol

Raczko y cols. , (2005)

Vancomicina

Sanchez del Monte y cols.
(2006), Gancz y cols. (2008).

Suplemento selectivo para
campilobacter (Merck)

Quiroga y cols. (2005)

Anfotericina y Vancomicina

Matteo y cols. (2007)

Su cultivo presenta algunas dificultades, ya que requiere un tiempo de
incubacion superior al de la mayoria de las bacterias, es decir, 5 dias en vez de 24
horas; ademas, se debe utilizar medios de cultivo enriquecidos. Por lo cual el
cultivo, solo se recomienda para estudios de susceptibilidad a los antimicrobianos

(Martinez y cols. 2002, Navarro-Hernandez y cols. 200

7 80,92).

Tabla 13. Comparacion entre las diferentes condiciones de incubacién del cultivo.

Temperatura Ambiente microaerofilico | Dias de incubacion Referencia
37°C C0, 10% 3-5 dias Giono y cols. 2008
37°C 5% de O,, 10% de CO, y | 7-10 dias Gancz y cols. (2008).

85% N,
34 a 40 °C. 37 °C | 2-5% de O, 5-10% de | 3-14 dias | Kuster y cols. 2006).
(crecimiento 6ptimo) | COy, 85% N,. | (crecimiento de 1-3
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Humidificado dias)

35-37 °C Humidificado 4-7 dias Forbes y cols. (2002)

37°C 3-6 dias Brooks y cols. (2004),
Cittelly y cols. (2002).

37°C 5-10% de O,, 5-10% de | Hasta 10 dias antes | Mandado y  cols.
CO, y 80-90% de N, |de considerar | (2003)

95% humedad, cabinas | negativo el cultivo.
0 sobres comerciales.

37°C Fco. Vidrio, Vela | Durante 7 dias. | Chillihuay cols. (2003)
encendida, una tableta | Identificacion:  3-7
de Alka Seltzer en una | dias. Promedio 4.6
bolsa plastica pequefia | dias.

con 15 ml de agua (5%
0,, 10% CO,, 85% N,).

Temperatura Optima 3a7dias Buckley y cols. 1998,
37°C , no crece ni a Giono y cols. (1994),
25°Cnia42°C Fox y cols (1989).

35°C Baja concentracion de | 7 a 10 dias Paredes y cols.( 2007)

O, Yy 5-10% CO,

37°C Jarra de cultivo | 2-5 dias Sanchez del Monte y
anaerébico, utilizando cols. (2006), Torres y
sistema GasPak (BBL). cols. (2004).
CO0; 10%.

37°C Sistemas  generadores | 5-7 dias Aguilar y cols. (2004).

CO, (Gaspack o]
Campygen Oxoid).

15% de CO,y 5%0, 10 dias Quiroga y cols. (2005)

*Espacios en blanco: son condiciones que no reportan los autores.

El cultivo seria el método diagndstico idoneo, pero no se aplica a la practica
diaria, porque la técnica es cara, trabajosa, lenta y solo especialistas de mucha
experiencia logran altos niveles de sensibilidad (Mandado y cols. 2003 “®). Es
importante considerar los porcentajes positivos reportada en estudios previos
dentro de los cuales podemos mencionar a Chillihua D. y cols. (2003), reportan de
75 pacientes el 69.4% positivos. En Canada de 71 pacientes es de 40.8%
positivos y en Inglaterra de 21 pacientes de 38.0 % positivos. Existen diversos
factores que influyen en obtener una baja recuperaciébn en muestras clinicas
sometidas a cultivo dentro de los cuales se encuentran: Distribucion parcelar,
anestésico local, antibioticos previos. Por lo cual se recomienda que el cultivo se
realice de parte de la biopsia obteniéndose un mayor numero de colonias (Aguilar
y cols. 2004, Chillihua y cols. 2003, Mandado y cols. 2003 *2!78),

49



Otro factor determinante como se menciono anteriormente, consiste en la
propiedad de H. pylori para no propagarse por toda la mucosa gastrica,
generalmente lo hace en forma de “parches” y esto puede ser la causa de falsos
negativos en reiteradas ocasiones, al no tomarse una biopsia con cantidad
significativa de microorganismos. Por lo que la distribucion de este patégeno en el
estbmago es en forma de parche, esto hace que el muestreo por endoscopia sea
erroneo, resultando falsos negativos en ureasa y cultivo (Aguilar y cols. 2004,
Chillihua y cols. (2003), Mandado y cols. 2003 *2-78),

Para la conservacion de cepas existen diversos medios, diferentes tipos de
sangre, leche descremada, conservadores comerciales y caldos de cultivo con
glicerol a diferentes concentraciones, variando su almacenaje de -20 Ca -196 C y
su viabilidad. Se utilizan: Mucina de cerdo al 10%, Suero fetal bovino -70 C y
193% C, Liofilacion (utilizando &cido L-glutdmico al 20%, viabilidad por 7 afios a -

20 °C) (Giono y cols. 1994 *4).

Tabla 14. Medios de conservacion de Helicobacter pylori

-20°C Liofilizacion con uso de acido glutamico al 20%

-40 °C Con glicerol: suero de ternera fetal 25%, BHI 15%, sangre de
caballo al 10% y caldo peptonado 1%/25%.

Sin Glicerol: Suero de caballo, leche descremada, sangre de
caballo, Sangre de bovino, sangre de carnero, mucina de
estémago de cerdo, Campylobacter Albimi cysteine.

-196 C Con glicerol: Caldo nutritivo 10%, Caldo nutritivo con perlas de
vidrio/ 10% y BHI/30%.

Sin glicerol: Caldo Brucella

-70° C En criotubos de 1.5 mL. Cada criotubo contenia 800uL de
caldo Brucella con suero fetal bovino al 10% y 25% de glicerol.

-80°C* Infusién de cerebro-corazoén, caldo Brucella, suplementado con
15 a 20% de glicerol. Para la viabilidad 6ptima se requieren
cultivos menores a 48 horas (Mas del 90% de formas
espirales).

=70 °C** Caldo Brucella (Difco, EUA) con suero fetal de ternera al 10% y
glicerol al 15%, hasta su uso.

ﬁ%gelrsesncia: Giono y cols. (1994) *Kuster y cols. 2006, **Torres J. y cols. (2004)

Citologia gastrica por cepillado: En el diagnostico morfologico de H. pylori
mediante la citologia gastrica por cepillado en pacientes con gastritis cronica y/o
Ulcera gastrica, Mandado Yy cols. reportan la presencia de bacterias espiraladas en
forma de S simple o doble en medio del mucus gastrico o células glandulares,
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cocos, bacilos, monilias, infiltrado inflamatorio y material necrético. Bacilos y
diplococos cubrian las células escamosas (contaminacion). Citologia exfoliativa
mostro una sensibilidad de 72%, especificidad 100% y eficiencia 77% en relacién
con la histologia “Prueba de oro”, debido a que el cultivo no se realiza de manera
rutinaria. Considerando que H. pylori tiene colonizacion en parches, una de las
principales ventajas es que abarca mayor superficie. Informan sobre la presencia
de H. heilmannii, lo cual nos sugiere que “no siempre H. pylori es la bacteria
responsable de la presencia de ureasa en el estbmago humano”. H. pylori con azul
de metileno al 2% se detecto en un 65%. Concluyen que es la técnica de tincion
gue ofrece mayor contraste, resalta la morfologia, es sencilla y barata (Aguilar y
cols. 2004, Mandado y cols. 2003 ).

Prueba de la ureasa: Se ha extendido mucho el empleo de pruebas rapidas en
las muestras para la presunta identificacion de H. pylori mediante la deteccién de
la actividad de la ureasa, no es costosa y permite tener un diagndstico en un corto
tiempo. ElI material de la biopsia géastrica puede colocarse sobre un medio que
contenga urea y un indicador de color. H. pylori hidroliza la urea por la produccién
de la ureasa, produciendo iones amonio, aumenta el pH de la solucion (viraje en el
color del indicador). Las mas utilizadas CLO-Test, caldo de Christensen y

fsollgg(i)ones de urea (Brooks y cols. 2002, Castro y cols. 2004, Cervantes, 2006
10, )

En Cuba, desde 1991 se ha implementado el método rapido de la ureasa
utilizando Urepyl-L 25,27—diagndstico enziméatico. Se agrega un fragmento de la
mucosa gastrica, una solucién sustrato amarilla pajiza en presencia de la ureasa
cambia a color rosado rojizo (Mandado y cols. 2003 “®). Sin embargo, en los
pacientes con ulceras gastroduodenal disminuye la sensibilidad (falsos-negativos)
de esta prueba, debido a que intervienen otros factores como puede ser el
sangrado o la terapia con inhibidores de la bomba de protones como omeprazol,
lanzoprazol o pantoprazol. Se reporto en un estudio comparativo de ureasa en
placa dental y cultivo, que el test de ureasa fue positivo en un 99.3%, pero no
hubo aislamiento de H. pylori en ninguno de los pacientes estudiados, por lo cual
consideran que el test de ureasa no es un método diagnéstico especifico para la
deteccion de este microorganismo (Castro y cols. 2004 *#).

Para el diagnostico do H. pylori en la practica clinica, el test de ureasa es
barato, rapido y facil de realizarse, pero no se tienen datos sobre la intensidad de
la inflamacion. Falsos-positivos pueden ocurrir debido a la presencia de otros
organismos productores de ureasa. La presencia de otras bacterias nos pueden
ocasionar resultados falsos positivos de ureasa, como las siguientes: H. heilmannii
(reportado mediante tincion de citologia gastrica en Cuba, 2003), H, felis (de estas
dos especies bacterianas sus hospederos habituales son los animales domésticos
como perros y gatos) y no han podido ser cultivadas In vitro. Algunas de las
especies bacterianas mas frecuentemente halladas en el jugo gastrico (deglutidos
con la saliva o moco nasal), flora ambiental y del intestino de los seres humanos
como son Proteus, Pseudomonas, Klepsiella, estafilococos y estreptococos. Lo
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anterior sucede cuando el pH se mantiene por arriba de 4, estableciéndose una
flora residente que en adicién a los microorganismos orales hace que aparezcan
estas especies (Diaz y cols. 1998, Mandado y cols. 2003 2°8)

Pruebas moleculares: Reaccidén en cadena de polimerasa (PCR). Consiste en la
amplificacion de fragmento de DNA. Los fragmentos que mas se han estudiado
son los del gen de subunidades Ay (A 'y B) de la ureasa. El fragmento del DNA Ag
especie-especifico de H. pylori. Todos tienen el 100% de especificidad y se
detectan hasta con un minimo de 10 a 70 bacterias. EI DNA bacteriano en placa
dental y saliva, con una especificidad menor que en biopsias (Aguilar y cols. 2004,
Giono y cols. 1994 344,

Esta prueba por lo general se realiza en estudios de investigacion, ya que
requiere de un equipo sofisticado y personal capacitado. Tiene una sensibilidad y
especificidad elevadas, cercanas al 100%. Existen diferentes aspectos técnicos
que pueden influir en la variabilidad y reproducibilidad de sus resultados. Algunos
estudios reportan la posibilidad de obtener falsos positivos y en variantes como
PCR en saliva, en la cual algunos investigadores no han podido detectarla en
saliva incluso en los pacientes con infeccion gastrica. Los genes rRNA 16s rRNA,
ureA y el glmM han sido utilizados para identificacién de la bacteria. Sin embargo,
Perrone M. y cols. (2006) reportan que solo 1/69 muestras (1,4%) fueron positivas
para la amplificacion de glmM, obtenidas de muestras de placa dental, en esta
investigacion la prevalencia de la bacteria fue muy baja, no pudiéndose identificar
los genotipos mas frecuentes en este tipo de muestra bioldgica. Su uso es por la
alta sensibilidad, el PCR es muy utilizado en estudios epidemioldgicos ligados a la
identificacion de reservorios ambientales, y también en trabajos de determinacion
del modo de transmisién de esta bacteria. (Cava y Cobas G. 2003, Cervantes.
2006, Giono y cols. 1994, Perrone y cols. 2006 192044106y

El hallazgo de Helicobacter en placa dental, en saliva o bien la identificacion
de su genoma en saliva: también se apoya en reacciones positivas de ureasa en
muestra de saliva; pero otras bacterias de la flora oral podrian dar esta prueba

.- . z 117
positiva, por lo que tal prueba no es muy aceptada (Rivas y Hernandez, 2000 ).

La dificultad de aislar Helicobacter pylori a partir de heces se relaciona con
su alta susceptibilidad In vitro a los antimicrobianos empleados en medios de
cultivos selectivos. Por otra parte, los métodos de PCR han permitido su
identificacion en heces; no obstante, estas técnicas han enfrentado limitaciones
debido a metabolitos como polisacaridos acidos que han llevado a resultados
erraticos (Rivas y Hernandez, 2000 **').

Resultados de un estudio realizado en México en el 2006, indicaron que las
cepas de H. pylori aisladas de pacientes, dieron un mayor porcentaje de
polimorfismo en los tres genes asociados a virulencia, cag A, bab A, oipA que el
observado en otras cepas de origen occidental (Giono y cols. 2006 *3).
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Las técnicas de Biologia Molecular actualmente tienen las desventajas
siguientes: alto costo, areas especificas para el manejo de la muestra. EI material
es sensible a contaminacion. Se requiere contar con el cultivo bacteriano, para la
obtencion de la muestra del uso de métodos invasivos y la sensibilidad depende
que la muestra sea representativa (Giono y cols. 1994 %),

La hibridacion In situ. permite identificar la presencia de H. pylori en
biopsias de antro gastrico. Se basa en la Hibridacién de sondas marcadas con *P
de DNA gendmico de la bacteria y oligonucleétidos producidos para una secuencia
especifica del RNAr (16S). Es un método mas sensible que especifico. Una de sus
desventajas es que requiere de uso de radiactividad. Algunos marcadores no
radiactivos son la biotina, peroxidasa y digoxigenia (Giono y cols. 1994 *4), su
costo es muy elevado.

