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RESUMEN

Hellcobacter pylori tiene distribucién mundial, su prevalencia se
incrementa con la edad y los estractos socio-econémicos bajos.

Es un bacilo Gram negativo que presenta morfologia pleomérfica y
posee mecanismos de patogenicidad que le permiten colonizar especificamente
la mucosa gédstrica de humanos llegando a relacionarse con la gastritis crénica
"tipo B" en un 80%, asi como en Ia alcera gastrica (60%) y tlcera duodenal
hasta en un 100%. En México se ha encontrado un 50% de seroprevalencia en
nifios menores de 5 aflos con problemas pépticos, el mismo porcentaje se ha
encontrado en poblacién asintomdtica adulta.

Los estudios realizados en pacientes infectados con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana en paises desarroilados han reportado valores de
infeccion por H. pylori por debajo de los prescntados con poblacién VIH
negativo, pero se sabe que estos pueden ltegar a presentar las manifestaciones
clinicas mas severas por la depresién inmunolégica que presentan.

En México no existe estudio en los individuos portadores de VIH que
indique la frecuencia de esta infeccion.

Se estudiaron 89 pacientes VIH positivos a los cuales se¢ les tomo
muestras de tracto gdstrico por estudio endoscépico, detectando el
microorganismo por prueba rapida de ureasa, impronta tefiida -con Gram y/o
cultivo,

Se obtuvo una frecuencia del 39.3% de infeccién por H. pylori, (similar a
la reportada en poblacion asintomitica en México).

Se concluye que la condicién de portador VIH. no es factor de riesgo
para |a infeccidn por H. pylori al comparar las caracteristicas epidemiolégicas

entre los I, pylori positive y los Ff. pylori negativo de la poblacidn en estudio,



El presente trabajo fuc realizado en el laboratorio de Bacteriologia
M¢édica del Departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional
de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional ; bajo la
direccién del Q. B, P, Everardo Escamilla Avilés , de la I.B.Q.
Andrea Becerril Osnaya de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlin y de la Dra, Elena Urdez Herndndez del Hospital de
Infectologia del Centro Médico la Raza.



ABREVIATURAS:

GC. Gelosa Chaocolate.

T™. Thayer martin,

G+C. Relacion Guanina -Citagina.

GCLO. Organi Gistricos Similares a Campylobacter,
BCC. Agar Campylabacter Carbén. -
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1.0.- INTRODUCCION: Helicobacter pylori.-
1.1.0.- GENERALIDADES.

Desde el siglo pasado se ha sabido de la existencia de microorganismos presentes en el estémago,
reportados por histologistas al observar muestras de tejido gdstrico en autopsias de humanos y animales
adultos, poniendo asi en duda la creencia de que el estomago era una cavidad estéril debido a sus condiciones
enziméticas y de acidéz, ademas del poco tiempo que permancce el alimento en €l y la fuerte actividad
peristéltica que presema

Salomon en 1896, reporto la presencia de Spirochaetas en el estomago de animales camivoros,
mientras que se picnsa que Kreinitz en 1906 fué el primero en observar bacterias espirales en el cstémago
humano'), Esto despertaria gran interés de estudio para conocer cual ¢ra la relacién entre estos
microorganismos y ¢l medio dcido gastrico, apesar de que muchos otros investigasdores lo atribuian a cambios
postmorten.

En 1924 Luck publico haber encontrado ureasa en la mucosa gastrica de animales, pensandose que

esto formaba parte de la secrecion normal de moco gastrico, 1o que mds tarde se pensaria que fuera un

) de deft de la conlra ¢l dcido existente, Doenges en 1938 trabajando muestras de

autopsias de humanos, observé orgasnismos similares a los encontrados anteriormente en Ja glandula gastrica

del Macaccus rhesus y asociado estos con gastritis. Freedbery y Baren en 1940 por su parte encontraron

bacterias en solo 37% de los cstudios en autopsias, proponiendo que no se trataba de una contaminacion

postmortem. Para 1972 ya se conocia claramente ¢l diagndstico etiologico de la gastritis crénica, lo que

ayudo a investigadores tales como Warren a relacionar la presencia de |a bacteria (wilizando tinciones de

Warthin Storry Silvert ) con los cambios histologicos presentes: dafio de células epiteliales, infiltracion de
neutrofilos y el incremento en el niimero de células mononucleares principalmentef®.

En 1983 Marshall y Warren investigadores que observaron estrecha relacion del microorganismo
con la gastritis tipo B, a! estar trabajando con muestras obtenidas por endoscopia de pacientes con problemas
pépticos lograron por primera vez ef cultivo del microorganismo, actualmente llamado Helicohacter pylori
(Campylobacter pylori), proponiendo que este es un factor importante como agente causal de inicio de
enfermedades pécticas y dlcera duodenal™ V. Estudios posteriores comprobaron estd  relacionado con la
gastritis cronica de tipo B llega a un porcentaje de 88%, en la dlcera gastrica alcanza un 64% y en Glcera
duodenal hasta un 85% en promedio Tambicn se sabe que puede favorceer la aparicién de carcinoma gastrico
y dispepsia no ulcerativa?* 391710 (TABLAS: 1,2,3)



Helicobacter pylori es una bacteria que para su crecimiento requiere condiciones ambientales
microaerofilicas de 5 a 7% de O, de 5 a 10% de CO, y 80% de N 02 1% 19 ytilizando medios de cultivo
selectivo como por ejemplo  Agas Chocolate (con base de GC), Thayer-Martin (TM} y medio de Skirrow
entre otros los cuales llevan sangre desfibrinada de 5 a 7%, polienriquecimiento y suplementados con
antibidticos como ¢! trimetoprim Smg. por litro, vancomicina 10mg por litro, sulfate de polimixina B 2500UL
por litro y anfotericina B 2 mg por litro.

E! utilizar medios frescos con alta humedad e incubando de 4 a 7 dias a 379C se obtienen colonias
traslicidas de 1 mm. de diametro lisas y con bordes redondos.

