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Objetivos:

- Aislar a Helicobacter pylori a partir de
muestras gdstricas obtenidas por técnica
endoscdpica.

- Identificar colonial y biogufmicamente al
Microorganismo.

- Identificar a Helicobacter pylori como agente
etiol6gico asociado a Gastritis Superficial.



Capitulo Unoe.
Gastritis Asociada a Helicobacter pylori



1.1. ¢ Qué es Gastritis ?

El vocablo Gastritis proviene del griego yaomp,
yaorpol: 8stémago; e itis: inflamacién. El Diccionario de la
Real Academia de la Lengua Espafiola define a la Gastritis
como la inflamacién de la mucosa del estémago. Este
término fue introducido por Stah! hace més de 250 afios
para referirse al proceso que se relaciona con la
inflamacion del tejido géstrico.

Comunmente los cifnicos utilizan el término Gastritis
para describir un sindrome caracterizado por sensacién de
ardor en epigastrio que puede acompaiiarse de nduseas,
anorexia o hiperorexia, con o sin vémitos y algunos
sintomas sistémicos como - hipotensién arterial o fiebre.
Para los gastroenterélogos, la Gastritis es un hallazgo
endoscépico o radiolégico de especificidad variable que se
observa con sintomas clfnicos o sin ellos. Para el
anatomopatélogo, significa la presencia de células
inflamatorias, agudas o crénicas (0 ambas), en la mucosa
géstrica con las anormalidades de la misma o sin ellas54.

Dentro de la etiologla de la Gastritis, los diferentes
estudiosos de la misma, le han adjudicado diversos
orfgenes desde un punto de vista muy personal; pero a
partir de los estudios realizados en 1983 por Marshall y
Warren, en donde se establece que Helicobacter pylori es



un posible factor etiolégico de dispepsia ulcerosa y no
ulcerasa, se ha puesto gran énfasis en la investigacién de
esta enfermedad.

1.2. Clasificacién actual de Gastritis.

En el mes de Agosto de 1990 se celebré en Sidney,
el Congreso Mundial de Gastroenterologfa. Alll se presentd
una nueva Clasificaci6n de Gastritis realizada por un
prestigioso grupo de gastroenterélogos de todo el mundo.

En esta clasificaci6n, los autores han tratado de
mantener los conceptos clésica y universalmente
aceptados, tomando en cuenta las nuevas aportaciones
clinicas, etiopatogénicas, endoscépicas, etc. Dentro de
esta clasificacién se distinguen principalmente dos
divisiones o vertientes: una histolégica y otra
endoscépicat2.

1.2.1. Vertiente histoldgica.



Las Gastritis comprendidas en esta vertiente se
denominan segin la existencia y en funcién de tres
componentes:

1) El componente central o nlcleo, que es
aportado por las caracterfsticas cronolégicas o
topogréficas vy da el nombre a cada una de las Gastritis,
pudiendo ser estas, Gastritis Aguda o Gastritis Crénica,
matizando posteriormente la localizacién {Antral, Corporal
o Total). Las formas especiales de Gastritis {Enfermedad
de  Crohn, Sarcoidosis, Tuberculosis, = Gastritis
Postgastrectom(a, Gastritis Mic6ticas y Viricas, etc)
también constituyen e! nlcleo de la denominacién
completa.

2y E determinado por los caracteres
histomorfolégicos, en los cuales se engloba una serie de
lesiones cuantificables -inflamacién, atrofia, actividad,
metaplasia intestinal, Helicobacter pylori- y otras lesiones
no cuantificables, tanto especificas como inespecificas.
Para las lesiones cuantificables se establecen cuatro
grados: | sin lesiones, Il leve, lll moderado, IV severo. A
continuacién del nicleo, los caracteres histopatolégicos
aportan el primer abellldo.

3) El componente determinado por los elementos
etiopatogénicos -Helicobacter pylori , autoinmunidad,



reflujo biliar, farmacos, téxicos, etc- cuando son
conocidos, constituyen el segundo apellido.

Un ejemplo de este tipo de nomenclatura es:
Gastritis Crénica Antral {nlcleo) Activa (primer apellido),
asociada a Helicobacter pylori (segundo apellido). (Ver
Cuadro 1).

1.2.2.  Vertiente endoscdpica.

La vertiente endoscépica se ocupa de obtener Ia
denominacién de cada una de las formas lesionales
objetivadas por los endoscopistas, basédndose en dos
variables: topografia y tipo de alteracién.

En cuanto a la topografia, se distinguen, al igual que
en la vertiente histolGgica, una focalizacién antral, corporal
y por dltimo < <pangéstrica> >. Las lesiones pueden ser
oritematosa exudativa, erosiva plana, erosiva elevada,
atréfica, hemorrégica, por reflujo biliar, hipertréfica. (Ver
Cuadro 1).

A continuacién se presenta el cuadro de la
clasificacién establecida por el Sistema Sidney.
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1.3. Transmision de Helicobacter
pylori.

Una de las incOgnitas més sobresalientes en el
estudio de Helicobacter pylori es su forma de transmisién.

En las infecciones gastrointestinales una fuente de
contagio evidente es la ingesta directa del microorganismo
patégeno, de hecho esta forma de transmisién ha sido
confirmada exitosamente al ingerirse un inéculo de
Helicobacter pyloriy manifestarse la infeccién, la cual fue
confirmada por medio de estudios histolégicos46.

Audn asumiendo que la ingesta del microorganismo
fuera la via causal de la infecci6n, todavfa es un enigma el
vehfculo por medio del cua! se lleva a cabo ésta. No se
conoce un reservorio ambiental para Helicobacter pylori. El
microorganismo es muy delicado y prefiere medios
microaerofflicos y temperaturas estrictas para su
crecimiento, aun bajo condiciones controladas en el
laboratorio el microorganismo es muy frégil. Debido a lo
citado anteriormente se supone que la forma de
transmisién més probable, sea directamente de persona a
persona o animal a persona.
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Algunos investigadores han demostrado alta
seroprevaiencia en pacientes que habitan en el mismo
lugar, v a los que se les ha detectado la presencia del
microorganismo3, con lo que también se sugiere una
transmision via oro-fecal 35.43,

1.4. Gastritis Asociada a Helicobacter
pylon.

Helicobacter pylori, una bacteria espiral gram
negativa, fue observada por los histopatélogos antes de
que pudiera cuitivarse y caracterizarse50. Normalmente no
se encuentra en la mucosa géstrica sana, excepto cuando
el estémago tiene otras éreas que muestran algin tipo de
inflamacién.