Métodos indirectos o no invasivos

Comprenden todos los métodos diagndsticos que no requieren de la
realizacion de métodos endoscopicos ni la toma de biopsia. Dentro de los cuales
podemos citar la deteccion de anticuerpos especificos contra algunas estructuras
de Hp (pruebas de aglutinacion, de fijacion de complemento y ensayo
inmunoenziméatico (ELISA), deteccion de productos de la bacteria como es la
ureasa en la prueba de aliento (Aguilar y cols. 2004, Giono y cols. 1994 344,

1) Inmunofluorescencia indirecta. Se basa en la reaccion Antigeno-
Anticuerpo. Mediante la deteccion de anti-anticuerpos marcados con
fluoresceina. Tiene una sensibilidad del 93-96% y una especificidad del
95-98% (Giono y cols. 1994 *4).

2) Prueba el aliento con urea marcada (**C 6 **C): facil de realizar,
sin molestias y bien tolerada. Si hay H. pylori la actividad de la ureasa
genera CO; marcado que puede detectarse en el aire espirado por el
paciente. Detecta la infeccibn activa con pequefias cantidades del
microorganismo. Las muestras son analizadas por un contador de
centelleo para *C o espectofotometria de masas para *C. Este Gltimo
isotopo por ser mas estable, puede ser usado en niflos y mujeres
embarazadas. Tiene una sensibilidad 97% y especificidad del 80%. Sus
ventajas son que es una prueba rapida, no invasiva, de gran utilidad para
el seguimiento de la terapia antimicrobiana. Unas de sus desventajas son
el costo y la utilizacién de material radiactivo. Ademas, pueden ocurrir
falsos-positivos debido a la hidrélisis de la urea por bacterias de la cavidad
oral, o falsos-negativos en el caso que el examen sea después de una
semana del uso de bismuto, o antimicrobianos o después de una cirugia
gastrica. (Aguilar y cols. 2004, Brooks y cols. 2002, Cervantes, 2006,
Giono y cols. 1994 3152044y

3) Serologia: Se han desarrollado varios analisis para detectar
anticuerpos especificos contra antigenos de Helicobacter pylori. Es una
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prueba sencilla y barata basada en la deteccion de anticuerpos
especificos contra antigenos de Helicobacter pylori, debida a una reaccion
inmunolégica del individuo. Este examen se basa en la deteccion de
anticuerpos especificos [inmunoglobulina G (IgG)] contra esta bacteria,
encontradas en las muestras de suero de las personas infectadas. Esta
técnica no diferencia entre infeccion activa y enfermedad de pacientes
infectados pero que son asintomaticos por tanto la funcion de las pruebas
de anticuerpos en el diagnostico de infeccion activa o después del
tratamiento es limitada, ya que la mayoria de los pacientes es necesario
de 6 a 12 meses para que la reaccion de IgG baje a 50%, o a valores mas
bajos, anteriores al tratamiento (Aguilar y cols. 2004, Brooks y cols. 2002,
Cervantes , 2006, Giono y cols. 1994 3152044y,

Se ha demostrado que niveles de anticuerpos contra H. pylori se asocian
en individuos infectados con sintomatologia no asi en individuos
asintomaticos. La sensibilidad e especificidad varia de acuerdo al antigeno
utilizado. La sensibilidad se encuentra alrededor del 96% y especificidad
superior al 80%. La ventaja es que son métodos rapidos y no invasivos.
Su desventaja es que no permiten la diferenciacién entre infeccion activa y
anterior (Giono y cols. 1994 *4).

4) Deteccion de anticuerpos en suero: Aglutinacion, fijacion del
complemento, ELISA, Deteccion de anticuerpos (Ab) especificos para
Helicobacter pylori, Antigenos de bacterias completas, formiladas,
sonicado, proteinas de superficie extraidas con glicina acida y ureasa,
Antigeno extraido de la ureasa es el mas especifico (98.7%) (Aguilar y
cols. 2004, Giono y cols. 1994 344,

5) Deteccion de anticuerpos en otros fluidos bioldgicos. Sistemas
de coleccion de saliva y exudados de encias para medir Anticuerpos de
IgG por método de ELISA. Esta técnica se ha utilizado en pacientes con
VIH mostrando una sensibilidad 99.5% y especificidad 98.7%.Sus ventajas
son que es un método réapido, sencillo, no invasivo (Giono y cols. 1994 *4).

6) Deteccion del antigeno de H. pylori en muestras de materia
fecal: es un método apropiado para verificar la curacion de pacientes con
infeccidon conocida por H. pylori, quienes ya se sometieron a tratamiento
(Brooks y cols. 2002%°).

Para elegir uno u otro método hay que tener en cuenta el objetivo del

diagnéstico (epidemiolégico, diagndstico o de seguimiento), el centro que realice el
estudio (experiencia del personal y disponibilidad de medios) y las caracteristicas
del paciente (prevalencia de H. pylori en la poblacion, edad del paciente,
medicacion previa, etc.). No se debe olvidar que mientras que todos los métodos
pueden servir para diagnosticar la infeccion por H. pylori (con diferentes
porcentajes de sensibilidad y especificidad), la endoscopia con toma de biopsia
para estudio histoldégico permite ademas diagnosticar el tipo de enfermedad. Por
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otra parte, el cultivo es imprescindible para conocer la sensibilidad a los
antimicrobianos, con el fin de aplicar el tratamiento mas efectivo en cada paciente,
pero también para conocer los porcentajes de sensibilidad en cada poblacién.

15. Tratamiento

H. pylori es sensible amplia variedad de antimicrobianos In vitro, sin
embargo no son efectivos In vivo. La actividad farmacologica se modifica por el pH
del estdbmago y modificaciones de la secrecion gastrica. La combinacion de
medicamentos es mas efectiva que su uso individual. Se sabe que la densidad
bacteriana, no se relaciona con la respuesta al tratamiento (Giono y cols. 1994,
Sanchez del Monte y cols. 2006 *+1%%),

En los Ultimos afios se han realizado diferentes reuniones de consenso
sobre la infeccién por H. pylori. Entre ellas destacan la del Instituto Nacional de
Salud de EE.UU. por ser el primero que recomendo el tratamiento erradicador en
pacientes infectados por H. pylori y Ulcera duodenal, pero también las que se
realizaron en Canada en 1997 y 1999, el Consenso Asiatico (Asia Pacific
Consensus Conference, 1999), el Consenso Latino-americano (2000), el
Consenso Europeo (Europeo: Maastrich Consensus, 1997 y 2000), y el Consenso
Espafiol (1999) (Fendrick A. y cols. 1997, Lozano J. y cols. 2006, Rollan R, y cols.
1994 33,75,123).

El Consenso Mexicano realizado en el 2007 considera que el tratamiento
para la erradicacién de H. pylori esta absolutamente indicado en los siguientes
pacientes:

> Ulcera péptica gastrica o duodenal activa o no, con o sin complicaciones
asociadas.

» En presencia de complicaciones primero estas deberan resolverse y

luego iniciarse el tratamiento de erradicacion. Se recomienda iniciar el

esquema cuando los sintomas hayan desaparecido para favorecer el

apego.

Gastritis atrofica y metaplasia intestinal.

Linfoma géstrico tipo B de la zona marginal tipo MALT.

Después de una reseccidn gastrica por cancer.

Familiares de primer grado de personas que han tenido cancer gastrico

y tienen H. pylori.

YV VY

Uso cronico de inhibidores de la bomba de protones.

Uso crénico de AINEs en pacientes con antecedentes de Ulcera péptica,
con sin complicaciones y factores de riesgo asociados.

Parpura trombocitopénica idiopatica y anemia por deficiencia de hierro
de causa no precisada.

No se llega llegbé a consenso en cuanto al tratamiento de enfermos con
gastropatia nodular.

vV VYV VYV
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Se consideran indicaciones relativas:

» Uso crénico de AINEs en pacientes sin antecedentes de Ulcera péptica y
factores de riesgo asociados.
> Solicitud expresa de la persona (Abdo y cols. 2007 ).

Las pautas de tratamiento para erradicar H. pylori combinan 2 o 3
antimicrobianos junto con un compuesto anti-ulceroso, que permite modificar el pH
para que actie el antibidtico. Numerosos antimicrobianos han demostrado
actividad in vitro frente a H. pylori. Sin embargo, cuando se han aplicado en pautas
de tratamiento han demostrado escasa actividad. Entre los antimicrobianos que
han mostrado buena utilidad clinica se encuentran: amoxicilina, tetraciclina,
metronidazol y claritromicina. La furazolidona, rifabutina o las fluoroquinolonas son

otrgss opciones terapéuticas (Giono y cols. 1994, Sanchez del Monte y cols. 2006
44,1
, )

Entre los compuestos anti-ulcerosos se han utilizado con preferencia
inhibidores de la bomba de protones (IBP) (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol,
rabeprazol, esomeprazol), seguido de compuestos de bismuto (citrato de bismuto,
salicilato de bismuto, ranitidina citrato de bismuto) y en mucha menor frecuencia
los antagonistas de los receptores H, (ranitidina, cimetidina, famotidina, etc)
(Giono y cols. 1994, Sanchez del Monte y cols. 2006 *+1%),

La duracién de la terapia habitual ha sido de 7 a 10 dias, aunque algunos
autores han probado pautas cortas, de 3 a 5 dias que incluyen 3 antibiéticos y
otros recomiendan pautas largas, de 10 a 14 dias (Kasper y cols. 2005, Peterson y
cols. 2000 %197,

Antes de iniciar una pauta de tratamiento se debe considerar el porcentaje
de resistencia a los antimicrobianos en esa poblacién o area geografica. Se
recomienda la pauta de tratamiento triple con un IBP y dos antimicrobianos como
primera opcion. Si este tratamiento falla, se debe evitar repetir dos veces la misma
pauta y recomienda realizar estudios microbiolégicos antes de iniciar una nueva
pauta (Kobayashi y cols. 2007, Rodgers y cols. 2007 %7129,

Tratamiento de primera eleccion

La primera pauta eficaz utilizada fue la "triple clasica" que asocia un
imidazol (metronidazol o tinidazol) con tetraciclina y amoxicilina (1 g dos veces al
dia) durante dos semanas. Esta fue sustituida por otras que combinan un IBP
(normalmente omeprazol) con dos antibidticos (fundamentalmente amoxicilina,
claritromicina y metronidazol). Son mas faciles y comodas para el paciente,
logrando tasas de erradicacion superiores al 90%. La asociacion de un IBP
(generalmente omeprazol) con claritromicina y amoxicilina (conocida como la
OCA) es la pauta mas utilizada. También se puede utilizar una triple terapia con un
IBP, amoxicilina y metronidazol. Es preferible reservar la pauta que incluye IBP
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con metronidazol y claritromicina como de segunda linea para evitar que se pueda
desarrollar resistencia a los dos antimicrobianos (Abdo y cols. 2007, Kasper y cols.
2005, Nyrén y cols. 2006, Rodgers y cols. 2007 1°>9120)

Tratamiento de segunda eleccion

La combinacién de un IBP y dos antibi6ticos con las sales de bismuto se
conoce como "terapia cuadruple”, alcanza altas tasas de erradicacion pero debe
reservarse también para cuando fallen otras terapias. Recientemente se han
propuesto pautas que asocian un IBP con farmacos como rifabutina o
levofloxacino y amoxicilina, aunque con ellas se tiene todavia poca experiencia
(Abdo y cols. 2007, Kasper y cols. 2005, Rodgers y cols. 2007 15129,

Tratamiento secuencial

Se inicia con inhibidores de la bomba de protones (IBP) en dosis dobles, y
amoxicilina 1 g dos veces al dia durante cinco dias, seguido por IBP en doble
dosis mas claritromicina y tinidazol 500 mg dos veces al diay 1 g dos veces al dia
respectivamente por cinco dfas (Abdo y cols. 2007 1).

Tratamiento de tercera eleccion

IBP en doble dosis méas azitromicina, 500 mg al dia por tres dias, seguidos de IBP
en dosis doble mas furazolidona, 200 mg tres veces al dia, por 10 dias (Abdo y
cols. 2007 %).

La adhesion al tratamiento y la resistencia al metronidazol son los factores
gue tienen mayor influencia en la tasa de erradicacion. EI método estandar en el
tratamiento de la infeccidbn por Helicobacter pylori esta constituido por la asi
llamada "triple terapia”. Sin embargo, la resistencia a antibiéticos esta alterando la
eficacia del tratamiento de erradicacion y el tratamiento en individuos
asintomaticos sigue siendo discutible (Garcia C. y cols. 2003, Giono y cols. 2006,
Kobayashi y cols. 2007, Rollan, 1994 414367123

En el fracaso del tratamiento pueden intervenir factores relacionados con el
mismo tratamiento, factores del paciente y factores de las cepas. Entre los
primeros podemos citar las dosis inadecuadas, una duracién incorrecta del
tratamiento y el tipo y la dosis del inhibidor de la bomba de protones utilizado.
Entre los factores del paciente destaca el cumplimiento del tratamiento (por el
elevado numero de dosis, por los efectos secundarios, etc.) y el pais donde se
realizd el ensayo. Entre los factores del microorganismo es muy importante la
resistencia a los antibioticos y quiza las caracteristicas particulares de la cepa
(Abdo y cols. 2007, Lépez-Brea, 2005 7).
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Algunos de los factores que mas influyen en el apego al tratamiento de
erradicacion son el nimero de tabletas que el paciente tiene que ingerir al dia y la
aparicion de efectos adversos, entre los que se encuentran: diarrea, alteraciones
del gusto, nadusea o vomito, dolor epigastrico, cefalea, estomatitis y erupcion
cutanea. De manera general se considera que son leves y transitorios, y la
suspension del tratamiento se reporta que es menor al 10% (Abdo y cols. 2007 ).