H. pylori presenta pleomorfismo, bacilos en forma de de coma, de S, o como alas de gaviotas, de

2,5 a 3.5 u de longitud por 0.1 a 1y de didmetro & 13.16) no forma esporas, posce de 4 a S flagelos polares

dos con terminacién bulbar o globular- 1" que forman parte de l4 pared celular, En cultivos vigjos de 3

8 4 pases o de un periodo largo de incubacion, la morfologia se torma cocoidet!- !8), tiene un contenido de

guanina-citocina (G+C) de 36 a 38 mol%, tiene gran variedad de enzimas como la ureasa la cual es muy

importante por su alto contenido y fuerte actividad hidrolitica. Otras enzimas que presenta H. pylori son:

fosfatasa alcalina, fosfatasa 4cida, DNAsa, gama glutamiltranspeptidasa, lipasa estereasa, proteasa, peréxido

dismutasa y catalasa (12. 1% 20, Ademds posee una citotoxina extracelular@), una mucinasa y adhesinas,

caracterististicas todas ellas que constituyen factor de virulencia, facilitindole la invasion y colonizacion en el
tejido gistrico.




JABLANo: 1 ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE Helicobacter pylori

EN YOLUNTAR!OS ASINTOMATICOS Y DONADORES DE SANGRE.

RANGO  PROMEDIO

CIUDAD POBLACION No (%)
Los Angeles Volunturios asintomdticos 1130 19-91 47 30
Missouri. Voluntarios asintomaticos. 20 2550 29 20
Neth A i i i 25% 19.47 27 24
Australia. Denadores de sangre. - 767" 1863 ND 20
*Estudic endoscopico
**Estudio seolégico.

JOMADO ERENC.
TABLANo.2  GASTRITIS EN PACIENTES INFECTADOS CON H. pylori.
S
No. {%)POSITIVOS. No.  (%)POSITIVOS No (%)POSITIVOS .

Andersen T 9N i6 13 63 2
Buck. % 2] n 82 7 L]
Goodwin. 51 92 23 35 16 6
Jiang 49 50 n 50 15 20
Marshall y Warpen. 40 05 2 39 31 6
Morris 28 82 1 14 17 o
Joohonston. 62 %, 1 100 I 9
Roskov. 4 80 25 96 50 20
PROMEDIO. 88 55 9

§ TOMADO REFERENCIA (1)
TABLA No. 3 Helicvbacter pylori EN ULCERA GASTRICA Y DUODENAL.(1}
ULCERA GASTRICA 3] UoD
AUTOR No. i+ N, .

Booth. 21 57 32 78

Goodwin, 26 35 12 75

Jiang. 21 &6 Y] 86

Johnston, - - 53 83

Langenherg. 3 66 9 100

Marshall. 40 68 0 2

Niemela. 13 58 - -

Price. ? 57 H| L]

Steer, 27 8l a5 83

EROMEDIO 178 633 245 85 TOMASDOREF(}.




1.2.- TAXONOMIA,

Desde que Dongen en 1938 y Baron en 1940 reportaron la presencia de microorganismos en €l tracto
ghstrico de muestras obtenidas por P probando que no se trataba de simple contaminacion
ocurrida postmortem y que sin embargo si existia relacién con los pacientes que habian sufrido trastornos
pépticos, Varios investigadores interesados se dieron a la tarea de estudiar al microorganismo, pretendiendo
primeramente clasificarlo en base a sus caracteristicas morfolégicas dentro de un grupo que permitiers dar un
mejor manejo.

En 1975 Streer y Colin-Jone mencionason que podiia tratarse de una Pscudomona aeruginesa, pero
como la morfologia cra claramente curva se descarto la idea de inmediato. A este tipo de microorganismos
hellades se les conmocidé con e nombre de "ORGANISMOS GASTRICOS SIMILARES A
CAMPYLOBACTER" (GCLO) @ basandose simplemente en la morfologia espiral que presentaban, a la
tincidn del Gram negativa y sobre todo a la relacidn de guanina-citocina (G+C) de 35.7 a 37.1 mol % muy
carecteristico del género Campylobacter, sdemés de las condiciones micoaerofilicas que requeria para su
crecimiento, logrando esto por primera vez en 1983 por Waren y Marshall en Australia. Basandose solo en
esto, se les considerd pertenecicntes al género Campylobacter llamindole al microorganismo, encontrado en el
estomago de humanos, come Campylobacter pyloridis, por haberse localizado cerca del esfinter pildrico del
estdmago. Por acuerdo del "Comite Internacional de Taxonomia” se le cambio el nombre a Campylobacter
#ylori en 1983, aluciendo una incorreccion gramatical dentro de las feyes taxonomicas®” (TABLAS: 4 Y §).

Estudios posteriores realizados por Goodwin y col. en cuanto al perfil enzimatico y fracciones mayores
ultraestructurales del C. pyleri, observaron que presentaban muchas diferencias a los que se conocian del
genero Campylobacter, o que hizo pensar enque Campylobacter pylori no pertenecia a este género!™.

En 1986 Goodwin reporta que la menanquinona metilada 6 (MK-6) caracteristica de todos los
Campilob se a en el Campylobacter pylori , y que la suceptibilidad a los antibidticos de
C. pylori es diferente a la de los demas Campylobacter .

Asi mismo, al estudiar la secuencin del écido ribonucleico ribosomal §S y 16S del Campylobacter pylori
al compararlo con otras especies de Campylobacter, indicaba claramente que C. pyfori podria estar incluido
dentro de otro género diferente al de género Campylubacter. por lo que algunos autores tales como
Thompson, Paris v Romaniuk suguieren que podria incluirsele dentro del género de Wallionella 3 al
basarse solo en los estudios filogenéticos que realizaron. Otros proponen para ¢l microorganismo, el género
de Spirillum por la estructura caracteristica en forma de espiral. Los trabajos de Romaniuk por un lado y Lau

4



por su parte, prabaron con sufici diferencias de inconsi ia fenotipica, el justificar la separacion del
genero Wallionella de los Campylobacter, asi como en sus diferencias ultraestructurales que presentan.t. 20
Estudios posteriores en cuanto al perfil de acidos grasos celulares, caracteristicas de crecimiento, la ausencia
de la quinona respiratoria y la capacidad enzimatica indicaban ¢l que el Campylod pylori podria
ser miembro de un nuevo género!{TABLAS: 6 Y 7).