Originalmente Marshall y Warren reportaron una alta
frecuencia de infeccién por Helicobacter pylori en
pacientes con Gastritis Crénica Activa més que en la
Gastritis No Activa®; esta fuerte asociacién ha sido
corroborada por varios autores y por exémenes
histolégicos realizados con biopsias géstricas.

Se considera de gran importancia, el hecho de que a
la mayoria de los pacientes a los que se les ha




diagnosticado la presencia de Helicobacter pylori,
presenten Gastritis Crénica No Especifica (esto es Gastritis
Crénica No Especifica asociada a Helicobacter pylori).

Se ha encontrado que muchas formas de Gastritis
epidémicas se asocian con la presencia de Helicobacter
pylori, razén por la cual se han disefiado un gran namero
de pruebas, tanto invasivas como no invasivas, para
diagnosticar la presencia de este microorganismo, aunque
no se han encontrado diferencias entre los sintomas
dispépticos en relacién con los individuos con y sin la
presencia de Helicobacter pylori 55.

Se calcula que el microorganismo se encuentra
presente en el 92% de los pacientes con Gastritis, en el
90% de los pacientes con Ulcera duodenal v en el 67%
con Ulcera géstrica33,

1.4.1. El estémago humano, un medio
ambiente ideal para la supervivencia
de Helicobacter pylor?

Se piensa que {a presencia de 4cido en el estémago
humano juega un papel importante en la proteccién contra
organismos entéricos patdgenos del tracto gastrointestinal



bajo, ademds aumenta ia absorcién de hierro y calcio vy es
ademas una sustancia que estimula la digestién. La
mayorfa de las bacterias mueren después de 15 minutos
cuando se someten a pH 3, y Melicobacter pylori no es la
excepcién, Sin  embargo, después de realizar un
seguimiento de infeccién por Helicobacter pylori se ha
detectado un pH gdstrico de 6, lo que sugiere que la
actividad de ureasa que poses aste microorganismo
aumenta e! pH gédstrico y con elfo también sumentan las
probabilidadés de su supervivancia.

Durante la fase en que el pH géstrico aumentas, el
huésped es susceptible a fa infeccibn por otros
microorganismos, o que representa un factor de riesgo en
la infeccién con bacterias entéricas, ya que baja el
mecanismo de defensa no especffico de! intestino. La
acidez se ve disminuida tanto en volumen como en
concentraciénkdurante ia prasaﬁcia de Meslicobacter pylori
an el estémago humano.

Parece ser que la infecci6n por Helicobacter pylori
se encuentra més frecuentemente localizada en el antro
géstrico, aunque también se localiza en el cuerpo y fondo
géstricas58, MicroscOpicamente, Helicobacter pylori se
distribuye principaimente en dos 4reas de la mucosa
géstrica:



a) En el estrato de mucus que cubre la mucosa,
en donde se distribuye de forma paralela.

b) En la superficie celular del epitelio géstrico en
donde se congrega alrededor de un sitio en especifico,
como por ejemplo las uniones intercelulares2?; se sugiere
que esta ubicacién se debe a la bisqueda de factores de
crecimiento como son hemina y urea, los cuales se
localizan en estas regiones?7(Ver Figura 1.).

El microorganismo tiene capacidad enzimética para
utilizar los factores de crecimiento localizados en estas
zonas, por ello las células se multiplican o acumulan en
estos sitios. Es aqul en donde empieza el proceso
inflamatorio e irritativo de la mucosa, con lo que se liberan
maés factores para el crecimiento de este microorganismo.

Se ha encontrado que el crecimiento de Helicobacter
pylori se ve inhibido por concentraciones de bilis, las
cuales son toleradas por otras bacterias que se pueden
encontrar en el tracto gastrointestinal bajo, es por elio que
este microorganismo no se ha podido aiglar a partir de
biopsias tomadas de intestino. Esta intolerancia puede ser
la razén por la cual la mayorfa de los pacientes con
pergistente reflujo biliar son Helicobacter pylori
negativoss3,



Uno de los aspectos més interesantes de
Helicobacter pylori es su capacidad para sobrevivir a los
ambientes géstricos. Esta supervivencia puede atribuirse al
desarrollo de diversas caracterlsticas especializadas que le
confieren un alto nivel de adaptaci6én en el ambiente
gastrico. Entre estas caracteristicas se encuentran su
morfologfa espiral o helicoidal y 1a motilidad que le
permite ol movimiento a través de los ambientes viscosos,
como jo es el mucus. A menudo se ha sugerido que la
motilidad es esencial para que la bacteria penetre en el
estrato mucoso del tejido gastrico o para que pueda
resistir 1a constante actividad peristéitica que amenaza con
arrojarlo fuera del tejido géstrico??.

Otro aspecto importante es su microaerofilismo, ya
que las concentraciones en la superficie del epitelio
g4strico son bajas en oxfgeno pero no totaimente
anaerdbicas. Estas caracteristicas, junto con una potente
enzima ureasa®0. la cual puede ser un mecanismo
protector durante la colonizacién inicial, demuestran que
Helicobacter pylori es un microorganismo altamente
adaptado a su medio ambiente, el cual se ve modificado
en su presencia3s,

1.4.2. Alteraciones de la mucosa gistrica
durante Ia colonizacién por
Helicobacter pylori.



Se han encontrado  diversas  alteraciones
ultraestructurales en e! epitelio géstrico colonizado por
Halicobacter pylori , el cual puede mostrar ademads de una
inflamacién aguda o crénica, una forma especifica de
degeneracién epitelial caracterizada por pérdida de la
mucosa apical de las célules epiteliales gdstricas, puntos
de necrosis, microerosiones, la superficie y punto foveolar
de! epitelio muestran depleci6n de la mucosa, existe
degeneracién de las microveliosidades de las células
epiteliales asl como del epitelio gdstrico que se encuantran
en contacto con los microorganismos4? y en casos més
saveros se han observado erosiones y regeneracién
epitelial en superficies irregulares.