El desarrollo de resistencia a amoxicilina y tetraciclina es poco frecuente.
Sin embargo, la resistencia al metronidazol es muy elevada en algunas
poblaciones y a la claritromicina esta aumentando en diferentes poblaciones,
siendo un problema cada vez mayor. La infeccibn por cepas resistentes a
claritromicina o a metronidazol supone una importante contrariedad porque se

(rsglgciona con fallo del tratamiento (Kobayashi y cols. 2007, Lépez-Brea, 2005
y )

Un estudio realizado en México en el 2006 reporto que no existe diferencia
en la sensibilidad entre la poblacion mestiza y las poblaciones indigenas. A pesar
de que la poblacion mestiza ha sido sometida a mdultiples tratamientos
antimicrobianos, lo que ha favorecido la seleccion de cepas resistentes, en cambio
la poblacién indigena ha tenido menos acceso a los tratamientos con antibioticos.
La erradicacion da como resultado una disminucién de la gastritis, cicatrizacion de
Ulceras y remision de maltomas (MALT), asi como la disminucion de recaidas. El
potencial efecto benéfico de la erradicacion de la bacteria en la prevencion del
cancer gastrico aun no ha sido demostrado. (Ladron de Guevara y cols. 2004,
Pais y cols. 2006, Torres y cols. 2004 69101.138),

Se ha reportado que las recaidas posteriores al tratamiento de erradicacion
son para Ulcera duodenal (2.6%) y de Ulcera gastrica (2%), son significativamente
mas bajas que las observadas en pacientes en quienes no se elimino la infeccion
(58% y 53% respectivamente). Eliminar la infeccion por H. pylori reduce la
necesidad de usar medicamentos para contrarrestar la acidez. Las tasas de
erradicacion varian desde el 1 al 20%, y esta variaciéon depende de la terapia que
se utilice y de la existencia de resistencia a los antimicrobianos. Ademas, Es
importante lograr diferenciar entre reinfeccion y recrudescencia y para esto, es
necesario cultivar las cepas de H. pylori aisladas antes del tratamiento de
erradicacion y compararlas con las cepas aisladas después de tratamiento,
empleando diferentes métodos de genotificaciéon y fenotipificacion, para definir si
se trata de la misma cepa (recrudescencia) o de cepas diferentes (reinfeccién)
(Torres y cols. 2004 %),

16. Prevencién

Debido a que la infeccion H. pylori constituye un problema de salud publica
y que adquiere desde edades tempranas de la vida, es de suma importancia
considerar los factores de riesgo principales para establecer medidas de
prevencion en la poblaciéon general como son evaluar cada nifio basados en
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factores como: genotipo, dieta, region geografica, prevalencia de enfermedades
particulares en su comunidad, prescribir una cepa o cepas de esta bacteria para
colonizar el estdbmago y asi optimizar sus oportunidades de salud (desarrollo de
vacunas) (Gonzélez C. y cols. 2004 /).

Con el incremento de control de parametros del agua y la calidad de los
alimentos se observé durante el siglo pasado, una disminucién de la colonizacién
por H. pylori en paises desarrollados (Azevedo N. y cols. 2006 ).

17. Pardmetros para realizar la estandarizacion de una metodologia de
cultivo bacteriano

El control de reactivos, colorantes, medios de cultivo y patrones de
referencia constituye uno de los parametros mas importantes para garantizar la

fglidad de las investigaciones en el campo de la microbiologia (Weng y cols. 2004
).

El empleo de cepas aisladas como microorganismos de ensayo en los
laboratorios, que garanticen la calidad de los medios de cultivo y reactivos, es una
alternativa posible cuando se tienen limitaciones en la adquisicion de material
biolégico certificado, siempre que la pureza y estabilidad de las cepas sean
garantizadas (Weng y cols. 2004 **").

Existe la necesidad en los laboratorios de analisis clinicos de poseer un
control de calidad en el area de microbiologia que evalle las etapas de
aislamiento e identificacibn de microorganismos en muestras biolégicas. En
México, el control de la calidad de los medios de cultivos esta establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA-93. Medios de cultivos, en la cual se
describen las especificaciones que deben de tener los medios de cultivos para
microorganismos en general (Zarate M.S. y cols. 2007 **%).

Los diferentes medios y técnicas de cultivo son esenciales en el laboratorio
de Microbiologia de un hospital, pues sirven para identificar las bacterias
causantes de las enfermedades infecciosas y los antibidticos a los que son
sensibles esas bacterias (Zarate y cols. 2007 *%).

Las pruebas de sensibilidad se deben realizar a partir de una cepa aislada.
Se deberéa evitar realizar el antibiograma en forma directa a partir del material
clinico. En el caso de que la naturaleza de la infeccion se desconozca y la muestra
contenga un cultivo mixto o flora normal en el cual el microorganismo
probablemente guarde poca relacion con el proceso infeccioso a ser tratado, las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos no son necesarias y el informe de
los resultados obtenidos puede llevar a interpretaciones inadecuadas. Estas
pruebas son también la base del control epidemiolégico de las bacterias
patogenas para el hombre. Tal control suministra un punto de partida para elegir
adecuadamente un tratamiento empirico (primera linea de terapia) y para detectar
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la aparicion y/o la diseminacion de cepas bacterianas resistentes asi como los
determinantes de la resistencia en diferentes especies de bacterias (Manual de la
OIE. 2004, NCCLS- 2001 "*%),

La seleccién de una metodologia apropiada debe estar basada en los
siguientes principios:
> Facilidad de realizacion
Flexibilidad
Adaptacion a sistemas automatizados o semiautomatizados
Costo
Reproducibilidad
Fiabilidad
Exactitud

YV V V V V V

Estructura organizativa de un laboratorio de Microbiologia

Debe contar con tres zonas diferentes para la realizacion de las siguientes
actividades: lavado y preparacion del material a esterilizar y del equipo, de
preparacion de medios de cultivos, disoluciones y diluciones necesarias. Y por
altimo una zona o cuarto de siembra con temperatura controlada para transferir los
cultivos microbianos o manipular materiales patégenos (Robert y cols. 2006 8).

Control de Calidad
Cepa de Referencia

Este control se realiza utilizando cepas control de la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo (American Type Cultive Colection o ATCC) o de alguna otra
institucién internacional que se dedique a la produccion y mantenimiento de cepas
bacterianas. Estas cepas, presentan patrones de sensibilidad conocidos, por lo
que al montar una prueba de sensibilidad, ésta debe encontrarse dentro de los
limites maximos o minimos impuestos por las regulaciones internacionales. Debe
ser efectuado al menos una vez por semana, cada vez que se cambia el lote del
medio del cultivo o se prepara medio fresco y cada vez que se cambia un

?Gngt;biético o se inicie el uso de uno nuevo (Herrera y cols. 1999, NOM-065-SSA-93
y )
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Reactivos
Medios de cultivos

El medio de cultivo es el material nutritivo en el que se pueden recuperar,
multiplicar y aislar microorganismo, asi como efectuar pruebas de susceptibilidad.
Generalmente se presenta desecado en forma de polvo fino o granular. Puede
presentarse también hidratado y preparado (Analisis aspecto del medio). Los
medios de cultivo contienen distintos nutrientes que van, desde azlcares simples
hasta sustancias complejas como la sangre o el extracto de caldo de carne; y
deben contener una serie de compuestos que se emplean como fuente de
energia, y para sintetizar los constituyentes celulares, estos son el agua, C, N, S,
P, Ca, K, Na, Mg, Mo, Cu y Zn (NOM-065-SSA-93 ¥').

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo
artificial deben de reunir una serie de condiciones como son: Temperatura, grado
de humedad y presiéon de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de
acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores
de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo
contaminante (NOM-065-SSA-93 ).

La mayoria de las bacterias patdgenas requieren de nutrientes complejos
similares en composicién a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso la
base de muchos medios de cultivos es una infusion de extractos de carne y
peptona a la que se afadiran otros ingredientes. El suero y la sangre completa se
afiaden para promover el crecimiento de los microorganismos menos resistentes
(NOM-065-SSA-93 7).

Por su aspecto fisico los cultivos preparados pueden ser:

> Liquidos. Se emplean fundamentalmente para  cultivar
microorganismos y obtener grandes cantidades de los mismos, estimular y
promover la seleccion de uno e identificacion mediante pruebas
bioquimicas (no contiene agar-agar).

> Semisdlidos. Se utilizan para identificaciones bioquimicas y
movilidad.

> Sdlidos. Se usan para obtener colonias aisladas de microorganismos.
Contiene entre 1.5 a 2% de agar-agar. Constituyen la mayor parte de los
medios de cultivos que se emplean en Microbiologia (NOM-065-SSA-93 ).

En funcion de su composicion, distinguimos dos grupos de medios de cultivo:
> Medios sintéticos o definidos: Son aquellos que contienen cantidades

precisas de sustancias organicas e inorganicas puras disueltas en agua
destilada.
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> Medios complejos o indefinidos: Contienen sustancias altamente
nutritivas, pero de composicion indefinida. Suelen llevar sustancias como
extractos de carne, peptona, extractos de levadura, entre otros. La ventaja
de este medio de cultivo es que contiene muchos factores de crecimiento,
por lo que podemos cultivar un gran numero de microorganismos.

Por su uso se clasifican en:

» Medios selectivos. Solidos que contienen sustancias que impiden el
desarrollo de algunos microorganismos, permiten aislar y recuperar el
germen de interés.

» Medios selectivos de enriquecimiento. Solidos o liquidos que estimulan
la multiplicacion de algun germen (determinado) e inhiben la produccion
de otros. Algunos microorganismos no son capaces de desarrollarse en
medios de cultivo normales. Para cultivarlos necesitamos afadir
sustancias altamente nutritivas como sangre, suero, extractos de tejidos
animales, etc. Los microorganismos que crecen en ellos son
microorganismos exigentes o fastidiosos.

» Medios para cultivar gérmenes anaerobios. Para aquellos
microorganismos que requieren condiciones de  anaerobiosis 0
microaerofilia.

» Medios diferenciales. Contienen distintos compuestos quimicos o
indicadores sobre los que determinados microorganismos adquiere
coloraciones especificas o reaccionan de una manera determinada.

> Medios de transporte, sirven para transportar los especimenes que
contienen a los microorganismos del sitio de toma del producto hasta el
laboratorio donde va ha efectuarse el estudio. Estos impiden que se
altere la proporcién original de la flora microbiana de los especimenes.
La muestra debe ser recolectada en el medio adecuado para la
supervivencia y transportada dentro de un marco de tiempo y a una
temperatura que asegure que el microorganismo esta en buenas
condiciones. Este paso es fundamental para poder obtener una buena
muestra, y posteriormente realizar las pruebas de laboratorio (Nelson A.
y cols. 2007, NOM-065-SSA-93 7).

Muestreo

El muestreo del medio debe realizarse de acuerdo con Norma Oficial
Mexicana NOM-Z-12 “Muestreo para la Inspeccion por Atributos”, parte 1y 2. La
viabilidad de los medios debe probarse con cultivos tipo de microorganismos de la
ATCC u otras cepas certificadas (Analisis comportamiento del medio). Centros de
referencia de cultivos tipo SSA o IMSS (NOM-065-SSA-93 ¥).
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Los medios de cultivo para poder ser utilizados y garantizar que los
resultados obtenidos a partir de ellos sean confiables deben cumplir con los
siguientes requisitos:

Disponibilidad de nutrientes

Consistencia adecuada del medio

Presencia o ausencia de Oxigeno y otros gases

Condiciones adecuadas de humedad (mantener en frigorifico)
Luz ambiental

pH adecuado.

Temperatura

Esterilidad (Analisis de esterilidad del medio).

YV VVVYVYYVYYVYVY

Evitar contaminaciones

Uno de los problemas mas frecuentes en el cultivo a partir de tejidos en
general es el de las contaminaciones. Tanto la mayoria de las bacterias como las
levaduras tienen tasas de crecimiento muy elevadas. Para evitarlo se utilizan una
serie de técnicas de trabajo que suponen la maxima asepsia, asi como la
esterilizacion de material (controles sobre soluciones y recipientes usados) y
realizando el trabajo en ambientes estériles (cabina de flujo laminar o cerca de un
mechero de bunsen). Asimismo se utilizan combinaciones de sustancias
antimicrobianas y antifingicas en el medio aunque en muchas de ocasiones no es
posible usarlas o bien no son suficientes para prevenir la aparicion de
microorganismos (Cultek, 2006 %').

Cultivos puros: medios de obtencién

Los microorganismos en estado natural crecen de forma heterogénea o
mixta. Cuando queremos estudiar un microorganismo dado, debemos aislarlo. Un
cultivo puro es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo. El modo de
obtener estos cultivos consiste en obtener colonias aisladas, que provienen de una
sola célula (son clones). Para obtenerlos se utiliza la técnica de siembra por
agotamiento o en estria cruzada (Zarate M.S. y cols. 2007 **%).

Métodos de identificacién patégenos

» Cultivo: Mediante la propagaciéon de microorganismos en un medio de
crecimiento con nutrientes (cultivo en agar soélido, semisolido o liquido). Se
considera el “patron de oro” debido a que el crecimiento del organismo
proporciona un diagnostico definitivo. Aunque puede estar limitado por la
calidad de la muestra a partir de la cual se cultiva el organismo y no todos
los patogenos son cultivables. Este método también puede ser usado para
aumentar la cantidad de microorganismos disponibles para llevar a cabo
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otro tipo de pruebas, como son la deteccidbn de antigenos o pruebas
moleculares (Nelson A. y cols. 2007 *4).

» Microscopia: consiste en la observacion de organismos bajo aumento las
muestras se ponen en un porta objetos y se examinan con un Microscopio
basico, en la cual se pueden confirmar las caracteristicas morfologicas
bacterianas del crecimiento colonial en el cultivo (Nelson A. y cols. 2007 *4).

Almacenamiento en ultracongelacion (-70°C)

En este procedimiento las células se congelan con un agente protector (glicerol
o dimetil sulféxido). Los especimenes congelados se guardan en refrigeradores
con nitrégeno liquido.

El laboratorio de Microbiologia Clinica requiere, en cada una de las etapas del
procesamiento de las muestras un adecuado control de calidad (Zarate M. y cols.
2007 4.

[ll. SITUACION

Hasta donde sabemos, no existe un método estandarizado por lo tanto el
tener un procedimiento que nos permita evaluar la identificacion de Helicobacter
pylori y la realizacion de diversos estudios desde el punto de vista clinico los
antibiogramas y de investigacion tipificacion celular, caracterizacion molecular
(genotipificacién), entre otros.

En la mayor parte de las instituciones no realiza el cultivo de Helicobacter
pylori de manera rutinaria, debido a que se considera un método diagndstico,
dificil, exigente, lento y costoso comparado con otros métodos utilizados
actualmente. Ademas de que no existe personal capacitado. Esto dio lugar a la
realizacion del presente trabajo.

IV. JUSTIFICACION

El cultivo es el método diagnostico mas especifico para el diagnostico de H.
pylori y es imprescindible en el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y en
la investigacién (fenotipificacion y genaotipificacion), motivo por el cual debe
realizarse de manera rutinaria.

64



V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuéles son las mejores condiciones para realizar el cultivo de Helicobacter
pylori?