En base a lo anterior Goowin y colaboradores en 1989 proponen el nombre de Helicobacrer para cste
nuevo geénero, refiriendose sobre todo al tipo de morfologia helicoidal que p. a, asi el or
encontrado en et tracto gastrico de humanos seria llamado como "Helicobacter pylori"®-

Estudios que siguieron en busca de posibles vectores, se encontrd que en diferentes animales también
existian organismos similares, incluyendolos de primera estancia en el grupo de los (GCLO) localizados en la
mucosa de gatos, perras, hurones, primates, cerdos, aves y roedores, de los cuales muchos de ellos han caido
dentro del género de Melicobacter por sus similitudes no solo morfolégicas sino tambien bioquimicas y
filogenéticas (en un principio se les llego a clasificar como subespecies de Helicobacter pylori) entre los que
se encuentran: Helicobacter mustelae aislade del estémago de hurones y del mono  rhesus39), Helicobacter
muridae que coloniza el intestino de roedorestt), Helicobacter felis localizado en gatos y perrost,

Helicobacier nemestringe aislado del estomage de Aigtailed macagque, Helicob acinonyx y Helicobacter
fi aislados original de homosexualest). Muchos de ellos usados como modelo de estudio debido a

que los dafios a sus huespedes son similares al que ocasiona Helicobacter pylori en humanos'? ¥ 28
(TABLAS: 8Y 9).



TABLA No,4 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE DIFERENTES ESPECIES DE

CAMPYLOBACTER
MICROORGANISMO CRECIMIENTO (*C) REACCIONES BIOQUIMICAS .
25 37 42 Ox. Ca. Gl Ur. Nit. HyS Hh An
C. pylori. - + - + 4+ <« + « 4+ o« R
C. jejuni. - + + + + - - + + 8
C. coli, - + + + + - -+ + .- s
C. fetus. + + D + + - e+ D .. R
C. cinaedi, - + - + e e 4+ + - R
C. fennelliae. - + -- + + - e e + - 8
C. fecalis, - + - + + - e e + - D
Ox.= OXIDASA. Nit.= REDUCCION DE NITRATOS. ~-. = NEGATIVA,
Ca.= CATALASA Hh.= HIDROLISIS DE HIPURATO § .= SENSIBLE.
Gl. = GLUCOSA. AN.= ACIDO NALIDIXICO. R.= RESISTENTE.
Ur.=UREASA. D. =11 - 59% SON POSITIVAS. +=POSITIVAS. TOMADO REF, (25)
TABLA No.5 ORGANISMOS GASTRICOS SIMILARES A CAMPYLOBACTER (GCLO).

MICROORGANISMO Co.(*C) Ox. Ca Hh Rn. Ur Fa.  Agt An. Ce
C. pylori. 37 + o+ -- - + + + R S
GCLO. de cerdo. 37 + 0+ -- - + + + R S
GCLO. de primates®. 37 + o+ - - + + R S
GCLO-2 37 + + + - . - ND R 3
GCLO de hurones. ND + o+ -- + + + + R S
Co. = CRECIMIENTO OPTIMO. AgT.ss ALFAGLUTAMIL-AMINO-PEPTIDASA.
Ox. = OXIDASA, Ac. = ACIDO NALIDIXICO.
Ca.= CATALASA. Ce. = CEFALOTINA.
Hh. = HIDROLISIS DE HIPURATO. R. =RESISTENTE. 8. = SENSIBLE.
Ur. = UREASA. ND.= NO DETERMINADO.

Fa. = FOSFATASA ALCALINA. *\acacus rhesus v M. menesiring TOMADO DE REFERENCIA_(28)-.




TABLA No:6 DIFERENCIAS ULTRAESTRUCTURALES DE H. pylori, C. jejuni,
H.mustelae y W. succinogenes. (Ref. 23).

CEPA MEMBRANA FLAGELO CUBIERTA BULBO GLICOCALIX
PARED CELULAR FLAGELAR FLAGELO

C.. jejuni, NCTC1135}) rugosa unico, bipolar ausente ausente

H. pylori NCTC11637 lisa multiples, unipolar  presente presente presente
H. mustelae NCTC12032 lisa multiples, bipolar  presente presente presente

y lateral.
W. succinogenes variable unico unipolar. ausentc ausente
NCTC| 1488

TABLA Neo: 7 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE H. pylori Y BACTERIAS
RELACIONADAS. (Ref. 23)

CARACTERISTICAS H. pylori. H I W. succinog C jejuni.
Ureasa ripida + + - -
Catalasa. + + - +
Oxidasa. + + + +
Produccion de H,S. - - - +
Contenido de G+C {(mol%) 37 36 a7 30-238
Ultraestructura curvado a espiral recto a curvo €orto - curvo ¢ €OMo - curvo
Reduccion de nitrato. - * ) . 5 . +
Hidrolisis de hipurato - - . R +
Fosfatasa alcalina. + + - -
Leucina aminopeptidasa + s L+ I,
§- glutarmil transpeptidasa. + + - T4
Ac nalidixico (300meg.) R S R S
Cefalotina. {300meg.). S "R R . "R
Temperatura dptima. 37 7 37 ) 37 : 42




TABLA No. 83 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS ESPECIES DEL GENERO
Helicobacter. (Ref. 23)

Caracteristicas H. pylori H. feiis. H. mustelac.

Ureasa rdpida
Catalasa.
Oxidasa,
Produccién de H,S (TS1)
Contenido de G+C (mol%). X
Ultraestructura . piral. icoi rercta
Reduccién de nitratos.
Hidrélisis de hipurato.
Fosfatasa alcalina.
Arginina aminopeplidasa.
Histidina aminopeptidasa.
Lecina aminopeptidass.
Glutamil transpeptidasa.
Resistencia a:
Acido natidixice.
Cefalotina. - - . +,
Crece en presencia de:
1% de glicerina, - - -
1.5% de NaCl, - - -

S et
]
Wttt

Y
H\-’
4+l FORE T

s+ T+ +

+
+
t

Crece a:
42°C. - + +
3rC. + + +
e - - -

TABLA No:9 ESPECIES DEL GENERO Helicobacter. Ref. (26).