Estos cambios en el epitelio son tan distintivos que
pueden servir como criterio histolégico para distinguir a la
Gastritis Asociada a MHalicobacter pylori %5,

Estos factores son probablemente los precursores
de la formacién de dUlceras géstricas, ya que se ha
encontrado que la variacién en la degeneracién epitelial es
directamente proporcional al grado de colonizacién por
Helicobacter pylori. (Ver Figura 1).
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FIGURA 1. Rapresaniacion da jos posiblas avestos durams |a.
colonizacitn de la mucora ghetrics por H. pylon.

= glthels rmjo MV = Mcrovelia sidades.

Fuente: annll s, Budv l.. Hennesy W. Campylobacter pyloridis and
with spaces and to
an environment of mucus as impartant factors in colonization

of the gastric epithefium. J Infect Dis. 153:658-63. 1986.

Se ha encontrado que existen tres anticuerpos anti
Helicobacter pylori (CB-4, CB-10, CB-14), los cuales
producen una reaccién cruzada con la mucosa géstrica
humana y también presentan reaccién cruzada. con las
células géstricas epiteliales de murina4?; en diversos
estudios, se ha encontrado una hemaglutinina fibrilar que
se une especlificamente a la N-acetilmuramil lactosa;
también se ha reportado el aislamiento de un
glicerollpido38, estos hechos sugieren que las reacciones
autoinmunes descritas anterlormente, aunados a las
enzimas lipolfticas, ureasa y otras toxinas producidas por
Helicobacter pylori representan el mecanismo patogénico



por medio del cual e! microorganismo puede inducir
alteraciones patol6gicas en todo e! espesor de la mucosa
géstrica, lo que a lo largo de los afios pueden convertirse
en una involucién atréficads,
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Los cientificos han observado microorganismos
espirales en la mucosa géstrica de animales!049 y
humanos'8:52 por mds de setenta y cinco afios, pero no
fue hasta los reportes de Marshall y Warrent4, que éstos
se asociaron con Gastritis; de ahf el interés en el estudio
bacteriolégico de estos microorganismos, especialmente
Helicobacter pylori ya que se ha identificado a8 este
microorganismo como bacteria que habita exclusivamente
en el estémago humano.

-2.1.  Clasificacién Taxonémica.

Helicobacter pylori fue originalmente colocado en el
género Campylobacter debido a su morfologla en forma
de "S" y a que su contenido G+C entraba dentro del
rango de este género. El microorganismo fue
originalmente lamado Campylobacter pyloridis,
nomenclatura que fus posteriormente cambiada a
Campylobacter pylori. Las diferentes especies de
Campylobacter son patégenas 0 comensales de una
amplia gama de especies animales. Campylobacter jejuni
es causa comin de enfermedades diarréicas en humanos,
y otras especies de Campylobacter como C. coli, C.
fotus, subespeacie fetus, C. hyointestinalis, C. lair y C.
upsaliensis, también pueden provocar manifestaciones
similares.
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Recientemente el microorganismo en cuestién fue
transferido al género Helicobacter?!, la bacterial puede ser
observada o aislada frecuentemente a partir de biopsias
géstricas de pacientes que padecen gastritis' o dlceras
géstricas o bulboduodenales. El microorganismo fue
transferido a este género en base a l1a comparacién de la
secuencia 16S del rRNA, perfiles de 4cidos grasos,
reacciones bioquimicas y caracterfsticas morfolégicas. Los
miembros del género Helicobacter son microaerofflicos,
de superficie celular lisa, tienen una forma espiral y de
cuatro a seis flagelos en uno o ambos polos.

El siguiente cuadro muestra algunas de las
consideraciones taxonémicas reslizadas para clasificar a
Halicobacter pyiori,

CJajuni ) H.pylor H.musteles

Contenido G+C 36 36-38 36-41
Uitraaestructura
Membrana Cel. Rugosa Lisa Lisa
Flagelo Unico Muiiltiple Multibipolar
Butbo Fragelar Ausante Presesnte Presante
Glicocalix Ausante Prasente Presante
Menaquinonas
Metilada (MK-6) 25 o 05
(% dal total)
Acidos Grasos

14:0 ] 38 16

16:0 30 -} 33
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Actualmente se conocen siete especies de
Helicobacter:

- Helicobacter pylori.

- Helicobacter mustelae.

- Helicobacter felis.

- Helicobacter nemestrinca.

- Helicobsacter muridae.

- Helicobacter fennsllia.

- Helicobacter cineadi.

2.2. Morfologia.

Morfolégicamente Helicobacter pylori es una bacteria
curva o espiral gram negativat5, pero en cultivo las formas
espirales pueden ser pocas 0 como sucede a menudo
pueden estar ausentes. Cuando se observa en microscopfa
electrénica se pueden apreciar cuatro flagelos {con un
rango de tres a cinco) en un polo, aunque las células que
se estan dividiendo pueden presentar flagelos en ambos
ladosS9,

Estudios estructurales demuestran que FHelicobacter
pylori mide 0.5 - 1.0 pm de ancho y 2.5 - 4.0 um'do
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largo. Pueden presentarse formas mas largas, pero
comuinmente esto representa microorganismos en divisién.