VI. HIPOTESIS

Utilizando Agar Brucella y Agar Casman con diferentes suplementos y en
condiciones microaerofilicas se puede recuperar Helicobacter pylori, a partir de
muestras de pacientes con Gastritis Cronica Nodular, Ulcera Gastrica y Duodenal.

VII. DISENO DEL ESTUDIO

Se realizo estudio experimental, longitudinal, y prospectivo.
VIIl. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general:

Estandarizar el procedimiento y las condiciones que favorecen el crecimiento
bacteriano de H. pylori.

8.2. Objetivos especificos:

¢ Identificacibn de la presencia de Helicobacter pylori en cultivos de
aislados clinicos.

e Establecer cuales medios nos proporcionan mayor recuperacion de la
bacteria.

Identificar cuales son las condiciones de cultivo que favorecen el crecimiento
bacteriano de Helicobacter pylori.

IX. MATERIAL

1. Poblacion en estudio

Los pacientes que acuden al Servicio de Endoscopia previamente fueron
valorados por Médico Gastroenterdlogo, el cual basandose en los datos clinicos
de los pacientes y la evolucién solicita la realizacion del estudio endoscépico. Es
importante mencionar que esta Institucion recibe referencias de pacientes
valorados en cualquier Hospital de los Servicios de Salud de Michoacan a nivel
estatal, por lo tanto nuestra muestra estudiada esta constituida por pacientes que
residen en los diferentes municipios del estado.
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Se analizaron muestras (biopsia de antro gastrico) de pacientes adultos
entre 18 y 75 aflos de edad, que acudieron al Servicio de Endoscopia, en el
periodo comprendido entre febrero de 2008 a enero de 2009. Las biopsias fueron
tomadas por Gastroenterélogos Endoscopistas.

Se seleccionaron tres grupos de pacientes que con diagndsticos de
patologia gastroduodenal (n= 44), genero femenino 21 (47.7%) y masculino 23
(52.3), promedio de edad de 48 afios, a los cuales se les realizo identificacion de
Helicobacter pylori. En relacion con el diagnostico endoscopico, los grupos se
clasificaron de la siguiente manera:

Grupo 1: Pacientes con Gastritis Cronica Nodular (n= 32). Al realizar el estudio
endoscopico se observo el patron en “empedrado” en la mucosa gastrica
caracteristico de esta patologia asociada a la infeccién por Helicobacter pylori.

Grupo 2: Pacientes con Ulcera Gastrica o Péptica (n= 6).
Grupo 3: Pacientes con Ulcera Duodenal (n= 6).

Previa firma de la carta de consentimiento bajo informacién y hoja de
recoleccion de datos de cada paciente participante en el proyecto de investigacion.

2. Criterios de inclusién:

» Pacientes que por endoscopia se documento gastritis crénica nodular,
Ulcera gastrica y con Ulcera duodenal.

Edad entre 18 y 75 afos.

» Antecedente de suspension de tratamiento (inhibidor de la bomba de
protones, durante los 7 dias previos a la endoscopia).

» Pacientes sin antecedentes de ingesta de AINES.

3. Criterios de no inclusion:

» Pacientes en los cuales por endoscopia se documento presencia de
hemorragia activa.

Pacientes embarazadas.

Pacientes que estuvieran inmunodeprimidos o patologia oncologica que no
sea de origen gastrico.

» Pacientes que no hayan suspendido el tratamiento 7 dias previos a la
endoscopia.
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4. Criterios de eliminacion:

» Pacientes que decidieron no participar en el estudio.

» Pacientes con alguno de los criterios de no inclusion mencionados
anteriormente y que no se consideraron antes de realizar el cultivo.

A todos los pacientes que acudieron al Servicio de Endoscopia del Hospital
General “Dr. Miguel Silva” de la ciudad de Morelia, se les realizé verbalmente una
serie de preguntas de inclusién y exclusion previamente al estudio, asi como una
valoracion clinica y endoscopica para determinar si eran candidatos a participar en
el protocolo basdndonos en los criterios antes mencionados. Posteriormente se les
informo sobre los objetivos del estudio de investigacion y con firma de la carta de
consentimiento informado de los participantes, se inicio el procedimiento de
recoleccion de informacion y procesamiento de la muestra (Anexo 1, 2, 3).

5. Control Positivo

Se utilizo la cepa de referencia: NCTC 11637 (ATCC 43504) adquirida del
Departamento de Microbiologia. Laboratorio de Bacteriologia Médica, Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional.

6. Reactivos

» Base Agar Brucella: (BD Difco, No Cat. 211086), Caldo Brucella; (BD Difco,
No. Cat 296185), Base Agar Casman (BD BIOXON); Inhibidor: Skirow,
Isovitalex; Sangre de carnero y Sangre laqueada de caballo (Laked Horse
Blood OXOID SR0048C). Sangre Laqueada de caballo, y Suero de caballo
(Laboratorios MICROLAB (uso In vitro, estéril). Polienriquecimiento (BD
Bioxon).Catalogo: 211655. Preparacion: Se adiciona 1 ml por cada 100 mL
de medio de cultivo. Base agar urea BIOXON.

> INHIBIDOR VCN LIOFILIZADO BIOXON (Inhibidor de medios de cultivo)
Vancomicina 330 mcg, Colistina 750 mcg, Nistatina 250 unidades. Becton
Dickinson de México, COD: 211654. Vancomicina (actia sobre
microorganismos gram positivos). Colistina (actla sobre microorganismos
gram negativos), Nistatina (actia sobre hongos).

» Campilobacter Selective Supplement (Skirrow). SRO069E. Vancomicina 5.0
mg, Polimixina B 1250 Ul y trimetropin 2.5 mg.

» Reactivos de grado analitico.

X. METODOS
1. Toma de biopsia géastrica

Se realizo panendoscopia o endoscopia de tubo digestivo alto, previa aplicacion
de anestésico local Lidocaina al 10% en orofaringe, posteriormente se introduce
un endoscopio flexible marca Fujinon de vision frontal, el cual es previamente
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esterilizado durante un promedio de 20 a 30 minutos con solucién Esterilife entre
cada endoscopia, efectuandose toma de biopsias (2) de antro gastrico con forcéps
Wilson cooke.

Durante el estudio endoscopico se seleccionaron a los pacientes que por
imagen endoscépica tuvieran diagnostico de Gastritis Cronica Nodular, Ulcera
gastrica (péptica) y/o Ulcera Duodenal. Se recolectaron dos biopsias tomadas del
antro gastrico y se depositaban directamente en el medio de transporte con las
pinzas del endoscopio.

Durante el periodo en el que se realizo este proyecto, se efectuaron 331
procedimientos endoscoépicos, de los cuales solo 44 pacientes reunieron los
criterios de inclusion y aceptaron participar en este proyecto, por lo tanto fueron
incluidos.

Ademas, se enviaron cuatro biopsias a el Departamento de Anatomia Patoldgica
para el diagndstico histoldgico y a su vez la identificacion de H. pylori, mediante
tincibn Hematoxilina-Eosina (H-E) o naranja de acridina como prueba confirmatoria
en algunos pacientes. El diagnostico de Anatomia Patologia se reporta en base a
la clasificacion de Sidney para gastritis, la cual es un sistema internacional de
clasificacion basada en los aspectos histolégicos y endoscoépicos, en los
siguientes tipos de gastritis: atrofica y no atréfica, metaplasia leve, moderada y
severa, asociada a esta bacteria y se entrega a los pacientes en el transcurso de 2
semanas posteriores a la toma de biopsia, para ser valorados posteriormente por
su médico tratante.

2. Transporte de la muestra

El tejido (biopsias de antro gastrico), fue transportado en un microtubo Euro
con 1.5 mL de medio de transporte (1.5 mL de caldo Brucella, 10% de suero de
caballo y 20% de glicerol), se etiqueto y transporté en un periodo menor a 4 horas
del Departamento de Endoscopia para ser procesadas inmediatamente en el
Laboratorio de Microbiologia (Giono y cols. 2008, Henry y cols. 2007 %),

3. Macerado de la muestra

Se efectu6 homogeneizacion de la biopsia, en mortero de porcelana en
caldo Brucella, dos gotas se utilizaron para la prueba de ureasa, y posteriormente
se depositaron otras dos gotas en cada medio de cultivo utilizado. El resto de la
muestra se congelo a -70°C (Giono y cols. 2008 *°).

4. Cultivo y atmosfera microaerofilica

Se realizo el cultivo de biopsias de antro gastrico (de 2 a 4 biopsias).
Realizando la siembra del tejido homogeinizado, mediante la técnica de estria
cruzada para el primo-aislamiento en placas petri e incubando a 37°C, en
condiciones microerofilicas (5% de O,, 10% de CO, y 85% Ny), utilizandose bolsas
ziploc (27X28 cm) gasificando diariamente y colocando Unicamente dos placas en
cada bolsa, dejando suficiente espacio dentro de la misma para obtener la
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concentracion de gases adecuada que permitiera el crecimiento bacteriano (este
sistema de microerofilia, se utilizo en un estudio previo para la recuperacion de
Campilobacter, con resultados exitosos). Revisando cultivos a las 48 horas y
posteriormente diariamente por un periodo maximo de 10 dias, después de este
tiempo las muestras fueron consideradas negativas (Giono y cols. 2008, Lopez-
Brea, 2004 *>73).

5. Identificacion de Helicobacter pylori

Se observo crecimiento en promedio de las 48 a 72 horas en agar Casman
y hasta de 10 dias en agar Brucella con y sin suplemento antimicrobiano. Se
seleccionaron las colonias tipicas y caracteristicas de H. pylori de <1 a 2 mm de
diametro, circulares, lisas, elevadas, borde entero, color grisaceo o translicidas
como “gotas de rocio” y aspecto brillante. Pruebas bioquimicas: ureasa, catalasa y

?Sx;giglosa positivas (Giono y cols. 2008, Lopez-Brea, 2004, Murray y cols. 2003
» 19, )

Utilizando las colonias pequefias sugestivas de Helicobacter pylori. Se
realizan pruebas bioquimicas y tincidon obteniéndose los siguientes resultados en
las muestras positivas:

Prueba de la oxidasa

Enzima capaz de oxidar el tetrametil p-fenilendiamina formando un
compuesto purpura en presencia de oxigeno.Se tomo con un asa estéril una de
las colonias sugestivas de Helicobacter pylori, y se deposito sobre el centro de un
disco para la deteccion de oxidasa (BD, BBL). La reaccion positiva se produjo de 5
a 10 segundos y se evidencio por el viraje de las colonias oxidasa positivas a un
color purpura intenso (Chilliua y cols. 2003, Lépez-Brea, 2004 273,

Prueba de la Catalasa

Enzima capaz de descomponer el agua oxigenada y convertirla en agua
liberando oxigeno. Esta prueba consistio en recoger el centro de una colonia pura
sobre un portaobjetos e inmediatamente se agrego una gota de perdxido de
hidrogeno (H;0,), y se procedié a observar la formacion de burbujas (Chilliua y
cols. 2003, Giono y cols. 2008, Lépez-Brea, 2004 2+4>73),

Prueba de la ureasa

Enzima capaz de hidrolizar la urea produciendo amonio. Se tomo con un asa
estéril una de las colonias sugestivas de Helicobacter pylori, y se deposito en el
tubo con la prueba de ureasa, se incubo a 37°C, y se realizo lectura de la misma a
partir de las 24 hasta las 72 horas, para ver el cambio del indicador rojo fenol de
acido (amarillo) a alcalino (color rosa mexicano) indicando la hidrolisis de la urea
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por la enzima ureasa de esta bacteria. Cabe mencionar que la elaboracion de este
reactivo se establecido especificamente para la realizacion este proyecto en el
Laboratorio de Microbiologia, ya que no se utlizo el de marca comercial,
verificandose su calidad y eficacia mediante una prueba con una cepa de Proteus
como control positivo, y otra de E. coli como control negativo, antes de ser
utilizada con las muestras de biopsias gastricas (Chilliua y cols. 2003, Giono y
cols. 2008, Lopez-Brea, 2004 #4>73),

Por otro lado, debido a que en la muestra que analizamos pueden existir otras
bacterias ureasas positivas que nos pueden ocasionar resultados falsos positivos
y como prueba confirmatoria de la presencia de H. pylori, también se realizo la
prueba de ureasa de colonia, mediante la toma directa de la colonia sugerente de
esta bacteria e incubando a 37°C utilizando los mismos criterios de lectura de
result%dos a la prueba realizada con la muestra del paciente (Mandado y cols.
2003 ).

Tincion Gram modificada

Mediante la cual se confirma la presencia de Helicobacter pylori. Se sigui6 el
meétodo estandar, excepto que se contratifio con fucsina fenicada usada para Ziehl
Neelsen en vez de adicionar safranina, dejandose durante 5 minutos,
observandose la morfologia microscopica caracteristica de H. pylori (Aguilar y
cols. 2004, Chilliua y cols. 2003, Lépez-Brea, 2004 3273,

6. Cuantificacién de crecimiento bacteriano

Se cuantifico el crecimiento bacteriano mediante la clasificacién de Totten
modificada (utilizada anteriormente para evaluar otros microorganismos
fastidiosos, 1982), considerando el numero de colonias por cuadrante. De la
siguiente manera: 1+, menos de 10 colonias en la zona de descarga inoculacion;
2+, mas de 10 colonias en la zona de descarga y menos de 10 en la segunda; 3+,
mas de 10 colonias en la 2a zona y menos de 10 en la tercera; 4+, mas de 10
colonias en la tercera zona y menos de 10 en la cuarta; 5+, mas de 10 colonias en
la cuarta zona de la caja de petri (Totten y cols. 1982 **9).