GENERO Y ESPECIE HUESPED LOQCALIZACION

Helicobacter pylori, Hombre Estomago
Helicabacter mustelae. Rata y raton Intestino delgado
Helicobacter felis. Gato Estomago
Helicobacter nemestrinae. Cerdo y mono Estoniago
Helicobacter acinonyx. Leoparde Estomago
Helicobacter cinaedi. Hombre Intestino delgado
Helicobacter fenelliae. Hombre Intestino delgado
Helicobacter rappini. Camnero y perro Estémago
Hombre Intestine delgado




2.0.- CARACTERISTICAS.

. 2.1.- MEDIOS DE CULTIVO Y MORFOLOGIA COLONIAL.

Uno de los principales problemas a los que se enff los i igadores del Helicob, pylori
fue !a dificultad para poder aislarlo y cultivarlo.

En abril de 1982, Barri Marchall y Robin Warren, investigadores del Hospital Royal Perth de
Gastroenterologia, en ¢l este de  Australia, al estar trabajande con especil btenidos del estémago de
pacientes que sufrian padecimientos pépticos, lograron por primera vez el cultivo de Helicobacter pylori
despues de 6 dias de incubacién a 379C, con una mezcla de aire (25%) y mezcla de gas anaerobio (75%), este
Ghimo compuesto de 10% de hidrogeno, 10% bidxido de carbono y 80% de nitrgeno utilizando un medio de
cultivo de agar chocolate sin antibidticos™, a diferencia de los intentos anteriores en que solo se dejaban
incubando 48 horas.

A partir de este primer aislamiento y iendo las idades nutricionales y ambientales para su
crecimiento, varios medios de cultivo selectivos para Helicobacter han sido utilizados por los diferentes
investigadores para el primoaslamicnto y subcultivos, encontrando entre los més utilizados per ejemplo el
Agar columbia®® =, Agar base sangre'™, Agar infusion Cerebro corazént- ¥, Agar chocolate®! )% 3.3 Agar
de Mueller Hinton®% Agar brucella®) . ¥, Agar Thayer-Martin modificadot®, Medio de Skirrow’s
modificado®’ 3, Agar soya tripticaseina™- - %, Estas bases son enriquecidas con sangre desfibrinada de
camero, de caballo, © humana ¢n una concentracion de § a 10%, adicionando ademés, polienriquecimiente
Isovitalext, carbon activedo®”, hemina, almidon, etc. con el fin de favorecer mids el crecimiento. En
primoaislemiento se han suplementado estos medios con antibidticos para preservar el medio de cultivo y
evitar el crecimiento de cc j , tales antibibticos son por ejemplo : el suplemento de Skirrow

(vancomicina, polimixina y trimetoprim)'® 3 %) trimetoprim Smg/t.., vancomicina 10mg./t., polimixina
2500UL/L @™ anfotericina B 2mg/lt. O Ac. naiidixico SOmg A ¥



TABLA No: 10 CRECIMIENTO DE Camgpylobacter pyloridis EN VARIOS MEDIOS
CON Y SIN-SUPLEMENTQS. Ref.(33)

MEDIO CRECIMIENTO RELATIVO*,
CEPA 30 CEPA 38

3*DIA S'DIA  TDIA 3'DIA S'DIA TDIA
Agar chocolate 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Agar base de GC. 2+ 2+ 3+ 2+ 2+ 3+
Agar de Mueller-Hinton. 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
Agar brucela + 5% de suero de caballo 2+ 3+ 3+ 2+ 3+ 4+
Agar brucela + 1% de suero de caballo. 1+ 2+ 24 o e 03+ © 3+
Agar brucela + 0,1% de almidon. 2+ 3+ 2 U3 34+
Agarbrucela + 1.0% de elmidon. 3+ 3+ 3+ R L 4+
Agar bnicela + 0.1% de mucing gastrica R S R S
de cerdo. - i+ 1+ I+, 2+
Brucela agar + 0.2% de carbon activado 2+ 3+ L4+ 3+ A+
Agar chocolate + 1% de almidon 4+ 4+ 44 4+ 4+ T4
Agar chocolate + 0.2% carbon activado 4+ 4+ 4+ 4+ 44 4+
Agar base de GC + 1% de almid6n. 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+
Agar base de GC + 0.2% carbon activado 3+ 4+ 4+ 3+ 3+ 4+
Agar base GC + 1% almidon+ 0.2%carbon. 4+ a+ 4+ 3+ 3+ 4

*Crecimiento comparado con ¢l obtenido en Agar Chacolate y marcados como sigue: poco crecimiento en el
primer cuadrante fue considerado come 1+; Buen crecimiento en el primer cuadrante y poco en el segundo fue
considerado como 2+ Buen crecimiento en ¢! primer y segundo cuadrante y poco en el tercero fue
considerado como 3+; Buen crecimiento en todos los cuadrantes fue considerado como 4+,

TOMADA DE REFERENCIA (33),




La temp ira dptima de crecimiento es de 37 °C en condiciones ambientales microaerofilicas (5 a 7 %
de oxigeno, 5 a 10 % de bidxido de carbono, 80 % de nitrogeno), por un lapso de 4 a 7 dias para obtener un
crecimiento aceptable.

George E. Buck en 198709 estudiando las necesidades nutricionales del microorganismo probé varios
suplementos de enriquecimiento encontrando que en los medios simples con Agar soya tripticasa y Agar
los con almidén o carbén

brucella no crece H. pylori mientras que estos mi medios al
activado permitia e} crecimiento, ya que estos aditivos pueden actuar absorbiendo substancias toxicas del
medio. Asi mismo comprobd que la hemina no era necesaria para obtener buen crecimiento, como se
pensabat™,

Y. Glupezynky probd un medio que sustituia la sangre por sucre y carbon activado, al que llamo Brussels
Campylobacter Charcoal Agar (BCC)™ obteniendo mejores resultados que con los anteriores medios “ 7,

En 1987 Dulcing y colaboradores desarrollaron un medio indicador y selectivo para Helicobacter pylori sl
que Uamaron Belo Horizonte Medium, con el propdsito de mejorar el r imiento para una identificacid
presuntiva y rapida de las colonias de H. pylori, la composicion de este medio se basa en que se adiciona
cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolium 40mg/ii. donde después de la incubacién aparecen colonias no hemoliticas
pequetas, redondas, con bordes completos y con un pigmento caracteristico dorado brillante®,