En los frotis, Helicobacter pylori habitualmente
presenta forma de bacilos rectos o ligeramente curvos, en
los que no se detecta ningln flagelo32. Los cultivos que se
mantienen por periodos prolongados pueden dar lugar a
formas cocoides y los cultivos viejos pueden consistir
totalmente de éstas. '

La pared celular as lisa y tiende 8 adherirse a la

membrana citopldsmica, lo que no sucede en el caso de
Campylobacter jejuni, el cual tiene una pared celular
rugosa?3,
En los cultivos puros, as/ como en los especimenes de
biopsias, el microorganismo muestra un glicocalix de
polisacérido que se encuentra en la parte exterior de la
membrana de la pared celular y estructura flagelar. El
glicocalix mide aproximadamente 40 Nm de espesor.

2.3. Transporte de muestras clfnicas.

Helicobacter pylori puede ser identificado a partir de
biopsias tomadas del estémago (comiinmente antro y
fondo) y/o del duodeno cuando estas regiones se
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asocian con inflamacién crénica activa’35. Una vez
tomadas las biopsias se pueden transportar en medios
tales como medio de transporte Stuart6 o caldo Brucella’.
ldealmente, las muestras deben ser procesadas dentro de
las primeras dos horas después de su obtencién, aunque
éstas pueden transportarse a temperatura ambiente o a
4°C durante aproximademente 4-5 horas!3. El
procesamiento inicial de la muestra puede involucrar el
trituramiento de la misma, aunque ésta se puede colocar
directamente en e! medio sin procesamiento previo. Se ha
observado que la supervivencia de Melicobacter pylori se
modifica por la exposicién al aire antes de su vaciado en
placa, por lo que se recomienda un procesamiento répido,

2.4, Cultivo y crecimiento.

El cultivo y crecimiento abundante de Helicobacter
pylori en el laboratorio puede obtenerse con o sin suero
de caballo o sangre de cordero, pero adicionando al medio
0.2% de carb6n vegetal o 1% de harina de malz"'. Ei
aislamiento primario se ha obtenido en agar BHI y 20% de
suero de caballo5, También pueden ser empleados Agar
Chocolate, Gelosa Sangre y otros medios selectivos tales
como el medio de Skirrow ; y diferenciales que utilizan la
gran capacidad de ureasa de Helicobatter pylori comoa
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caracterfstica principal para su elaboracién22, En el caso
de medios llquidos tales como caldo Brucella, caldo BHI,
caldo para Cuenta Estandar, adicionados con suero de
caballo (10%) o sangre de cordero (10%]),
polienriquecimiento (2%) harina de malz (1%), catalasa, y
albamina es posible tener crecimiento en tubos que
contengan 0.5 ml del caldo elegido. La variedad de medios
de cultivo utilizados para el crecimiento de Helicobacter
pylori refleja la falta de conocimiento acerca de los
requerimientos  nutricionales  especfficos para e
cracimiento de este microorganismo, pero gracias a estos
estudios varios principios bésicos han podido establecerse.

Se recomienda también el uso de antibiéticos en los
medios selectivos como vancomicina para la inhibicién de
bacterias gram positivas, en combinacién de trimetropina
y polimixina B, écido nalidixico, celfsulodina, solos o\
écompaﬁados para inhibir el crecimiento de bacterias gram
negativas y cicloheximida, nistatina o amfotericina B para
la inhibicién de hongos?2, aunque el estudio realizado por
Cellini et al'2, demuestra que existe mejor crecimiento en
medios no selectivos que an medios selectivos, a pesar
de que la placa contenga mavyor flora contaminante.
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Una vez inoculado el medio de cultivo, es necesario
cultivar las placas o tubos en atmdsferas microserofflicas
a una temperatura de 37°C, humedad controlada y
también se sugiere que el pH inicial del medio sea de 6.8
+ 0.2

Se ha encontrado que algunas cepas de Helicobacter
pylori pueden permanecer vivas a pH de 1.5 - 2 en
presencia de 5 mM de urea 63, este efecto protector de la
urea, no se detecta en Campylobacter jejuni al mismo pH.
La adicibn de wurea al medio provoca que el
microorganismo produzca amonisco debido a la presencia
de la enzima ureasa, lo que fe proporciona un
microambiente con un pH més alto que el pH presente en
el fluido ambiente.

Parece ser que el crecimiento de Helicobacter pylori
se ve afectado por la presencia de sales biliares al 1% 63,
Esto sugiere que las concentraciones de bilis que se
encuentran en el duodeno, pueden ser inhibitorias para
este microorganismo, sin embargo estudios realizados,
reportan ¢! 25% de cepas resistentes a bilis, por io que
este microarganismo puede sobrevivir el pasaje a través
del duodeno.
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2.5. Metabolismo.

Se ha demostrado que Helicobacter pylori  produce
cierto nimero de enzimas que incluyen esterasas de
4cidos grasos de cadena corta y de cadena larga, entre
ellas  arilamilasa, aminopeptidasa, alcalin-fosfatasa,
catalasa, oxidasa, desoxirribonucleasa, fosfoamidasa,
glutamil transpeptidasa, bencil-leucinasa, bencil-cistefnasa,
fenilalanin-prolinasa, y la més notable, la urgasa33.40.41.44,

Este microorganismo no es capaz de usar
carbohidratos ni fermentativa ni oxidativamente, razén por
{a que no se conoce el mecanismo metabélico por medio
del cual Halicobacter pylori obtiene y utiliza carbono,
aunque se supone que probablemente utilice amino4cidos,
intermediarios del ciclo de los Acidas Tricarboxflicos (TCA)
v lipidos28.

Este microorganismo también es capaz de metabolizar
lactato y alanina. Los productos mayoritarios del
metabolismo son acetato, succinato, glicina, y citrato.
Substratos como a-cetoglutarato, lisina, formato, se
metabolizan completamente, pero no se detectan
productos metabélicos. Se sugiere que no existe un
sistema de transporte de acetato o presencia de acetil-
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" CoA sintetasa, ya que el acetato marcado con 13C no es
metabolizado por Helicobacter pylori.

Cuando se afiade al medio de cultivo serina, se
detecta un aumento en la produccién de amoniaco y
succinato, lo que sugiere, que ademas de la actividad de
ureasa, Helicobacter pylori puede tener un Sistema
enzimdtico desaminativo y ruta metabélica via serina-
isocitrato liasa.