Purificar las cepas de H. pylori

En los -cultivos positivos para esta bacteria y que presentaron
contaminacion en el primo-aislamiento, posteriormente para poder aislar las
colonias puras en el sub-cultivo se efectué mediante la técnica de siembra en
reguilete, tomando las colonias con un asa estéril se suspendieron en un tubo con
solucion salina, y por ultimo se estas mismas se sembraron en los medios de
cultivo usando un asa nueva para cada estria para evitar el crecimiento por
contaminantes, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.
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Conservacion de las cepas

Cada cepa aislada se sembré en masivo en una caja de petri de cada
medio de cultivo utilizado. Posteriormente se recolecto la biomasa cada cepa
obtenida de las muestras positivas tanto en el primo-aislamiento como en los
subcultivos se guardaron en microtubos Euro y se congelaron a -70°C (1.5 mL de
caldo Brucella, 10% de suero de caballo y 25% de glicerol) a las 48 horas
posteriores a la observacion de crecimiento bacteriano positivo para Helicobacter
pylori, en las cuales estan presentes de manera dominante los bacilos cortos,
espirales y filamentosos de manera aislada en mas del 90% (Giono y cols. 2008,
Lépez-Brea, 2004 *>73),

7. Métodos y Técnicas de recoleccién de la informacién.
7.1. Departamento de Endoscopia

A cada paciente que acepto participar en el protocolo y que reunio los
criterios de inclusién se le realizo un cuestionario para la llenar la hoja de
recoleccion de datos. Se valoraron los antecedentes y factores que con mayor
frecuencia de relacionan con la presencia de enfermedad gastroduodenal
asociada a Helicobacter pylori y a la recurrencia de la misma. Efectuandose el
andlisis de las variables socio-demograficas de la poblacion en estudio.

7.2. Departamento de Microbiologia

A\

Control de calidad y preparacion: medios de transporte, cultivo, reactivos y
esterilizacion de material (Anexo 5).

Control diario del uso de la campana de flujo laminar.

Control diario de temperatura de la incubadora y del ultracongelador.

Registro de pruebas bioquimicas (ureasa, oxidasa y catalasa) y tinciébn gran
modificada.

Cultivo de Helicobacter pylori (caracteristicas de crecimiento).

Diagnastico histologico.

VV VYVYVY

7.3 Andlisis estadistico.

Se analizaron las variables en estudio con el paquete estadistico SPSS
version 17. Utilizando estadistica descriptiva; promedio y desviacion estandar. Asi
como prueba de Kruskal-Wallis para las variables cualitativas; Anova y Wilcoxon,
para las variables cuantitativas y Correlacién de Spearman y X? para los datos
clinicos. Se tomaran como estadisticamente significativos los valores de p=<0.05.
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Tabla 15. Variables en estudio.

Variables de los datos socio-demogréficos Variables de los datos experimentales
> Genero. » Gastritis crénica nodular.
> Edad. > Ulcera géstrica.
> Estado civil. > Ulcera duodenal.

» Domicilio.

» Antecedentes personales de » Ureasa
enfermedad gastroduodenal

> Sintomas » Cultivo

> Habitos alimenticios. _ ]

> Calidad del agua que consume. > Histologia

» Tabaquismo.

> Alcoholismo.

» Endoscopia previa.

» Tratamiento : mejoria y Adherencia

7.4. Consideraciones éticas

Se le informo a cada participante del protocolo en que consistia el estudio y
su participacion en el mismo, los pacientes que aceptaron firmaron el
consentimiento bajo informacion.

La informacién recabada mediante este estudio se manejo de manera
andénima y se le informo a cada participante de manera individual y confidencial su
resultado.

7.5. Aprobacion del Trabajo

El proyecto fue autorizado por el Comité de Investigacion y Bioética del
Departamento de Investigacién de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas
"Dr. Ignacio Chavez", UMSNH. Con un numero de registro: 0015.P.5/2008, de
manera simultanea fue aprobado por el Comité de Ensefianza, Investigacion y
Etica del Hospital General “Dr. Miguel Silva”, reviso y aprobd este protocolo con
numero de oficio 5009/160/08.
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Xl RESULTADOS
Poblaciéon en estudio

Del tamafio total de la muestra el 38.6% de los pacientes son de Morelia y el
resto de diferentes municipios del estado de Michoacan. El grupo de edad con mayor
prevalencia de las enfermedades gastroduodenales fue de 40-59 afios
(X¥= 43.2). En relacion a la ocupacion encontramos dos principales en genero
femenino labores del hogar (36.4%) y en masculino campesinos (22.7%). La
escolaridad mas frecuente es la de primaria incompleta (31.8%) y el estado civil
casados (56.8%). Las familias estuvieron conformadas de 1 a 8 integrantes, teniendo
la mayoria 5 integrantes (22.7%). En relacion a los antecedentes familiares de
enfermedades gastroduodenales encontramos: 2 pacientes con antecedente de
Gastritis cronica asociada a Helicobacter pylori, 1 Ulcera péptica y 1 de Cancer
gastrico. De estos solo 1 estaba en tratamiento actualmente. La mayoria comia en
casa n= 38 (86.4%). 37 pacientes consumen agua de purificada (84.1%). En relacion
a tabaquismo 20 pacientes (45.5%) tuvieron un indice tabaquico >20 cigarrillos, y 22
(50%) con alcoholismo ocasional. 19 pacientes (43.2%), con antecedentes personales
dispepsia, 1 paciente (2.3%) con gastritis cronica asociada a Helicobacter pylori, 9
pacientes (20.5%) con gastritis cronica, 2 pacientes (4.5%) con Ulcera gastrica, 1
paciente (2.3%) con linfoma y el resto sin antecedentes. 15 pacientes (34.1%) con
antecedente de endoscopia previa y el tratamiento que recibieron con mayor
frecuencia fue inhibidores de la bomba de protones. De estos 26 pacientes (59.1%)
mostraron mejoria posterior al tratamiento con una adherencia del 63.6%. El sintoma
mas frecuente encontrado fue dolor abdominal agudo recurrente (DAR) en un 63.6%,
seguido de pirosis, sensacion de plenitud, nauseas y sintomas laringeos. El tiempo de
evolucion del padecimiento fue desde 1 mes hasta 30 afios, siendo mayor la
poblacion con 8 afios (15.9%).

Tabla 16. Poblacién en estudio por grupos de edad y el diagndstico
endoscopico.

Diagnostico endoscopico
(No. de pacientes)
Grupos gastritis Ulcera
ged cronica gastrica o Ulcera
eda nodular péptica duodenal Total
<20 3 0 0 3
20-39 1 3 10
40-59 16 2 1 19
>60 7 3 2 12
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Cultivo
1. Pruebainicial con la cepa de referencia

En la prueba inicial se probo la efectividad de los medios utilizando la cepa de
referencia (ATCC 43504) adquirida del Departamento de Microbiologia.
Laboratorio de Bacteriologia Médica, Escuela Nacional de Ciencias BiolOgicas,
Instituto Politécnico Nacional. Se emplearon medios usualmente recomendados en
la literatura, base agar Brucella, 10% sangre de carnero y suplementado con
inhibidor VCN o Thayer Martin que se utiliza para el crecimiento de otros
microorganismos fastidiosos como Neisseria gonorrhoae y base agar Casman con
suero de caballo sin inhibidores (Murray y cols. 2003 ).

Tabla 17. Cultivo cepa de referencia ATCC 43504 utilizando base agar Brucella
con 10% sangre de carnero, con y sin inhibidor VCN.

Muestras Primo- Crecimiento Subcultivo Crecimiento
aislamiento bacteriano bacteriano
ATCC 43504 | Positivo +5 /+5 Negativo Negativo
Identificacion | Ureasa Oxidasa Catalasa Tincion Gram
bacteriana de modificada
colonias
sugerentes de
H. pylori
Positiva Positiva Positiva Bacilos gram-
negativo,
pleomérficos
forma de “S’,
“alas de
gaviota”,
“herradura”

Como se aprecia en la Tabla 17, teniendo como resultado crecimiento
bacteriano masivo a las 72 hrs. en base agar Brucella con 10% sangre de carnero
y suplementado con inhibidor VCN. Se obtuvo un significativo crecimiento de +5,
en los cuatro cuadrantes de la caja de petri, lo que se muestra en la Figura 9A. Se
recolectaron las colonias, se colocaron en un vial y se almacenaron a -70°C. Los
cultivos en los que se utilizo base agar Casman con suero de caballo sin
inhibidores mostraron contaminacion de la flora bacteriana acompafiante. Sin
embargo, al realizar el subcultivo fue negativo. Posteriormente se realizan pruebas
de identificacion bacteriana mediante microscopia donde se observaron las formas
tipicas de Helicobacter pylori, lo que se muestra en la Figura 9B.

74




Figura 9. Crecimiento de la cepa de referencia ATCC 43504.

A. Fotografia de crecimiento en los cuatro cuadrantes de la caja de petri
(+5).

B. Micrografia (1000X).Se observan bacilos Gram negativos largos y
cortos, pleomoérficos predominando las formas de “S”, “alas de gaviota”,
“herradura” y algunas formas cocoides Gram negativas.

Debido a que se obtuvieron resultados positivos se procedié a realizar las
primeras pruebas con pacientes. En este primer analisis se cultivaron cuatro
muestras de pacientes.

2. Prueba piloto con muestras de pacientes

Se aplicaron las condiciones de cultivo de la cepa de referencia y para
corroborar el resultado de las muestras de pacientes, se realizaron las mismas
pruebas de identificacion bacteriana descritas anteriormente. Utilizando como
medio de transporte tubo (13x100 mm) con 1.5 mL de solucion salina,
considerando que el tiempo transcurrido desde la toma de la biopsia hasta su
procesamiento fue menor a 4 horas (Blanco-Delgado y cols. 2001, Brooks y cols.
2002, Lépez-Brea y cols. 2004 #1273,

Adicionalmente se analizaron los diferentes métodos descritos para el manejo
de las muestras de tejido de biopsias de antro gastrico, como son las siguientes:

1. Homogeneizacion del tejido
a) Mortero de porcelana (Giono y cols. 2008
b) Tubos (16x100 y de 13x100 mm) (Chillihua y cols. 2003, Blanco-Delgado
y cols. 2001 22Y,
c) Dispersion de tejido sin macerarlo (Sanchez del Monte y cols. 2006 *28).

45) ]
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El mejor resultado (positivo) se obtuvo al realizar la homogeinizacién del
tejido utilizando un mortero de porcelana, por lo que esta metodologia fue aplicada
en todas las muestras procesadas posteriormente.

2. Prueba de ureasa. Se analizaron dos variantes:

a) Depositando un fragmento de la biopsia de antro gastrico directamente
dentro del tubo con ureasa e incubando a 37°C, verificando resultados
de en un periodo de 24 a 72 horas como maximo.

b) A partir del tejido homogeneizado, depositando dos gotas dentro del
tubo con ureasa bajo las mismas condiciones que el anterior.

Resultando en ambos casos positiva. Por lo cual, con la finalidad de
contar con mayor cantidad de muestra para el cultivo de H. pylori, se realizo la
prueba de ureasa a partir del tejido homogeneizado.

3. Numero de biopsias.

Al inicio se realizo el procesamiento y cultivo de una sola biopsia de antro
gastrico, aunque para poder evaluar los datos reportados anteriormente se
requeria de mayor cantidad de muestra, asi como aumentar la posibilidad de
recuperacion, por lo que se determino utilizar dos biopsias (Giono y cols. 2008,
Quiroga A.J. y cols. 2005 *>1%9),

La Tabla 18 muestra los resultados al emplear la primera combinacién de
medios de cultivo, como se puede observar, solo se obtuvieron resultados
positivos con la muestra de un paciente, en el resto los resultados fueron
negativos. En la muestra del paciente 2 se obtuvieron resultados positivos de
crecimiento bacteriano en la zona de descarga (+1), hasta los 10 dias, sin importar
el uso o no de inhibidor en el medio de cultivo, observandose mayor
contaminacion en el medio sin inhibidor. Sin embargo, el nimero de colonias fue
escaso y el subcultivo resulto negativo. Se aplicaron las pruebas bioquimicas
ureasa (de la biopsia y de toma directa de colonia sugerente de esta bacteria),
oxidasa y catalasa siendo positivas para la identificacién de H. pylori, al igual que
la tincion Gram modificada confirmando la presencia de la bacteria.
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Tabla 18. Cultivos de la prueba piloto utilizando base agar Brucella con, 10%
sangre de carnero con y sin inhibidor VCN.

Muestras Primo- Crecimiento | Subcultivo Crecimiento
aislamiento bacteriano bacteriano
-VCN | +VCN
1 Negativo NA NA NA
2 Positivo +1 +1 Negativo
3 Negativo NA NA NA
4 Negativo NA NA NA
Identificacion Ureasa Oxidasa Catalasa Tincion Gram
bacteriana de modificada
colonias
sugerentes de
H. pylori
Positiva Positiva Positiva Bacilos gram-
negativo,
pleomérficos
forma de “S’,
“alas de
gaviota”,
“herradura”

*-VCN: sin inhibidor VCN, +VCN: con inhibidor VCN, NA: no aplicado.

Es importante sefialar que aunque se obtuvo crecimiento esta muestra se
encontraba contaminada por bacterias y hongos, como se muestra en la Figura
2A. Al ser analizadas con mediante tincion Gram modificada se demostro la
presencia H. pylori (Figura 2B).

Al aplicar la segunda combinacion de medios de cultivos (base agar
Casman con suero de caballo) el resultado fue negativo y altamente contaminados
debido a que no se utilizo inhibidor y a que la mayoria de las bacterias a diferencia
de H. pylori tienen una tasa de crecimiento alta, no fueron valorables para el
diagndstico de esta bacteria.

En relacibn al resultado negativo del subcultivo esta relacionado
probablemente con un numero bajo de bacterias, y concuerda con lo reportado en
la literatura, ya que se ha descrito que el aislamiento de H. pylori en subcultivo es
dificil (Giono y cols. 2008 *°).
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*b: bacilos Gram negativos,c: formas cocoides

Figura 10. Cultivo positivo para H. pylori utilizando base agar Brucella
con 10% sangre de carnero. A) Fotografia de crecimiento bacteriano en la
zona de descarga (+1) de la caja de petri, muestra del paciente 2. B)
Micrografia (1000X).Se observan bacilos Gram negativos largos y cortos,
pleomorficos predominando las formas de “S”, “alas de gaviota”,
“herradura” y algunas formas cocoides Gram negativas.

3. Fase Il. Cultivo de las muestras

Como obtuvimos resultados positivos, se decidio aplicar a las muestras de
los pacientes incluidos en el protocolo la combinacién de base agar Brucella con
10% sangre de carnero y suplementado con inhibidor VCN (Forbes y cols. 2002,
Murray y cols. 2003 %),

Las pruebas bioguimicas aplicadas a estas cinco muestras con primo-
aislamiento positivo fueron positivas y la morfologia bacteriana microscépica
mediante la tincibn Gram modificada confirma la presencia de H. pylori (Figura 3).
Se obtuvo crecimiento en un periodo de 72 horas hasta 10 dias.