Otro medio indicador es el desarrollado por L. Cellini en 1992, en el que suplementa el medio con urea y
rojo de fenol, dando buenos resultados para su identificacidn aparecen colonias de color rosa debido a los
productos de la hidrélisis de la urea sobre ¢l indicador por el pH alcatino formado, obteniendo también un
buen crecimiento s

El utilizar medios frescos y con alta humedad, se obtiencn colonias translicidas de 0.5 a 1.0 mm. de
diametro, lisas y con bordes redondos, ligeramente hemoliticas en medios con sangre al 10% y bajo
condiciones de medio ambiente microaerofilicast®h. 2,



2.2.- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

Helicobacter pylori presenta morfologia pleomorfica por que se puede encontrar en forma de bacilo
espiral, forma de V o como alas de gaviota. Estudios ultraestructurales han demostrado que posee bordes
redondos y con membrana lisa en la pared celular 01 1), en cultivos viejos de 3 a 4 pase o de periodos largos de
incubacién, puede adquirir forma cocoidet- 124, D. M. Jones Explica el fenomeno del cambio morfologico
cocoide del #. pylori, mencionando que en Iz exposicion al oxigeno adquisre esta forma como un estado de
reposo y de ayuda a la sobrevivencia o cuando las condiciones del medio no le sean favorables; Los flagelos
que posee originalmente en posicidn polar se juntan sobre una misma direccion del cocoide, la cobertura
parece dividirse y suspender ¢l crecimiento cétular lo que conduce a plegarse. La forma anormal es producida
por una elongacion de! microorganismo con expansion de la membrana de la pared célular, resultando plieges
y formindose inicialmente como U o V, con gran espacio periplasmico expandido entre los dos brazos llenos
de protoplasma , la forma final es esférica (', Esta forma anormal es probablemente producida per el
rompimiento de la capa rigida del péptidoglican de la pared célular normal, que puede ser debido a alguna
deficiencia o inhibicion ¢n la sintesis de esta capa causada por sustancias 16xicas del medio'"™(FIGURA 2).

Helicabacier pylori no forma esporas y la coloracion de Gram s negativa. Posee de 4 a 6 {lagelos
polares envainados y con terminacion bulbar\n,

Estudios ultraestructurales de los flagelos han mostrado que tienen una medida de 0.5 a 1.0n de espesor
por 2.5 a 4 de largo y que se encuentran situados en un solo polo. El enface del core flagelar con la
membrana citoplasmatica se da a través de una insercidn sobre un disco basal asociado a esta ultima, mientras
que la cubierta que posee el flagelo es una continuacion de ta membrana de la pared celular.

Posee fimbrias largas y rigida con apariencia de pclo, generalmente se encuentran sobre la superficie
entera de la bacteria. Las fimbrias tambien llamadas pilis, son considcradas como organelos de ataque.
Presenta fimbrillas que son més pequeiias y rigidas que los pilis, se piensa que facilitan la adherencia a las
células humanas del tejido gastrico™,

El glicocalix de polisacaridos que posee H. pylori en vivo es semejante al de las enterobacteriast®*, unidad
membranica de cubierta cxterna a la pared célular que tienc un espesor por arriba de 40 nm. y es menor
cuando el microorganismo es cultivado . Tiene la funcion de mantener la rigidéz y forma de la célula.
Expresa una superficie celular hidrofobica con una carga negativa 9, una hemaglutinina fibrilar soluble 12 4,
Peter Doig ha reportado la presencia de Pilus muy flexibles al ser observado por niicroscopia electronica, con
un didmetro aproximado de 2 nm. y estrechamente asociado con la pared célular 9.
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FIGURA No.1 [ILUSTRACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR DE K. pylori EN COMPARACION CON C. jcjunt
MICROSCOPIA ELECTRONICA Ref. (1)

FIGLRA 1 Corte Sonptudial find de € priom (AYy C sepnt (B1 € i don Lene una superfing bisa. curemos
1edondeadn + u utkco (lagelo polar con saina de cubiera Mechar € yumr e und Pared ortulat IPKAmente
Fruesa. hendiduras polares + fiaelos tpodares win cubveria thatra = 40 ama 1D Goandain (S & b 1 Med Mr
wiobsol 19247 j9e

FIGURA No.2 CAMBIO MORFOLOGICO COCOCIDE DE /. pylori SEGUN D. M. Jones. Rel. (18)




FIGURA No.3 MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE H. pylori EN PRIMOAISLAMIENTO

e

FIGURA No.d4 MORFOLOGIA MICROSCOPICA EN CULTIVO VIEJO DE /1, pylori




2.3,- CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y ANTIGENICAS.

En 1985 Megraud y colaboradores en estudios realizados con gel de electroforesis®®, reportaron haber
encontrado bandas de proteinas mayores con peso molecular de 12000, 17000, 21500, 43500, 58000, 64000 y
74000. Mientra que Guillermo Percz-Perez y colaboradores en 1987 reportan bandas que se presentan en los
pesos moleculares de 26000, 29000, 56000 y 62000, al utilizar clectroforesis simple, asi comprobaron una
diferencia en el perfil proteinico al que presentan las especies de género Campylobacter,

Helicobacter pylori al igual que otras enterobacterias Gram negativo, tiene presente un lipopolisacarido
{LPS) de tipo liso con un patrén tipico de lavadero, con gran estabilidad y que parece ser independiente del
namero de pases "in vitro", aunque en este LPS parece faltarle las diferentes unidades repetidas de sacaridos
responsables de la seroespecificidad que se tiene entre los diversos géneros de Ia familia Enterobacteriaceaet?.

El uso de suero de conejo inmunisado con células de Campylobacter jejuni y Campylobacter fetus, se ha
observado una actividad inmunologica ¢ruzada de los anticuerpos, reconociendo las proteinas de superficie de
H. pylori que aparecen en las bandas de 62000, misma banda que coresponde al antigeno flagelar de las
especies de Campylobacter antes mencienadastn.

Bruce Dunn en 1989 utilizando electroforesis de doble dimension encontro una gran diferencia entre ¢!
H. pylori y las especies de C. jejuni y C. fetus debido a que estos ullimos carecen de las proteina de la
membrana externa encontradas en M. pylori que tienen un pese molecular de 41000 a 45000 y por otro lado
H. pylori carece de la proteina acida superficial encontrada en C. fews con peso molecular de 100000 a
149000.