Al aifladir urea al medio, es posible detectar la
produccién de amoniaco y bicarbonato, lo que junto con la
utilizaci6n de formato, sugiere una ruta metabélica activa
via C-1.
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CAPITULO TRES
Diagnéstico e Identificacién de Helicobacter

pyloni,
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3.1. Pruebas invasivas.
3.1.1. Técnica endoscdpica.

A partir de diversos estudios realizados, se ha podido
demostrar, que el cultivo bacteriano es el mejor método
que se puede utilizar paré la deteccién de Melicobacter
pylorit. '

Se han utilizado diferentes técnicas endoscépicas' de
aislamianto para la deteccién de especimenes obtenidos.
Estas técnicas incluyen toma de biopsias, cepillados,
aspirados u obtencién de jugo géstrico38; de todas éstas,
es con las biopsias que se obtienen los resultados més
confiablas.

Se prefiere que las biopsias se tomen del antro
prepilérico (localizado aproximadamente a 5 cm del pfloro),
aunque también se ha encontrado gque este
microorganismo invade el cuerpo géstricob?, v' bulbo
duodenal$.39, por ello al tomar muestras de cuerpo y
antro, se evitan resultados falsos negativos.

Una vez obtenida la biopsia géstrica, se puede
detectar a los microorganismos en preparaciones teflidas y
observadas al microscopio. Las tinciones més utilizadas
para observar laos frotis son: la tincién de Gierﬁsa
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ligeramente modificada28 que tiene la ventaja de conservar
la morfologfa bacteriana; la tincién con hematoxilina y
eosina; la tincién con plata de Warthin-Starry, la cual
puade llegar a ser inespecifica debido a que los
precipitados de plata se confunden con la bacteria; la
tincién de Gram, en la cual se utiliza como colorante de
contraste carbolfucsina37.38 y la tincién con naranja de
acridina.

Con el propdsito de wverificar ta presencia de
Helicobacter pylori asl como de determinar su
susceptibilidad a diferentes antibidticos, es necesario
realizar cultivos bacterianos obteniendo las muestras
mediante la técnica endoscépica.

Cuando se utilizan buenas técnicas endoscépicas, asf
como medios de cultivo selectivos y no selectivos, la
sensibilidad ser4 igual o mayor al 90%.

Entre las pruebas con biopsias més atractivas, se
encuentran las prusbas que utilizan la actividad de ureasa
de HMelicobscter pylori para la répida deteccién de este
microorganismo14.44,

Cuando se coloca el tejido géstrico en agar o caldo
que contenga urea, [a presencia de la enzima ureasa
provocaré hidrélisis de ésta con la formacién de iones
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amonio, alcalinizacién y aumento del pH, lo cual podrs ser
detectado visualmente cuando se coloca un indicador de
pH en el medio como rojo de fenol, el cual virar4 de un
color baige-amarillo a un color rosa-ptirpura.

Las pruebas positivas tendrdn lugar de 1 a 2 horas
después de colocada la biopsia en el medio con urea,
rapidez con la cual no actian las ureasas presentes en
otros microorganismos. Para evitar resultados falsos
positivos, es necesario que ademés de realizar estas
pruebas, " se realicen los cultivos y tinciones
correspondientes.

3.2. Pruebas no invasivas
3.2.1. Pruebas serolégicas.

La colonizacién de la mucosa gdstrica humana por
Halicobacter pylori es aitamente especifica, ya que puede
tener una respuesta loca! o sistémica en el huésped que
incluyen la elevacién de anticuerpos clase 1gG2.24 e IgA asl
como niveles bajos de igM29.

Las pruebas serolégicas tienen la ventaja de no ser
invasivas, relativamente simples, répidas y de bajo
costob0, ademss de poderse llevar a cabo durante la
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terapia de seguimiento para los pacientes a los cuales se
les ha detectado la presencia de este microorganismo,

Se han podido utilizar diversas técnicas serolégicas
para determinar la presencia de Helicobacter pylori como
son: fijacion de complementot6, hemaglutinaciéon, Western
blots3, inmunofluoroensayo?, ELISA4.53; en las cuales
variard la sensibilidad y especificidad de los wvalores
predecibles dependiendo de las preparaciones antigénicas
utilizadas as/ como de los métodos empleados como
patrones de referencia.

Es de vital importancia tener cuidado durante la
purificacién y seleccién de protefnas especificas para
Helicobacter pylori con el fin de asegurar que el antigeno
no solo sea espacifico para una cepa de Helicobacter
pylori 8i no que se pueda encontrar universalmente en
todas las cepas de la especie.

3.2.2. Prueba del aliento.

La potente actividad de ureasa de HMelicobacter pylori
ha permitido desarrollar diversas pruebas no invasivas.
basadas en la répida hidrélisis de la urea a biéxido de
carbono y amoniaco cuando 8¢ pone en contacto con la
mucosa géstrica colonizada por el microorganismo. A
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diferencia de la prueba directa con muestra de biopsia
géstrica, la prueba del aliento tiene su base en la
produccién de bidxido de carbono marcado'S con los
is6topos 13C o 14C.

El método consiste en administrar urea marcada
isotépicamente al paciente, cominmente después de
ayuno de un dfa y la aparicién en el aliento de CO2
marcado se monitorea con respecto al tiempo utilizando
espectrometrfa gaseosa de masas en el caso de 13C y
para el caso de 14C un contador lfquido de centelleo que
reaccionard equimolarmente en una solucién alcalina. Los
sujetos sanos expirardn una cantidad constante de
aproximadamente 9 mmol/kg/h de CO262,

El resultado se expresa comtnmente como el
porcentaje de Ia dosis total absorbida en el caso de 13C y
como porcentaje de la dosis administrada por mmol de
CO2 expirado en el caso de14C, Se ha podido encontrar
que la reproducibilidad de la prueba es satisfactoria para
ambos is6topos?S, ademds ambas pruebas miden
eficazmente la infeccién activa o colonizacién y son muy
utiles durante el monitoreo de la respuesta a la terapia asf
como para el diagndstico de la infeccién.