En todos los casos el crecimiento fue muy bajo imposibilitando obtener un
subcultivo exitoso. Ademas, es importante sefialar que aungue se utilizo antibiotico
en todos los casos positivos se obtuvieron cultivos con crecimiento de flora
acompanante.
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Tablal9. Cultivo de muestras Fase |.

Muestras | Primo- Crecimiento Subcultivo Crecimiento
aislamiento bacteriano bacteriano
-VCN | +VCN
1. Negativo NA NA NA NA
2. Negativo NA NA NA NA
3. Positivo +1 +1 Negativo NA
4. Negativo NA NA NA NA
5. Positivo +1 +1 Negativo NA
6. Negativo NA NA NA NA
7. Negativo NA NA NA NA
8. Positivo +1 +1 Negativo NA
9. Positivo +1 +1 Negativo NA
10. | Positivo +1 +1 Negativo NA
11. | Negativo NA NA NA NA
12. | Negativo NA NA NA NA
13. | Negativo NA NA NA NA
14. | Negativo NA NA NA NA
15. | Negativo NA NA NA NA
16. | Negativo NA NA NA NA
*-VCN: sin inhibidor VCN, +VCN: con inhibidor VCN, NA: no aplicado.
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Figura 11. Cultivo positivo para H. pylori utilizando base agar Brucella
con 10% sangre de carnero. Micrografia (1000X).Se observan bacilos
Gram negativos cortos, pleomérficos predominando las formas de “S”, “alas
de gaviota”, “herradura” y algunas formas cocoides Gram negativas,
confirmandose la presencia de H. pylori.

Ante esta situacion valoramos la opcion de utilizar otros medios reportados
en la literatura como utiles para el crecimiento de Helicobacter pylori, realizando la
siembra de la muestra por técnica de estria cruzada con hisopo estéril en lugar del
asa con la finalidad de obtener mayor crecimiento bacteriano. Los medios
alternativos que probamos y los datos mas importantes observados fueron los
siguientes:

79



Se realizaron siembras de este medio con hisopos utilizando base agar
chocolate y asa, observandose crecimiento escaso, colonias pequefias, con
presencia de otras colonias no sugestivas de Helicobacter pylori. Y Tiogliocolato
(Medio liquido), se realiza siembra mediante toma directa de la colonia de
Helicobacter pylori (cajas de petri con Agar Brucella), se coloca el hisopo en el
tubo con el medio y se coloca en incubadora. Se realiza tincion gram a las 24, 48,
72 horas, observandose morfologia bacteriana no sugestiva de esta bacteria. Por
lo cual se descarta la utilizacion de estos medios y técnica de siembra con hisopo
en el presente proyecto.

En base a los resultados obtenidos y posteriormente a una capacitacion en la
Facultad de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional, se modificaron
los medios de transporte de la muestra del Departamento de Endoscopia al
Laboratorio de Microbiologia, la base agar del cultivo y suplementos, siguiendo la
misma metodologia para realizar el cultivo de las muestras.

4. Fase Il. Cultivo de las muestras

Las muestras de biopsias gastricas se recolectaron en caldo Brucella con 10%
suero de caballo con la finalidad de mantener las biopsias en éptimas condiciones
y posteriormente ser transportadas al Laboratorio para su analisis. Utilizando base
agar Casman con 10% de sangre de carnero desfibrinada al 10% sin antibiético y
sangre laqueda de caballo al 10% con y sin suplemento antimicrobiano Skirrow
(Vancomicina, Polimixina y Trimetropin) para disminuir el sobre-crecimiento de
cualquier flora competitiva. Las placas se incubaron bajo las mismas condiciones
descritas previamente (Brooks y cols. 2004, Giono y cols. 2008, Kuster J. y cols.
2006, Parlapianno y cols. 2006 °:468:10%)

Resultando negativas las muestras de la 17 a la 24.

Es importante mencionar que se analizo una variante sobre la atmosfera
microaerofilica que se requiere para el crecimiento de H. pylori, aplicAndose a la
cepa de referencia (ATCC 43504) utilizando Alkaseltzer (dos tabletas
efervescentes, en cada revisién de los cultivos) para la liberacion de CO, en un
frasco de vidrio perfectamente cerrado, obteniéndose crecimiento de H. pylori
masivo (+5), congelandose a -70°C a las 72 horas. De manera simultdnea se
utilizo esta misma técnica para las muestras 19, 20, 21,22 obteniendo resultados
negativos al igual que con la utilizacion de concentracién de gases utilizadas en el
resto de las muestras, por lo que se decide continuar con esta ultima para generar
el ambiente microaerofilico.
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Fase lll. Cultivo de las muestras

Posteriormente debido que recuperacion que se obtuvo, a partir de la
muestra numero 25 se realizo la preparacion de medios de cultivo de manera
frecuente (cada semana), ya que la vida media de los antimicrobianos es corta. Se
utilizo base agar Casman con 10% sangre laqueda de caballo con y sin
suplemento antimicrobiano Skirrow, adicionamos polienriqguecimiento o 1%
isovitalex (BD Bioxon) liofiizado usado para mejorar el crecimiento de
microorganismos exigentes.

Tabla 20. Cultivo de muestras con base agar Casman, sangre lagueada con y sin
Antibidtico Skirrow, 1% isovitalex.

Muestras | Primo- Crecimiento Subcultivo Crecimiento
aislamiento bacteriano bacteriano
-Skir | + Skir
25 Negativo NA NA NA NA
26 Negativo NA NA NA NA
27 Positivo +2 +2 Positivo +2
28 Positivo +2 +2 Positivo +2
29 Negativo NA NA NA NA

*-Skir: sin Skirrow, + Skir: con Skirrow, NA: no aplicado.

Se obtuvieron resultados positivos en dos muestras incrementandose el
namero de colonias a +2 en comparacién con los métodos antes probados y
en ambos casos el subcultivo fue positivo, congelandose a -70°C a las 72
horas en caldo Brucella, 10% de suero de caballo y 25% de glicerol (Tabla 19).
Las pruebas bioquimicas y la tincion Gram modificadas realizadas para la
identificacion de H. pylori fueron positivas. Es importante sefalar que el
periodo de dias para la identificacion de H. pylori fue de 3 a 7 dias,
significativamente mas corto que las primeras incubaciones.

La Figura 4 muestra una comparacion del crecimiento bacteriano al emplear
el medio antes descrito con y sin antibiético, como se puede observar en los
dos casos se observo un crecimiento Unicamente en la zona de descarga, sin
embargo en A, el cual carece del antibiético, presenta crecimiento de otras
bacterias. El analisis de histologia comprob¢ la presencia de H. pylori con
diferentes formas Figura 4C).
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*m: morfologia macroscépica

Figura 12. Cultivo positivo para H. pylori utilizando base agar Casman
con 10% sangre laqueda de caballo con y sin suplemento
antimicrobiano Skirrow y 1% isovitalex. A) Fotografia de crecimiento
bacteriano en la zona de descarga (+2) de la caja de petri, observandose la
morfologia caracteristica de las colonias de Helicobacter pylori, muestra del
paciente 27 (sin suplemento inhibidor skirrow). B) Fotografia de
crecimiento bacteriano en la zona de descarga (+2) de la caja de petri,
observandose la morfologia caracteristica de las colonias de Helicobacter
pylori, muestra del paciente 27 (con suplemento inhibidor skirrow). C)
Micrografia (1000X).Se observan bacilos Gram negativos largos y cortos,
pleomérficos predominando las formas de “S”, “alas de gaviota”,
“herradura” y algunas formas cocoides Gram negativas, confirmandose la
presencia de Helicobacter pylori.

5. Fase IV Condiciones Finales. Anélisis Comparativo

Debido a que en las condiciones anteriores se obtuvieron resultados

positivos en el primo-aislamiento, se aplico la misma metodologia, analizandose
como prueba final las combinaciones de base agar usadas anteriormente,
modificando el inhibidor VCN por Skirrow y adicionando polienriquecimiento (1%
Isovitalex), corroborando la importancia de utilizar estos dos componentes para la
obtencién de mayor cantidad de crecimiento bacteriano en cada uno de los medios
de cultivo utilizados. Asi como, en base a lo reportado previamente en otros
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estudios, se adiciona 20% glicerol al medio de transporte caldo Brucella con 10%
suero de caballo, para obtener una mejor conservacion de la muestra desde su
recoleccion hasta su procesamiento (Sanchez del Monte J. y cols. 2006 %)

Debido a que existen varios reportes en la literatura de la realizacion de
Cultivos con Base Agar Brucella, y a que con el VCN uno de los problemas que se
presentaron fue el crecimiento de contaminantes, decidimos prepararlo
suplementado con inhibidor por Skirrow y Isovitalex. Por lo que se utilizaron las
siguientes combinaciones en esta fase:

a) Base Agar Brucella con 10% sangre de carnero con y sin suplemento
inhibidor Skirrow e Isovitalex.

b) Base Agar Casman con 10% de sangre laqueada de caballo Base
Agar con y sin suplemento Skirrow e Isovitalex.

c) Base Agar Casman con 10% de suero de caballo con suplemento
Skirrow e Isovitalex.

No se utilizo base agar Casman con sangre de carnero desfibrinada debido
a que en las muestras a anteriores los resultados fueron negativos.

Obtuvimos colonias de manera aislada, cultivos puros de H. pylori, el
periodo de dias para la identificacion de esta bacteria fue de 3 a 7 dias
realizandose la pruebas bioquimicas antes mencionadas y la tincion Gram
modificada con resultados positivos. Asi como un primo-aislamiento con
crecimiento en los cuatro cuadrantes (+5) y obteniendo en todas las muestras
subcultivos positivos.

Como se puede apreciar en la tabla 21, en las muestras en que se
obtuvieron resultados positivos, observandose diferencias en relaciéon al
crecimiento en la zona de descarga (+1) y crecimiento de >10 colonias en la
primera zona y < 10 en la segunda (+2).Ademas, de que el uso de suplemento
inhibidor Skirrow disminuye la cantidad de crecimiento de la flora acompafante,
permitiendo el aislamiento con mayor facilidad y la recuperaciéon de mayor nimero
de colonias de H. pylori en los subcultivos. En relacién a la cuantificacion del
crecimiento bacteriano por numero de colonias en los subcultivos se observo
recuperacion en las ocho muestras positivas, teniendo incremento en el nimero
de colonias en algunas muestras en los cuatro cuadrantes (+5).
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Tabla 21. Crecimiento de H. pylori utilizando diferentes condiciones de cultivo.

Muestra | Primo- Crecimiento bacteriano Subcultivo Crecimiento
S aislamiento bacteriano
AB | ABS | ACL | AC | AC
LS |sS
30. Positivo +5 |+5 | +5 |+5 | +5 | Positivo +5
31. Negativo NA [NA | NA | NA | NA |[NA NA
32. Negativo NA [NA | NA | NA | NA |[NA NA
33. Positivo +2 | +2 | +2 | +2 | +2 | Positivo +3
34. Negativo NA | NA |NA | NA | NA|NA NA
35. Negativo NA | NA |NA | NA | NA|NA NA
36. Positivo +1 | +1 +1 +2 | +2 | Positivo +2
37. Positivo +1 | +1 +1 +1 | +2 | Positivo +2
38. Positivo +1 |+1 | +2 |+2 | +3 | Positivo +5
39. Negativo NA |NA | NA | NA | NA |[NA NA
40. Positivo +1 |+4 | +1 |+2 | +4 | Positivo +3
41. Negativo NA |NA | NA | NA | NA |[NA NA
42. Positivo +1 | +1 +1 +1 | +2 | Positivo +2
43. Positivo +1 | +1 +1 +1 | +2 | Positivo +3
44. Positivo +1 | +2 +2 +2 | +3 | Positivo +2

* AB: Base Agar Brucella con 10% sangre de carnero e Isovitalex. ABS: con
suplemento inhibidor Skirrow. ACL: Base Agar Casman con 10% de sangre
laqueada de caballo e Isovitalex. ACLS: Base Agar Casman con 10% de sangre
lagueada de caballo e Isovitalex con suplemento inhibidor Skirrow. ACsS: Base
Agar Casman con 10% de suero de caballo con suplemento Skirrow e Isovitalex.
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Como se muestra en la Figura 5. Se obtuvieron resultados positivos con los
medios utilizados colonias de manera aislada, cultivos puros de H. pylori, el
periodo de dias para la identificacion de esta bacteria fue de 3 a 7 dias
realizandose la pruebas bioquimicas antes mencionadas y la tincion Gram
modificada con resultados positivos. Asi como un primo-aislamiento  con
crecimiento en los cuatro cuadrantes (+5) y obteniendo en todas las muestras
subcultivos positivos.

Como se puede apreciar en las muestras en que se obtuvieron resultados
positivos, observandose diferencias en relacion al crecimiento en la zona de
descarga (+1) y crecimiento de >10 colonias en la primera zona y < 10 en la
segunda (+2). Ademas, de que el uso de suplemento inhibidor Skirrow disminuye
la cantidad de crecimiento de la flora acompafiante, permitiendo el aislamiento con
mayor facilidad y la recuperacién de mayor nimero de colonias de H. pylori en los
subcultivos. En relacién a la cuantificacion del crecimiento bacteriano por nimero
de colonias en los subcultivos se observo repuracién en las ocho muestras
postivas, teniendo incremento en el numero de colonias en algunas muestras en
los cuatro cuadrantes (+5).
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Figura 13. Cultivo positivo para H. pylori: Se utilizaron las combinaciones
con base agar Brucella con 10% sangre de carnero y Casman base agar
Casman con 10% sangre laqueda de caballo con y sin suplemento
antimicrobiano Skirrow y 1% isovitalex. A) Primo-aislamiento de H. pylori
muestra del paciente numero 30, en la cual se observa crecimiento
bacteriano en los cuatro cuadrantes de la placa de petri (+5). Al: agar
Brucella; A2: Agar Casman con sangre laquedad; A3: Agar Casman con
suero de caballo. B) Micrografia (1000X). Se observan bacilos Gram
negativos largos y cortos, pleomoérficos predominando las formas de “S”,
“alas de gaviota”, “herradura” y algunas formas cocoides Gram negativas,
confirmandose la presencia de Helicobacter pylori. B1: agar Brucella; B2:
Agar Casman con sangre laquedad; B3: Agar Casman copn suero de
caballo. C) Subcultivo positivo para H. pylori utilizando Agar Casman con
suero de caballo muestra del paciente numero 30 (C1). Micrografia (1000X),
observandose la morfologia caracteristica de Helicobacter pylori (bacilos
largos) (C2).