Dunn también reveld 1a presencia de 2 proteinas mayores en H. pylori 8! utilizar ['?* como marcador de la
superficie celular, estas proteinas fueron nombradas como proteina 2 (p1=5.6 a 5.8 y PM= 66000) y proteina
3(pl=5.2 a 5.5 y PM=63000). Estas proteinas 2 y 3 se han observado presentes también en la enzima ureasa y
en ¢f flagelo. Asi al parecer 1a urcasa estd presente tanto en la membrana exierna como en los flagelos del H.
pylori®, En el flajelo se encontrd ademds ta proteina de PM 29000 localizada también en la ureasa .

La proteina 3 y ta de PM 29000 tienen reaccion antigénica cruzada con anticuerpos de pared célular
completa de C. jejuni y de E. coli, siendo la proteina 2 Ia iinica proteina mayor de menbrana externa y est
ureasa exclusiva de M. py/ori Ia cual es altamente inmunogénica y puede ser muy util para pruebas seroldgicas
especificas para el diagndstico de intecciones por Helfcobacter Pylopris®,
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TABLA No: 11  COMPOSICION QUIMICA DEL OLIGOSACARIDO Y LIPIDO A
DE H. pyloriNCTC 11637

(nmmol/mg)constituyente en fraccion de LPS

CONSTITUYENTE Oligosacarido degradado Lipido "A"
Carbohidrato:
fructosa. 5 NDb
D-manosa 63 ND
D-Glucosa 495 ND
D.galactosa 563 ND
D-glicero-D-manno-Heptosa 541 ND
L-glicero-D-manno-Heptosa 814 ND
3-deoxi-D-manno-2-octulosonico acido 159 ND
D-glucosamina ND 822
Etanolamina 1,025 6
Acidos grasos:
Tetradecanoico ND 35
Hexadecanoico ND 58
Octadecanoico "ND 557
(R)-Hidroxihexadecanoico ND 363
(R)- Hidroxioctadecanoico ND 1,068
Fosfatos: TN
Orgdnico : 662 269
Inorganico : N 10

TOMADA DE REFERENCIA (33)



El lipopolisacirido es constituyente caracteristico de las bacterias Gram negativo y muy importante en la
estructura y funcion de la membrana extemna, compuesto de un oligosacérido y un componente lipido llamade
"Lipido A", Estudios utilizando antisueros para lipido A de Salmonella hén confirmade la presencia de este en
H. pylori.02.9(TABLA: 11).

Los principales componentes del LPS de H. pylori son azicares como: la fructosa, d-manasa, d-glucosa,
d-galactosa. d-glicero-d-mano-heptose, I-glicero-mano-heptose, 1-glicero-d-mano-heptose-fosfate, 3-deoxy-d-
ido,d-glucosamina, ilamina. etanolaminafoafanato, etanolaminapirofosfato.  Acidos

f} 1

mano«2s(
grasos  como: tetradecanoico, hexadecanoico, octadecanoico, (R)-3hidroxiexadecanoico,  (R)-

hidroxioctadecanioco. Fosfatos organico y fosfato inorganico <,

El Lipido A contiene 3-OH 16:00 y 3-OH 18:00 que lo hace caracteristico, la composicion de DNA
presenta un porcentaje entre 35.7 y 37.1 mol% el la relacion de G+C, Carece de la quinona respiratoria
Menanquinona 6 (MK-6) metilada que ¢s caracteristico del genero Canypylobacier.

2.4.0,- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y PERFIL ENZIMATICO.

Helicobacter pylori presema un perfil enzimatico que ayuda a su identificacian, encontrando a la ureasa
como la propiedad enzimatica caracteristica por la gran actividad hidrolitica que presenta comparada con la
de otros microorganismos, al hidrolizar rapidamente la urea en amoniaco y COz .

H:N-C-NH3 + 1120 —————— NH» + H:-N-C-OH +H:0
n UREASA u
(o] o
1
NHs + $12C0s

LA UREASA CATALIZA LA MIIDROLISIS DE LA UREA, FRODUCIENDO AMONIACO Y CARBONATO QUE SE NIDROLISA ENFONTANEAMENTE A
1A FORMA DE ACIDO CARBONICO ¥ UNA SEGUNDA MOLECULA DE AMONIO.

H:COs - H + HCO»

2NHs + 2I0O° ~--— 2NH4 '+ 20H

A pli FISIOLOGICO EL ACIDO CARDONICO SE DISOCIA ¥ LA MOLECULA DE AMONIO SE EQUILIBRA CON AGLA I’ROTQ.\'.L\‘[X)CE. CoMo
RESULTADO ENISTE UN INCREMENTO EN EL pH 500



TABLA No: 12 UREASA PURIFICADA DE /1. pylori CEPA 84-183.

PASO PURIFICA ACTIVIDAD ESPECIFICA  PURIFICACION ACTIVIDAD ENZIMA
. TOTAL RECOBRADA

pumol urea hidrolizada/min/mg. -pacial pmol/min %
Pared celular. 9.8 1.0 1400 100
Extracto acuoso 42.1 4.3 1067 76,2
Superose 12 203.0 20.7 677 484
Spherogel TSK-1IEX, 1100.0 112,0 156 133
TOMADA DE REFERENCIA (33)

FIGURA No:§ SECUENCIA PARCIAL DE AMINOACIDOS DE LA SUBUNIDAD
MAYOR DE UREASAS BACTERIANAS Y UREASA DE SOYA.

H. pylori MEKISRKEYVSMYGPTTGDE 62000 Mr.
Jack beam. NTVIHRKEYANKYGPTTGDE 97770 Mr.
K. prienmonie, ~SNISRQAYADMFGPTVGDE 70000 Mr,
P. mirabilis. MKTISRQAYADMFGPTTGDR 73000Mr.