La ventaja que tiene el uso de 13C es que el is6topo
no es radioactivo por lo que se puede administrar a nifios
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y a mujeres embarazadas25, ademé&s la recolecci6n de la
muestra es mucho més sencilla que para el caso de 14c,
La dnica desventaja que tiene et uso de 13C es su alto
costo en comparacién con el is6topo de 14C,

3.2.3. Prueba en orina.

Este es un método que basa la deteccién de la
infeccién por Helicobactar pylori en la utilizacién de 15N
como trazador. ES un método simple, preciso, sensible, no
invasivo y no radiactivo. Puede utilizarse no solo para la
deteccién clinica sino también para el seguimiento de
pacientes con la infeccion y para estudios
epidemiolégicos31.

El método-consiste en administrar oralmente, después
del ayuno de una noche, 100 ml de glucano al 26% y 15
minutos después 15N-urea (3 mg-de urea por kg de paso
corporal), Las muestras de orina se recolectan cada 30
minutos durante 2 h. La concentracién del nitrGgeno en la
orina se mide de acuerdo al método Fern'? . Se obtiene
sulfato de amonio a partir del amoniaco de la orina
presentes en 10 ml de la muestra por el método de
Comway31, posteriormante se mide la abundancia de 15N

por medio de un espectrémetro de masas.
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En el caso de pacientes con infeccién por
Helicobacter pylori la cantidad de amoniaco cuantificada
es mucho mayor que en los que no presentan la infeccién.

Esta prueba tiene la ventaja de no ser radioactiva
como en el caso del método con 14C. En comparacién
con la prueba del aliento 13C, el 14N tiene la ventaja de
ser méas fdcilmente cuantificable, lo que hace que el costo
sea mucho menor.

3.3. Perfil enzimético.

Algunos  investigadores han  utllizado  juegos
enziméticos comerciales disponibles para detectar la
presencia de enzimas preformadas y uso de substratos
cromogénicos para la identificacién de Halicobacter
pylori 40.41 debido a la facilidad y accesibilidad de éstos.

Se ha encontrado una produccién consistente en
todas las cepas de Helicobacter pylori de las siguientes
enzimas; R-glutamyl aminopeptidasa, leucina
aminopeptidasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa 4cida,
ureasa, catalasa, oxidasa, deoxiribonucleasa, L-fenilalanin-
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L-prolinasa, esterasas de 4cidos grasos de cadena corta
{C-4 a C-10), transpeptidasa y fosfoamidasa.

A continuacion se presenta un cuadro de
caracteristicas que hacen posible la rdpida identificacion
enzimética de Helicobacter pylori,

Oxidasa
Catalasa
Ureasa
Hidrélisis de Hipurato
Readuccién de Nitrato (microaerébico)
Produccién de H2S en TSI
Gammaglutamiltranspeptidasa
N-Benzoil-leucina
S-Benzil-cistelina
L-fenilalanin-L-prolina
Fosfatasa dcida
Fosfatasa alcalina
Esterasa de

Butirato

Valerato

Caproato

Caprilato

Noanoato

Caprato
Motilidad en caldo BHI
Motilidad en placa
Crecimiento microaerébico a

25°C -

o

+H+++4

R



30°C
37°C
42°C
Crecimiento en incubadora de CO2
Crecimiento anaerébico a 37°C
Crecimiento en NaCl al 3.5%
0.5% glicina
1% glicina
1% bilis
Crecimiento en agar BHI
1% de galactosa

4044

&

1
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4.1. Recursos.

La parte experimental de la tesis se llevé a cabo en
las instalaciones de los "Laboratorios Clinicos Reforma”,
bajo la supervisién de! Dr. Le6n Bessudo Madjar; dentro de
estas instalaciones se conté con el material, reactivos,
instrumentos, equipo y apoyo necesarios para el desarrollo
de la investigacion.

Las muestras clinicas se obtuvieron en el Servicio de
Endoscopla Gastrointestinal del Hospital Regional 1° de
Octubre del ISSSTE, con la colaboracién de los Doctores
de este Servicio a cargo del Dr. Everardo Zavala Vivanco;
también se obtuvieron muestras clinicas en los Hospitales
privados Santa Fe y Durango con la colaboracién del Dr.
Lopez Reyes y el Dr. Acosta.

4.2. Cepas.

Donadas por el Dr. Guillermo Pérez-Pérez, investigador
de la Universidad de Vanderbiit en Los Estados Unidos de
Norte América. Se conté para este estudio con tres cepas
de Helicobacter pylori (88-22, 88-23 y 87-230).

4.3. Método.

La Metodologla llevada a cabo se muestra en el
siguiente diagrama de Flujo.
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HTona de Muestras clInicale

Transporte
8-12°¢

l Prueba PresuntivHActividnd de Ureasi‘

ﬂ Prueba COntinutorian-————— Cultivo a 37:C, 12 dias

Tincién de Gram

Pruebas Bioquimicas para
Catalasa, Oxidasa,
confirmando Ureasa

IInterpretacidn de resultados y Diuqndstico.l
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4.3.1. Estudio preliminar.

Se realizé un estudio preliminar con 25 muestras
proporcionadas en los Hospitales Durango y Santa Fe; asi
mismo, se realizé un perfil de crecimiento de Helicobacter
pylori con el propésito de verificar las caracterfsticas
tipicas de crecimiento del microorganismo.

4.3.2. Toma de muestras.

Los especimenes (biopsias géstricas) fueron
adquiridos por medio de la técnica endoscépica en el
Servicio de Endoscopla Gastrointestinal del Hospital
Regional 1° de Octubre del ISSSTE.

.

Todos los pacientes se presentaron en ayunas.

Se tomaron dos biopsias géstricas, La primera servirfa
para la realizacion de la prueba presuntiva y prusba
confirmatoria y la segunda solo para llevar a cabo la
prueba confirmatoria.