86



Resultados de analisis de bioestadistica

Al realizar la comparacion de proporciones entre la muestra de cada uno de los
tres grupos estudiados y el diagndstico de Helicobacter pylori mediante cultivo,
encontramos lo siguiente:

» De 32 casos con Gastritis Cronica Nodular, obtuvimos 9 casos con
crecimiento positivo en cultivo para Helicobacter pylori, teniendo una
proporcién de (9/32).

> De 6 casos con Ulcera Gastrica o péptica, obtuvimos 4 casos con
crecimiento de Helicobacter pylori, con una proporcion de (4/6).

» De 6 casos con Ulcera Duodenal, obtuvimos 3 casos con crecimiento de
Helicobacter pylori, siendo una proporcion de (3/6).

La proporcion observada en los tres grupos estudiados es menor a la reportada
previamente en la literatura (comparacion de proporciones). Y debido a que la
infeccion por Helicobacter pylori se presenta con igual proporcién en las 3
patologias, concluimos que no hay diferencia estadistica entre las tres
proporciones, resultando una “proporcion global” de 16/44.

En relacién a la prueba de ureasa, encontramos los siguientes resultados:

Grupo 1 (Gastritis cronica nodular). Ureasa predice bien los verdaderos positivos
(sensibilidad 9/9 = 1). Once son falsos negativos teniendo una especificidad 12/23
= .52.

Grupo 2 (Ulcera gastrica). Ureasa predice bien los verdaderos positivos
(sensibilidad 4/4 = 1). Dos son falsos negativos teniendo una especificidad 0/2 = 0.

Grupo 3 (Ulcera duodenal). Ureasa predice bien los verdaderos positivos
(sensibilidad 3/3 = 1). Una resulto falso negativo teniendo una especificidad 2/3 =
.66.

Es importante mencionar que debido al tamafio de la muestra los valores no
son representativos de la poblacion. Se encontré correlacion estadisticamente
significativa entre la prueba de ureasa y los medios de cultivo utilizados para la
identificacion de H. pylori (p=0.015, correlacion de Spearman).

En base a los resultados de las muestras de los ultimos 15 pacientes donde
se usaron de manera comparativa los medios utilizados se encontr6 que:

Al utilizar Casman/SLC/Skirrow se obtuvo mayor crecimiento bacteriano por
namero de colonias y en mas cuadrantes que con Brucella (Wilcoxon), y a su vez
al utilizar Casman/Suero/Skirrow el crecimiento bacteriano fue mayor que con
Cassman/SCL/Skirrow. Al correlacionar Casman contra suero y sangre laqueada
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obtuvimos una p=0.016 mediante la prueba de Wilcoxon, indicando que el suero
es el que proporciona el mejor resultado.

En relacion a las variables socio-demogréficas, se encontrd una correlacion
estadisticamente significativa en género (p=0.023, y ?), en género femenino el
43.2% con diagnostico de Gastritis Crénica Nodular, 4.5% ulcera duodenal, a
diferencia del género masculino con 29.5% Gastritis Cronica Nodular, 13.6%
Ulcera gastrica o péptica y 9.1% Uulcera duodenal. En el andlisis del resto de las
variables no se encontraron datos estadisticamente significativos.

Por otro lado, se encontroé que 17/44 muestras (38.6%), tuvieron diagndstico
de metaplasia, la cual se considera una lesion premaligna y que puede dificultar la
recuperacion de H. pylori en el cultivo. Sin embargo, obtuvimos 5 cultivos positivos
(+1) que tenian este diagnostico histologico. Asi como también 4 cultivos
negativos que por histologia se diagnéstico infeccion por esta bacteria.
Encontramos que se asocio mas frecuentemente a la Gastritis Cronica Nodular,
seguida de Ulcera Géstrica y por ultimo Ulcera Duodenal, afectando el grupo de
edad de 40 a 59 afios (52.9%), de igual manera que la frecuencia observada para
enfermedades gastroduodenales, pero sin diferencias en género.
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XIl. DISCUSION

Debido a que no existe un método estandarizado para el desarrollo de
cultivos, la incrongruencia y contradicciones en la literatura, éste trabajo de tesis,
se enfocé en desarrollar la metodologia necesaria para obtener un cultivo de
Helicobacter pylori. Hasta donde sabemos es el primer trabajo en el que basado
en los datos de la literatura, se desarrollaron diferentes combinaciones y se
comparan los resultados.

Inicialmente se realizo el cultivo de Helicobacter pylori utilizando los medios
recomendados por la literatura, ya que existen datos que fundamentan que se
puede recuperar esta bacteria utilizando base agar Brucella con 10% de sangre de
carnero con VCN y base agar Casman con 10% de suero de caballo, se realizo la
siembra de la cepa de referencia ATCC. Nuestros resultados fueron positivos para
ambos casos, sin embargo, al usar base agar Casman con 10% de suero de
caballo, el indice de contaminacion fue alto debido a que esta combinacion es un
medio de cultivo enriquecido y no se utilizo antibiético para inhibir el crecimiento
de contaminantes. Ademas para poder estudiar esta bacteria se requiere aislarla
en subcultivo (minimo dos cajas de petri) para obtener mayor nimero de colonias
puras de H. pylori y asegurar la recuperacion después de congelar la biomasa
bacteriana a -70°C para poder realizar posteriormente estudios tanto de
Microbiologia clinica como de Biologia Molecular. No obtuvimos cultivos positivos
debido al crecimiento de flora acompafante, y estas a diferencia de H. pylori
tienen una tasa de crecimiento alto, por lo que impidieron obtener resultados
positivos.

El crecimiento de la cepa de referencia se espera que sea abundante y se
distribuya de manera masiva en los cuatro cuadrantes de la caja de petri, ya que el
vial congelado de la misma contiene la recoleccion del crecimiento de obtenido a
partir cuatro cajas de petri. A diferencia de los aislados clinicos (muestras de
pacientes) en las cuales la densidad bacteriana es menor y ademas varia por
factores relacionados con el hospedero y la fisiologia de la bacteria. Se realizo la
identificacion bacteriana a partir de las colonias sugerentes de la presencia de
esta bacteria, mediante las pruebas bioquimicas ureasa, oxidasa y catalasa, las
cuales fueron positivas, observandose en la tincion Gram modificada las
caracteristicas de la morfologia microscopica de H. pylori confirmandose el
diagndstico. Lo cual concuerda con lo reportado previamente (Giono y cols. 2008
%), por lo que se decidi6 aplicar esta misma metodologia en una prueba piloto con
las muestras de cuatro pacientes, seleccionandolos en base a nuestros criterios
de inclusion.

Debido a que en el cultivo de la cepa de referencia los resultados fueron
positivos, se decidié corroborar este resultado utilizando muestras de pacientes,
bajo las mismas condiciones de incubacion y atmosfera microaerofilica, a su vez
evaluando otros parametros como son numero de biopsias, macerado y ureasa.

89



Se obtuvo mejor resultado al homogeneizar el tejido en un mortero de
porcelana en comparacion con el uso de tubos y dispersion de tejido, esto se debe
a que las bacterias se localizan junto a las células del epitelio gastrico (intercelular)
0 sobre la capa de mucina, de manera que al homogeneizar el tejido se liberan
estas bacterias y es mucho mas factible el cultivo realizandolo en condiciones
adecuadas. Es importante sefialar esta técnica no afecta la recuperacion de esta
bacteriana. Para corrobar cual de las dos zonas (antro gastrico y borde de la
Ulcera) es la mas adecuada para el cultivo a partir de las biopsias tomadas en los
pacientes con Ulcera géastrica y duodenal, aplicAndose ureasa (biopsia) de manera
simultanea siendo ambos resultados positivos, encontrando que el sitio mas
adecuado es el antro gastrico debido que se sabe que H. pylori se adhiere y
coloniza por afios esta zona y ademas los cultivos de muestras tomadas de borde
de ulcera tuvieron crecimiento de flora acompafante en mayor proporcion que las
de antro. Posteriormente se analizaron los medios de cultivo.

Con el objetivo de verificar las condiciones de la cepa de referencia se
decidié realizar una prueba piloto obteniéndose resultado con una de cuatro
muestras de pacientes analizadas. Esto puede deberse a que diferentes
caracteristicas relacionadas con el paciente como son el diagndéstico endoscopico,
tratamientos previos, tiempo de evolucion, recidivas de la patologia, que
ocasionan modificaciones en la densidad bacteriana y por lo tanto en el resultado
del cultivo bacteriano. Por otro lado la diferencia entre la densidad bacteriana
contenida en la cepa de referencia y los aislados clinicos es mayor.

Por otro lado es importante sefialar que los resultados de Anatomia
Patoldgica fueron positivos para dos pacientes de las cuatro muestras, lo cual se
explica porque los cultivos de la primera se desecharon antes de los 10 dias
debido a contaminacion con bacterias y hongos.

En las condiciones finales (comparativas) una vez que se obtuvieron
resultados positivos con incremento en el nimero de colonias, asi como
resultados positivos en los subcultivos. Se determino utilizar estas mismas
condiciones utilizando el suplemento inhibidor Skirrow, el cual esta documentado
como uno de los antibiéticos méas recomendados para el cultivo de H. pylori, el
cual también se utiliza para el aislamiento de Campilobacter, actia disminuyendo
el crecimiento de la mayor parte de patdgenos que se encuentran en las muestras
gue manejamos en este trabajo de investigacion, sin afectar la recuperaciéon de H.
pylori. Es interesante mencionar que cuando se utilizo este inhibidor se redujo
notablemente el nimero de contaminaciones, permitiendo el aislamiento adecuado
y la recuperacibn en el subcultivo. De igual manera se decidid6 usar
polienriquecimiento ya que es un aditivo que proporciona los nutrientes necesarios
para el crecimiento de microorganismos exigentes como son Vvitaminas,
aminoacidos, enzimas, hierro y dextrosa (Giono y cols. 2008 *°).

Otro aspecto importante es que al confirmarse el diagndstico presuntivo de
H. pylori mediante el resultado de ureasa se demostro que la cantidad de bacterias
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es diferente en cada paciente, ya que en algunas se requeria de la colocacién de
mayor cantidad de muestra para poder obtener el resultado positivo, lo que explica
la variacion en la densidad bacteriana en cada una de las muestras. Los
resultados en la prueba de ureasa a partir de la biopsia y de anatomia patoldgica
marcan radicalmente los resultados obtenidos mediante el cultivo de este
patdgeno, ya que influyen de manera caracteristica las condiciones especificas
implicitas en cada paciente.

El tiempo de incubacion para aislar H. pylori utilizando base agar Casman
con y sin Skirrow fue del 2 a 7 dias de los cultivos positivos siendo el promedio de
2 a 3 dias, con crecimiento en los cuatro cuadrantes (+5) y subcultivos positivos,
fue menor en relacion a los cultivos con Base Agar Brucella con y sin VCN si
observamos crecimiento de colonias fue en la zona de descarga, y el crecimiento
de flora acompafiante, sin lograrse aislar para subcultivo y el periodo de dias para
la identificacion de H. pylori fue de 3 a 10 dias. Sin embargo, al modificar el
inhibidor por Skirrow y Isovitalex, obtuvimos colonias de manera aislada y en
menor cantidad que en los otros dos medios de cultivo, y el periodo de dias para la
identificacion de H. pylori fue de 3 a 7 dias, con crecimiento en los cuatro
cuadrantes (+5), y los subcultivos positivos.

Se obtuvo un 68.2% de prueba de ureasa positivas, 36.4% de positividad
por cultivo y 50% por histologia de un total de 44 muestras, estos porcentajes de
positividad para el diagnostico de H. pylori es menor a lo reportado en la
previamente literatura. No obstante, en relacion al resultado de la prueba ureasa
debemos considerar que como reportan varios autores en el antro gastrico pueden
estar presentes otras bacterias ademas de H. pylori como son pseudomona,
estafilococos, estreptococos, entre otros, que son productoras de ureasa en las
muestras de biopsias gastricas, por lo que podemos obtener resultados falsos
positivos. Por lo anterior, es importante considerar que la ureasa es un diagnéstico
presuntivo de la presencia de H. pylori y no es una prueba concluyente. Que
puede dar resultados falsos positivos y a su vez generar tratamientos inadecuados
(Mandado y cols. 2003 ®).

El nimero de biopsias es un aspecto fundamental para obtener mejores
resultados en el cultivo, iniciamos con una sola biopsia, y debido a las pruebas
realizadas durante el estudio piloto se determino que se usarian dos para el
protocolo. Es importante resaltar que en la fase comparativa final se utilizaron
cuatro biopsias, con la finalidad de evaluar si podia existir un incremento en el
porcentaje de recuperacion de esta bacteria, encontrandose que de 5 muestras
procesadas 4 fueron positivas, esto puede ser resultado del analisis de cuatro
zonas diferentes y al aumento de la densidad bacteriana utilizada para el cultivo
(L6pez-Brea, 2004 ™).

Cuando se utiliz6 VCN o Thayer Martin se observo que el crecimiento de H.
pylori es menor, requiere mayor cantidad de dias para obtener resultados vy la
inhibicion de la flora acompafiante es menor observando contaminacion del cultivo

91



desde las 24 horas, y debido a que el crecimiento de esta bacteria es en promedio
a partir de 48 a 72 hasta 10 dias, en algunos muestras es dificil valorar la
presencia o ausencia de H. pylori (Chillihua y cols. 2003, Murray y cols. 2003 #+%9).

El porcentaje de los derivados sanguineos de caballo tanto la sangre
lagueada como el suero, algunos autores manejan incluso sangre completa de
caballo también influye de manera importante en los resultados, por lo cual
utilizarlos al 10% mejora el crecimiento bacteriano (Giono y cos. 2008 *°).

En cultivos viejos después de las 72 horas los bacilos toman formas
cocoides, misma que se considera un periodo latente de la bacteria en el cual ya
no se recupera ni en resiembra, ni en congelacion. Ademas que pruebas
bioquimicas como la catalasa se modifica, dando resultados positivos dudosos
(Buckley y cols. 1998 °).