TOMADA DE REFERENCIA (33)




Bruce Dunn ¢ caracterizd la ureasa H. pilori reportando un Km de 0.3+ 1mM. con Vmax. de 1100 +/-
200 micromol de hidrolisis de urea/ min./ mg. de proteina a 22 °C en 31 mM Tris-HCL, pH 8.0. £l pumo
isoeléetrico pl de 5.99 +- 0.03. peso molecular de PM 380000+-30000 Dalton conteniendo subunidades con
valores de Mr 62000+/.2000 , 54000+ 2000 y 30000 +/-1000, La subunidad de Mr62000 de /. pylori con
una ia parcial de aminoécidos de 17 residuos presentd un 76% de homologia con la subunidad de Mr
90000 de la ureasa de Jack bean y un 65% con la secuencia aminoterminal de la subunidad de Mr73000 de la
ureasa de Proteus mirabilis, y 1a subunidad de Mr72000 de Xlebsiella avrogencs. En ¢uanto & la subunidad
menor de la ureasa de /. pylori Mr3000 con 20 residuos, presento de 60 a 65% de homologia con la
secuencia aminoterminal de la subunidad Mr11000 de Proteus mirabilis y de Jack bean- 8. “FIGURA §).

La actividad de la ureass en un lisado de H, pylori vario de 3.3 & 25.5 micromol de urea hidrolizada por
minuto/mg de proteina (.64,

Harry L.T. Mobley ¢n su estudio de caracteriza¢ion repotta un promedio de velocidad de hidrolisis d¢ la
urea al medir ¢l NHs de entre 36+-28 micromo! de NH3 por minuto por mg de proteina, lo doble cuando se
comparo con la actividad de la ureasa de profues mirabilis , y 10 veces mas que con urcasa de otras bacteria
01 Repostando un peso molecular de 625000 al utilizar cromatografia de columna con un punto isoeléctrico pl
de 5.9, Km de 0.8 mM urea a una temperatura éptima de 45°C y pH éptimo de 8.2

La estabilidad enzimitica se encontré que la célula de H. pylori lisada presenta un 50% de la actividad
inicial después de 6 dias y el 40% a los 18 dias después de haberce almacenado a 4°C en solucién de fosfato de
sodio 20mM a pH de 6.8. Al almacenarla a -70°C por 18 dias ecn 1mM EDTA y enl5% de glicero! se
mantuvo el 40 % y 34% de actividad inicial respectivamente.

Una caracterizacion inmuneldgica por analisis de Western blott, utilizando antisuero contra la proteina 2 y
contra la proteina 3, se observe el reconocimiento de la subunidad de la ureasa de Mr62000 y Mr54000
respectivamente lo que sugicre que la urcasa sc presenta localizada como constituyente de la pared célufar 9,
comprobando esto P.R. Hawtin en 1990 al utilizar anticuerpos monoclonal anti ureasa y localizarla en ta
superficie de la célula®.

Helicobacter pylori también tiene actividad de oxidasa y catalasa caracteristica del género Campylobacter
enteropatogenos, la reaccion de catalasa que produce es mucho mis fuerte que la de las especies de
Campylobacter, lo que la hace importante como agente etioldgico en la gastroenteritis de humanos,
permitiendo el crecimiento y sobrevivencia en la superficie de la mucosa inflamada, la catalasa es soluble y
puede ser distribuida a través de cytosol y entre los espacios periplasmasticos. La caracterizacion de la
catalasa presenta un Mr5000, con actividad en un amplio rango de pH entre 5.25 a 8.95, ¢l punto isoeléctrico
es de 9.0-9.3 y parece ser unica, es estable al calor 56°C durante 60 minutos, Km de la catalasa purificada va
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de 43+-3mM-H,0 y V 60+-3 mM H30; /min/mg de proteinat™. Los estudios realizados por Stuart L. Hazell
en 19916 reportd que es indirectamente sensible al daflo oxidativo.

Otras enzimas importantes de Helicobacter pylori que le completan el perfil bioquimico caracteristico y
que es util para su identificacion ¢- 2 %) Capacidad de producir sulfuro de hidrégeno que es detectable al
utilizar papel impregnado con acetato de plomo, produce fosfatasa alcalina, DNAsa, no fermenta
carbohidratos ni reduce el nitrato a nitritos, no hidrolisa el hipurato y es inhibide en medios que contienen 1%
de bilis y mds del 1.5% de NaCl

Helicobacter pylori es un organismo aercbio obligatorio, pero que no crece en presencia de presion
normal de aire-oxigeno. W. Bar al ensayar con moléculas orgdnicas (fumarato, succinato, piruvato, malonato
y lactato) al utilizarlas como donadoras de electrones (e-), determinando el tlujo de e” y midiendo el consumo
de Oz del medio se midié la energia producida con la acién de ATP, reportando asi una actividad
respiratoria de! H. pylori de entre 15 - 30 mol O,/min./mg.




2,5.- MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

2.5.1.- Motilidad

Helicabacter pylori posee de 4 a 6 flagelos envainados que se encucntran localizados en uno de sus polos
y pueden ser observados bajo microscopia de contraste de fases. En los aislados clinicos frescos se ha
observado una alta motilidad del microorganismo, caracleristica que le permite dezplasarse facilmente en el
medio viscoso de la capa mucoide que cubre 1a mucosa del epitelio gastrico, ademis esta caracteristica le
proporciona gran flexibilidad ya que puede adoptar una posicién paralela con respecto , a los filamentos de!
mocot” 9. 5% y que con ayuda de estimulos quimiostdticos!'” llegan a ubivarse cerca de las interseccidnes
celulares (sin invadir la célula directamente) obteniendo en este sitio los nutrientes v los factores de
crecimiento que requiere’ (FIGURA 6).