Los especimenes fueron transportados del Hospital a
los Laboratorios Cifnicos Reforma en el medio de trasporte
seleccionado.

Las condiciones de trasporte fueron las siguientes.

- Las biopsias fueron transportadas a 8°C-12°C,

- Las biopsias fueron procesadas para cultivo y
tincién bacteriolégica en no més de cuatro horas.

4.3.2.1.Prueba presuntiva.
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La prueba presuntiva tuvo como base ia potente
actividad de ureasa del microorganismo.

Se sembré una biopsia gastrica de forma inmediata
en el medio de cuitivo A , el cual es propicio para el
crecimiento de Halicobacter pylori asi como para la
identificacién de la actividad de la enzima ureasa.

Se tomaron como pruebas positivas aquellas en las
cuales se pudo observar que el vire del color del medio
{de amarillo a purpura) se produjo en un tiempo menor o
igual a 1:30 h después de sembrada la biopsia. Se realiz6
un control en el que fue posible observar que la flora
contaminante que comparte esta caracteristica (Froteus
mirabilis, Psaudomonas sp.) hacen virar el medio pasadas
ocho horas.

4.3.2.2.Prueba confirmatoria.

La prueba confirmatoria consisti6 en el cultivo del
microorganismo, la observacién microscépica de bacterias
espirales gram negativas y pruebas bioquimicas positivas
para catalasa y oxidasa.

Las biopsias géstricas fueron procesadas en el
laboratorio de la siguiente manera:

- La muestra se trituré en un mortero estéril afadiendo
0.1 mi del medio de transporte, para facilitar ia
operacion.
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En algunos casos se realizé tincién de Gram (colorante
de Contraste Carbolfucsina) con una minima porcién
de la muestra.

Se sembrd e! espécimen triturado en placas de Gelosa
Sangre.

Las placas fueron colocadas en Jarras para Sistemas
disefadas para atmdsferas especiales (BBL GasPak).

Las condiciones de cutltivo fueron ias siguientes:

- Temperatura de 37°C.

- Atmosfera proporcionada por Sobres para
Sistemas Micoraerofflicos (BBL CampyPak).

- Se observaron diariamente las placas y tubos
inclinados con el propésito de encontrar colonias
tipicas.

- Las Placas fueron desechadas después de 12
dias de haberse sembrado con el propésito de
asegurar el crecimiento bacteriano.

A las colonias sospechosas se les reslizé tincién de
Gram utilizando como colorante de contraste
Carbolfucsina y pruebas bioquimicas para catalasa y
oxidasa.

La pruebas se tomaron como positivas si:

El vire de color del medio para la prueba presuntiva se
llevaba a cabo en la primera media hora después de
sembrada la biopsia. Esto debido a la dificuitad para
obtener crecimiento bacteriano.

Exist/a presencia de microorganismos espirales gram
negativos y vire de color del medio A en la primera
media hora, en el caso de haberse realizado frotis.
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- Existla crecimiento bacteriano correspondiente a
microorganismos esgpirales gram negativos, pruebas
positivas para catalasa y oxidasa.

4.4. Caracterfsticas de la poblacién.

- El tamafio de la muestra fue de 100 pacientes.

- Las edades de la poblacién variaron en un rango de
17 a 94 afios.

- 55% de la poblacién era de sexo Femenino. Con un
rango de edades de 19 a 94 aflos,

- 45% de la poblacién era de sexo Masculino. Con un
rango de edades de 17 a 90 aflos.

4.5. Caracteristicas de la toma de muestras
clinicas.

- Todas las biopsias fueron tomadas del antro géstrico.

- El 86 % de las muestras fueron transportadas dentro
de los limitas de tiempo permisibles.

- Todes las muestras correspondientes a prueba
presuntiva fueron llevadas a cabo.

- Todas las muestras correspondientes ‘a8 prueba
confirmatoria fueron procesadss y cultivadas aln
cuando estas no fueran transportadas dentro del limite
de tiempo permisible.

- Se tomaron dos muestras clinicas estudios normales
{sin Gastritis) como controles negativos.

- Se tomd control positivo a la cepa de Helicobacter
pylori 88-23. Control realizado por duplicado. -



4.6.

Resultados y Anilisis Estadistico.

47

En el estudio preliminar realizado se Obtuvieron los

siguientes resultados:

Parfil do crocimiento a dos temporaturas v dos condiciongs

atmostéricas.

Crecimiento aerofflico a 37°C
Crecimiento aerofilico a 42°C
Crecimiento microaerofflico a 37°C
Crecimiento microaerofilico a 42°C

Medio Base Envl id
Sin oon 1% viv
Entiqueci- pokientique-
misnto.  clmiento.

Caido Brucelia ++ 44

Caido BH|

Moedio de

Trensporte Stuast  + +

Caldo Nutritive + .

Caido pars

Cuente Estinder  + ++

Geloss Sangre 4+ ++ 4+

Geloss Chocolate  + +

Moedio de Skirrow

Medio de ++ +4+

Cultivo A

* Ho e llevt 8 cabo,

+ Cracimiento débil.

++ Cracimiento medio,

4+ 4 Crecimiento abundants,

con 10% viv con 0.2% viv con 1% viv

Suwode  Hwine do
caballo, Malz.
++4 +
+ +
. +
++ +
. +
. .
. .
Py +

Carbdn scti-
wado.

+

10% viv

sengre do

cordera,
4+

+
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Eémmuls Para ol Medio do Transporte A.
Segtin Cellini. ot al,
Base Agar Columbia-v-r-~r---- 39 g.
Polienriquecimianto 20 mt
Rojo do fonal----wscesemeemenence 1.2 mg.
Agar Bacterioldgico-—-------- 4 g.
Urea 20 g.
HOMING® #--coemrreenrmemrenmamemen 10 mg.
Agua destilada------------«------ ¢.b.p. 1000 mk
** No se utilizd.

Caldo Rojo de Fenol Segun Christensen 3 horas.
Medio de Cultivo A. 5-20 min.