Se compararon los resultados obtenidos en las diferentes bases de agar
adicionados con sangre de carnero, sangre laqueada y suero de caballo, utilizados
para el cultivo ya que son ampliamente recomendados, aunado a que obtuvimos
resultados positivos con el uso de los mismos.

Las caracteristicas de las colonias bacterianas encontradas fueron en base
agar brucella colonias pequefias, lisas, grisdceas predominantemente, a diferencia
de los cultivos en base agar Casman en los cuales se observaron colonias
translucidas como “gotas de rocio”, la morfologia microscépica encontrada fueron
bacilos cortos en forma de “S”, “herradura” y “alas de gaviota”, sin embargo en
algunas muestras se observaron bacilos largos que solo han sido reportados por
algunos autores (Kasper y cols. 2005, Quiroga y cols. 2005 ®>1%%) estas variantes
podrian estar relacionadas con los factores de virulencia, cambios de
adaptabilidad al ambiente o las caracteristicas de las diferentes cepas infectantes.
Esto indica que el medio de cultivo permite el crecimiento sin embargo, si existen
diferencias en las bacterias, lo cual indica que para analizar estas variaciones
encontradas en los aislados clinicos de deben realizar tipificaciones fenotipicas y
genéticas.

La recuperacién de Helicobacter pylori en los aislados clinicos puede estar
relacionada con la densidad bacteriana que tenga el paciente, asi observamos que
en los pacientes con diagnostico de Ulcera Duodenal tuvimos mayor nimero de
cultivos positivos. Este dato coincide con lo reportado en la literatura en relacion a
que la correlacion de Ulcera duodenal se asocia con mayor frecuencia a la
presencia de H. pylori comparado con la Gastritis Nodular Cronica y Ulcera
Gastrica (Péptica) (Pajares y Gisbert, 2006 1%).

Obtuvimos un grupo de pacientes con diagnostico de Gastritis Nodular
Crénica debido a que de los tres diagndsticos que consideramos como criterios de
inclusion fue el diagnéstico mas frecuente en los pacientes que acudieron a la
consulta del Servicio de Endoscopia. Ademas la mayoria de los pacientes con
diagnostico de Ulcera Gastrica (Péptica) y Ulcera duodenal que acudieron se trato
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pacientes que estaban en el Servicio de Urgencias y Medicina Interna debido a
sangrado de tubo digestivo alto y en tratamiento (Inhibidores de la bomba de
protones, antibidticos, etc.), los cuales debido a su mecanismo de accién pueden
causar una disminucion de la densidad bacteriana H. pylori a nivel de la mucosa
gastrica y a su vez resultados falsos negativos en el cultivo.

Otro aspecto interesante es que en estos pacientes se observo que
frecuentemente tenian diagndstico de enfermedades cronico-degenerativas como
Diabetes Mellitus o enfermedades que causan inmunosupresion como infecciones
virales (Hepatitis), entre otras, lo cual nos sugiere que la respuesta inmune
desempeiia un papel fundamental en relacion a las manifestaciones clinicas
asociadas a la infeccion por H. pylori. Estas caracteristicas de los pacientes los
excluian del proyecto de investigacion. Lo anterior ocasiono que en los grupos por
diagndstico endoscopico quedaran formados con diferente nimero de pacientes y
sobre todo en menor niumero con Ulcera gastrica y duodenal.

Es importante considerar que no encontramos correlacion estadisticamente
significativa entre los resultados de cultivos positivos y el diagndstico histoldgico
(Hematoxilina-Eosina) positivos a H. pylori, esto puede estar relacionado con que
esta bacteria coloniza la mucosa gastrica en forma de parches (sitios de toma de
biopsia son diferentes) y a la presencia de formas cocoides en el paciente. Por
otro lado, es importante mencionar que mediante el andlisis de las biopsias
utilizando la tincibn de hematoxilina/eosina en el departamento de anatomia
patologica, se encontr6 que 17/44 muestras (38.6%), tuvieron diagnostico de
metaplasia, la cual se considera una lesion premaligna y que puede dificultar la
recuperacion de H. pylori en el cultivo, ya que se ha reportado que esta bacteria
no coloniza zonas de metaplasia (Baquero y cols. 2004, Kasper y cols. 2005 1),
Sin embargo, obtuvimos 5 cultivos positivos (+1) que tenian este diagndstico
histol6gico. Asi como también 4 cultivos negativos que por histologia se
diagnéstico infeccion por esta bacteria. Encontramos que se asocio mas
frecuentemente a la Gastritis Crénica Nodular y Ulcera Gastrica, en relacién al
primer grupo debemos considerar que es el grupo de pacientes de mayor tamafio
y afectando el grupo de edad de 40 a 59 afios (52.9%), al igual que la presencia
de infeccion por H. pylori, sin diferencias en género. Por lo que la metaplasia es un
factor importante que influye probablemente en la densidad bacteriana y a su vez
en los resultados en el cultivo.

El porcentaje de recuperacién de H. pylori a partir de aislados clinicos en
cultivo, coincide con lo reportado en estudios previos a nivel Nacional (Giono y
cols. 2008 *).

De los pacientes estudiados se encontrdé una correlacion estadisticamente
significativa (p= 0.023), en género femenino el 43.2% con diagnostico de Gastritis
Cronica Nodular, 4.5% ulcera duodenal, a diferencia del género masculino con
29.5% Gastritis Cronica Nodular, 13.6% Ulcera gastrica o péptica y 9.1% Ulcera
duodenal. Se han reportado diferencias en genero de la respuesta de la mucosa a
la infeccion de H. pylori y la atrofia y metaplasia intestinal en cuerpo gastrico, es
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mas severa en hombres que en mujeres, particularmente en pacientes de edad
avanzada, probablemente asociada a una alta induccion de expresion del mRNA
de COX-2, observandose mayor porcentaje de Ulcera gastrica y duodenal en este
grupo de pacientes y a su vez mayor frecuencia de Gastritis Crénica Nodular en
mujeres. Siendo el grupo de edad con mayor frecuencia de enfermedades
gastroduodenales de 40-59 afios 19/44 (43.2%). Por otro lado, aunque algunos
autores recomiendan que el cultivo se realice posterior a un periodo de uno a tres
meses de suspension de tratamiento, en este trabajo de investigacion se observo
dificultad para encontrar pacientes que fueran a endoscopia y que estuvieran sin
tratamiento previo de una semana (Del Valle y cols. 2008, Maghidman y cols.
2001, Murakami y cols. 2006 287789,

El sintoma mas frecuente fue el dolor abdominal recurrente (63.6%), dato
reportado previamente en estudios realizados en nifios con infeccion por H. pylori
(Giono y cols. 2006 *®). Debido a que esta bacteria puede colonizar de manera crénica
se observo que el tiempo de evolucion de las enfermedades gastroduodenales
presentes en los pacientes participantes fue desde un mes hasta 30 afios. Se
encontraron 1 caso de Ulcera Gastrica y 3 casos de Ulcera Duodenal en el grupo de
20 a 39 afos de edad, lo cual podria estar relacionado con la adquisicion de la
infeccién por esta bacteria en etapas tempranas de la vida (Torres y cols. 2004 *%).

Se encontraron 4 pacientes con antecedente familiar de enfermedades
gastroduodenales de los cuales 1 esta en tratamiento actualmente. Estos datos son
importantes debido a que se ha identificado que la infeccion de miembros de la familia
como un factor de riesgo para la transmision de H. pylori. Debido a que se ha
encontrado homologia en el genoma de H. pylori en miembros de la misma familia
(Azevedo N. y cols. 2006, Morales y cols. 2003, Tierney L. y cols. 2006 "3,

El 45.5% del total de los pacientes tuvieron un indice tabaquico > 20 cigarrillos,
este dato concuerda con lo reportado en la literatura, ya que el tabaquismo esta
considerado como un cofactor importante en la manifestacion de estas patologias
(Kasper y cols. 2005 ).

Los mejores resultados en la fase comparativa final de medios de cultivo, se
encontré que al utilizar Casman/SLC/Skirrow se obtuvo mayor crecimiento bacteriano
por numero de colonias y en mas cuadrantes que con Brucella (Wilcoxon), y a su vez
al utilizar Casman/Suero/Skirrow el crecimiento bacteriano fue mayor que con
Cassman/SCL/Skirrow (p=0.016, Wilcoxon). Por lo cual para la identificacion de H.
pylori la base agar mas recomendable es Casman con 10% de suero de caballo y
suplementado con inhibidor Skirrow.

El aislamiento mediante cultivo de Helicobacter pylori es sin duda el método mas
especifico en el diagnostico del microorganismo, por lo cual es importante que se
realice de manera rutinaria en las Instituciones de salud, y de esta manera otorgarle al
paciente un tratamiento individualizado, asi como un mejor seguimiento del mismo.
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XIll. CONCLUSIONES

> Hasta donde sabemos es el primer estudio donde se reporta la
estandarizacion del método para el cultivo de Helicobacter pylori, utilizando
todos los datos reportados en la literatura. Se obtuvo un método de cultivo
sensible, eficiente y reproducible. El cultivo de esta bacteria utilizando las
condiciones antes mencionadas se obtiene en un promedio de 2 a 4 dias (3
dias).

> Para el crecimiento y recuperacion de H. pylori se requieren de
medios de cultivos enriquecidos que proporcionen todos los nutrientes
necesarios.

> Existe una variacion importante en la densidad bacteriana de cada
paciente, que afecta directamente los resultados obtenidos mediante el
cultivo.

> Debido a que la muestra que es aislada a partir de la biopsia de antro
gastrico, es necesario el uso de medios de cultivo adicionados con
antibidéticos.

> No se encontrd correlacion significativa entre el resultado del
diagndstico microbioldgico (cultivo e histoldgico), esto puede deberse a que
la distribucion de Helicobacter pylori en el estbmago es en forma de
‘parches” y no de manera difusa, resultando falsos negativos en los
distintos métodos diagndsticos que se utilizan para su identificacion.

> De los medios utilizados en el qgue observamos mayor crecimiento de
Helicobacter pylori es la base Agar Casman con 10% de suero de caballo
suplementado con inhibidor Skirrow y 1% de isovitalex.

> Debido a que el polienriquecimiento (Isovitalex) contiene un alto valor
nutritivo mejora la recuperacién bacteriana de aislados clinicos en los
cuales la densidad bacteriana varia dependiendo de las caracteristicas
especificas de cada paciente.
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XIV. PERSPECTIVAS

Realizar los siguientes estudios, a partir de aislados clinicos positivos a H.
pylori:

>

Microbiologia Clinica (Estudio de bacterias). Ademas de generar
informacion, realizar las pruebas de identificacion, ensayos de
susceptibilidad y determinar patrones de resistencia a antimicrobianos y
orientar al Médico para otorgar al paciente tratamiento individualizado y
adecuado.

Biologia Molecular (Genética).Para la realizacion de genotipificacion,
clasificacion de cepas, estudios en relacion a factores de virulencia como la
Isla de Patogenicidad (PAl) y diversidad genética a partir de las bacterias
recuperadas.
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Anexo 1

UNIVERSIDAD MICHOACANA SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR.
IGNACIO CHAVEZ”

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Carta de Consentimiento informado
Tipificacion de de Helicobacter pylori utilizando lectinas y carbohidratos

A los ____dias del mes de del 200 .
Yo he sido
informado que en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y
Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez” en colaboracion con el servicio de gastroenterologia y el laboratorio
de analisis clinicos del Hospital Civil “Dr. Miguel Silva” se esta realizando el proyecto
“Estandarizacion del método para el cultivo de Helicobacter pylori ”. Entiendo que el objetivo de
este estudio es proporcionar informacion del tipo de bacteria que afecta a la poblacion de Morelia,
Michoacan. La informacién que se adquiera serd aplicada para que se proporcione un mejor
tratamiento clinico. Me han informado que el proyecto incluye la realizacién de evaluaciones clinicas
y de laboratorio.

Se me ha aclarado que mi participacion es totalmente voluntaria y se me han explicado las
pruebas y procedimientos que se me hardn. Se me ha informado que la informacion que Yo
proporcione serd empleada para efectos de la presente investigacién y serd manejada cuidando mi
privacidad y de manera anénima. Por lo que acepto donar una muestra de tejido y de suero para
realizar el estudio.

Conociendo lo anterior, acepto participar en el estudio propuesto.
AUTORIZACION

NOMBRE:

FIRMA:

INVESTIGADOR:

FIRMA:

TESTIGO 1:

FIRMA:

TESTIGO 2:

FIRMA:




Anexo 2. Ficha de identificacion

Nombre:

Edad:

Genero: Femenino( ) Masculino ( )

Estado civil:

Escolaridad: Ocupacion:
Domicilio:Calle No.

Col. Localidad: .Teléfono

Numero de integrantes de la familia:

Antecedentes familiares de enfermedad gastroduodenal o cancer géstrico:

Familiares que padezcan alguna enfermedad gastroduodenal (cual):

Habitos alimenticios:
Comeencasa( ) Comeenlacalle( )
Consume agua: Hervida ( ) Embotellada ( ) Delallave( )

Antecedentes personales patolégicos:

Tabaquismo: Si( ) No ( ) Alcoholismo: Si( ) No( )

Antecedente de enfermedad gastroduodenal
(cudl):

Se le habia realizado endoscopia: si( ) no( )

Recibié tratamiento:

Cual:

Mejoro:  si( ) no( )
Tomo el medicamento de acuerdo a las indicaciones de su médico:

Si() no( )



Anexo 3. Datos personales del paciente y diagnéstico endoscopico.

No.

Nombre

Edad

Diagndstico

Domicilio

Fecha

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21




Anexo 4. Recoleccion de datos de microbiologia

No: Fecha:

Paciente: Edad:

Diagnéstico:

Muestra: Antro gastrico () Borde de Ulcera ().

Medios de cultivo

GSC

GSClab

Pruebas
bioquimicas

Urea

Oxidasa

Catalasa

Tincién Gram

Hipurato

Observaciones

Caracteristicas de colonias

Macroscopicas:

Microscopicas:

Desecho de placas : Dias de incubacién

Diagnostico histopatolégico:

Observaciones generales:




Anexo 5. Preparacién de material.

Medios de cultivo Fecha de Fecha de caducidad Fecha (termina
elaboracion/ No. material)/desecha
placas
GSC
GSClab

Pruebas bioquimicas

Ureasa

Otros

Caldo Brucella

Observaciones
Esterilizar

(viales, morteros, tubos,
solucién salina, etc.)
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