Una vez obtenidos fos datos se eligieron los siguientes
medios:

Para ol transporte:

Caldo Brucella (Bioxon} enriquecido con 10% de
suero de caballo astéril y 1% de polienriguecimiento
{Isovitalex, Bioxon).

0.5 m! en cada tubo con tapa rosca con capacidad
para 5 mh.

Para el cultivo:
Golosa Sangre (Ptacas), Medio de cultivo A, Tubo
con 3 mi de agar inclinado (tubo con tapa rosca con
csapacidad para 5 mi}).
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Resultados Correspondientes a la Toma de Muestras
Clfnicas:

Del total de la poblacidn el 79% rasuité ser
Helicobacter pylori positivo.

De esta poblacién se obtuvieron los siguientes datos:

34 Gastritis Superficial.

30 Gastritis Atréfica
{Cr6nica)®.

7 Gatritis Erosiva.

4 Gastritis Hemorrégica.

2 Esofagitis Grado Ili.

1 Gastritis por Refiujo
Biliar.

1 Ulcera Géstrica.

79 Total

* Criterio Clénico.



Patologfa Asociada a
Hellcobactar pilory.

Esofagitie (20%)

HP Negativoa (21.0%)

Gastritis Superficial (34.0%)

Ulcera Gastrica (1.0%)
Gastritls Hamomdgica (4.0%)
astritis por Reflujo Bilar (1.0%)

Gastritls Erosive (7.0%)

Gantritia Atrofica (30.0%)



23
28

Ulcera Géstrica
Ulcera duodenal
Duodenitis
Esofsapitis.



Nomero de Casos

Patologfa que Acompana a la

Gastritia Asociada o HP.

Ulcera Gdstrica Ulcara Duodenal Ducdenitia Eacfagitls

Patologfo Asoctada.

28
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La Frecuencia de Edades en que se detecté la

presencia de Helicobacter pylori fue la siguiente:

JTabla 3.
Frecyencia de Edades en pacientes
Helicobacter pylori positivos.
Nimero de casos  Edades {afios)

A 8 17-29
B 10 30-39
c 15 4049
D 15 50-59
E 18 60-73
F 13 74-98



Namero de Casos

19

18

17

16

Frecuencia de Edades en Pacientes con

Gastritia y HP poaitivos.

I

Rango de Edades.
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Del total de la poblacién 21% Resulté ser
Helicobacter pylori Negativo.

Da esta poblacién se obtuvieron los siguientes datos:

Jabla 4,
Patologfa Presente en pacientes Helicobactor
" pylor Neaativos.

Nimero de casos  Palologia

13 Gagstritis Superficial.

6 Gastritis Atréfica
{Crénica).®
1 Gastritis Erosiva.
1 Gastritis por Reflujo
Biliar.

21 Casos Nogativos.

* Criterio Ciinico.



Patologfa no Ascciada a
Helicobacter pilory.

Gastritis Superficial (13.0%)

Gastritis Ercslva (1.0%)

Gaatritis Atrofice (5.0%)

Gastritis por Refiujo Billar (1.0%

HP Poaltivos (79.0%)
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-Patologia que acompafia o ia Gastritis no

Ascclads o Heficobacter pvior .
N Patologi
9 Duodenitis.
4 Esofagitis.
1 Ulcera Duodenal.



Nomero de Casos

Patologfa que acompana a la GOStrltlS:
No Asoclada a Helicobactar pyleri. SR

Ulcera Ducdenal Ducdenitis Esofagitia
Patologfo.



59

Anilisis de Resultados.

En la mayorfa de los estudios Endoscépicos a los que
se les diagnostico Gastritis, fue posible identificar la
presencia de Helicobacter pylori, con lo que se
demuestra que el microorganismo Se encuentra
fuertemente asociado a esta patologla sin hacer
distincién de sexo.

En este estudio se pudo encontrar que acompafian a
los diversos tipos de Gastritis Asociadas a
Helicobacter pylori, diversos hallazgos patolégicos
{Tabla 1.) como son esofagitis, duodenitis y dlceras
tanto géstricas como duodenales, !0 que no sucede
con gran frecuencia en Gastritis No Asociadas a
Helicobacter pylori (Tablas 4. y 5.). Debido a lo
citado anteriormente se pudo confirmar que el
microorganismo encuentra como habitat ideal al
epitelio mucoso humano de tipo géstrico.

De acuerdo a los reportes bibliogréficos y conforme a
los resultados obtenidos experimentalmente (Tabla
1.), se observa una mayor incidencia de Gastritis
Asociada a Helicobacter pylori en pacientes a los
cuales se les ha diagnosticado Gastritis Superficial
Antral (Gastris Superficial Antral Asociada a
Helicobacter pylor), seguida en nimero de Gastritis
Atréfica (Criterio Clinico = Crénico), con 1o que se
corrobora que la Gastritis Asociada a Halicobacter
pylori, es una Enfermedad de evolucién crénica (Tabla
3.), la cual puede provocar en sus fases finales,
Atrofia Géstrica y por ultimo, Céncer.



CAPITULO CINCO

Conclusién General
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5.1. Conclusién.

Se cumplieron los objetivos planteados inicialmente ya
. que:

Fue Posible Aislar a Helicobacter pilory a partir de las
muestras clinicas.

Se logré identificar bioqufmicamente (ureasa +,
catalasa +, oxidasa +) al microorganismo.

Se encontré con mayor frecuencia en casos positivos
a la Gastritis Superficial Asociada a Helicobacter
pylori,

Es necesario que en México se desarrollen y
validen métodos adecuados para detectar la presencia
de Helicobacter pylori, con el propésito de identificar
al microorganismo y aplicar la terapia medicamentosa
adecuada para su correcta erradicacion.

De esta manera y contando con el apoyo de los
Médicos Gastroenter6logos y Endoscopistas, nos seré
més fécil dar término a una Enfermedad que lleva ya
mucho aftos afectando a Ia Sociedad Mexicana.
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