Stuart |. Hazell en 1986 ¢ demostré en vivo la motilidad de H. pylori ¢n aislados de muestras clinicas en
una solucion de metilcelulosa y variando 1a viscosidad encontrd que H. pylori se mueve mucho mis libremente
en la soluci6n viscosa que otros microorganismos de motilidad tipica como por ejemplo £ coli
Examinacidn de especimenes de biopsias de humanos revelan que la morfologia espiral de la bacteria es mas
pronunciada en células libres en el moco® .
1.GURA No.6 DIAGRAMA DE COLONIZACION DE MUCOSA GASTRICA POR 1. pylort. 1A MOTILIDAD DEL MICKOORUAXISMO LE. CONFIERE

QRAN DESFLAZAMIENTO ATRAVEZ DE LA VISCOSIDAD DE LA CAPA DE MOCO GASTRICO, CON AYUDA DE FACTORES QUIMIOSTATICOS
LLEGA A LA MUCOSA DONDE ORTIENE LOS NUTRIENTES NECESARIOS PARA COLONIZAR. Refl (33)
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FIGURA No.7 REPRESENTACION DE H. pylori Y SUS CARACTERISTICAS DE
PATOGENICIDAD
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2.5.2.-Adherencia,

En infecciones de humanos fHelicobacrer pylori solamente coloniza las células epiteliales del tracto
gastico. Cuando coloniza duodeno generalmente lo hace en sitios de metaplasia gastrica en donde se
encuentran células tipicas gdstricas en duodeno® y cuando existe metaplasia intestinal, que son éreas de
mucosa intestinal en el catdmago, el A pylori no coloniza cstas células, solamente las células gastricas
adyacentes'®”,

Obscrvaciones sobre Ja adherencia sugieren que existe 1a presencia de una adhesina que esta involucrada
en este fenomeno. Se incluye posiblemente receptores especificos con interaccion receptor-ligando,
hidrofobicidad del epitelio gastrico, la produccién de nutrientes especificos por el epitelio gastrico y las
caracteristicas del moco producidas por estas célulase®

Si no existiera tal mecanismo seria ¢! microorganismo lavado del tracto géstrico como resultado de la
poderosa actividad peristaltica que este orgsno prescnta™. Se piensa que una esituctura externa en la
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superficie de 1a bacterin es esencial para la adherencia ya que 1a bacteria ataca ¢l tejido gastrico, primeramente
en base a estructuras superficiales como son los flagelo, fimbrias o fimbrillas®-*

Lingwood reportd que un glicopéptido fosfatildil es un receptor localizado en células del tracto
gastrico que se cnlaza al M. pylori. Piotrowski por su parte reporta que la base de la membrana célular del
i s la resp ble del enlace por las hemaglutininas que posee, aunque algunos otros sugicren
que el pilus del 4, pylori puede ser la adhesina.

micre

Helicobacter pylori se une a varios tipos de células de mamiferos "in vitra" incluyendo no humanos y
células no gastricas. R. D. Leunck al estudiar diferentes lineas celulares, determiné que /. pylort posce la
habilidad de adherirse a ciertos lincas celulares y a eritrocitos™ nombrando a ¢stas adhesinas como
"hemaglutinina ligada a ncuromin-lactosa™ (NLBH} y que ¢s la que le da la capacidad para feconocer y atacar
con ayuda de ciertos mecanismos quimiotacticos, a las méleculas que presentan derivados de acido neuromico
y derivados de g , ambas molécul
mamiferos®?,

se an iados a glicoproteinas de células de

Estudios posteriores realizados por A. Roseu % sugieren que receptores celulares para M. pylori se
encuentran p solo en | y en alg: imales susceptibles a este microorganismo, probando
con lineas célulares de diferentes animales, lo que explica la marcada propiedad que posec /. pylori para

adherirse y colonizar la mucosa géstrica ¢n humanos®® % y que algunos factores ccolégicos y metabélicos

contribuyan para que en humanos se de exlusivamente la infecciont*-*",

2.5.3,- Urcasn.

Una de la propiedades que contribuyen mas a la patogenicidad del Helicobacter pylori es 1a produccion
de ureasa, por su gran contenido y su fuerte actividad enzimética que presenta para hidrolizar 1a urca en COz y
NHa62 64, Esto le permile sobrevivir en el medio acido del estomago, el amonio producido forma una capa
protectora que rodea al microorganismo y neutraliza la acidéz de! jugo gdstrico y el efecto bactericida,
permitiendole al H. pylori poder legar mas facilmente a la parte inferior de ia capa mucoide. El amonio
producido también es capiz de causar efectos toxicos a las células de la mucosa cercana a donde /. pylori se
implanta. Esto provoca que las microvellosidades se destruyan y por consiguiente el impedimento de la
produccion y secrecion de moco*" **. Por otro lado el amoniaco también estimula la produccion de acido
gastrico (HCI) de las células gastricas por una estimulacion de la gastrina lo que provoca aumento en el riesgo
de formacion deleera en la mucosa.
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Se ha localizado la ureasa como una fraccion formadora de la superficie celular y se le relaciona con la
proteina 2 de la membrana célular y flagelarcio. .9, )

. 2.5.4,- Catalasa,

La catalasa de Helicabacter pylori al igus! que cn otras bacteria que producen esta enzima, les confiere
importante mecanismo de proteccidon contra los efectos dafiinos del peroxido de hidrogeno endogeno
producido durante el proceso inflamatorio del tejido a causa de la infecciont® 2. y como una respuesta local,
predominando leucocitos polimitfenucleares. Asi la catalasa forma factor importante de virulencia y presenta

B

una estabilidad simitar a la observada en otros microorganismos tales como Klebsiclla pnewmoniae y
Escherichia coli, pero la distingue de estas per que manticne su capacidad activa ¢n un grén rango de pH
entre 6.1 y 9.1 ®9. La capacidad de ia rapida descomposicion del perdxido de hidrogeno puede ser una gran
ventaja del . pylori para colonizar la mucosa gastroduodenal y protegercse de la respucsta primaria de las
células epitcliales del estomago humano al inducir la inflamacién y la infiltracién de linfocitos
polimofonucleares que realizan H202 como parte de su respuesta antimicrobianat.

2.5.5.- Citotoxina,

Hehicobacter pylori produce una citotoxina que fué detectada por su habilidad para inducir vacuolaciones
en los cultivos celulares. Esta toxina parece ser un tipo nuevo de toxina bacteriana ya que al probar otras
toxinas enteropatogenas, no producen vacuolacion aunque, sean similares en cuanto a ia estructura y
mecanismo de accion™,

Su ia se ha co bado al inducir la vacuolacién celular “in vivo" en cerdos infectados con /.

Patly ¥

pylori, que son dafios similares a los observados en humanos. Se ha comprobado la produccion de la

citotokina "in vivo" por pruebas de neutralizacion de la actividad, al utilizar sueros de individuos infectados
Sin embargo se sabe que no todas la cepas de H. pylori producen citotoxina encontrandose solo en el S0 al 60

% de los aislados s> ™.

Figura y col. reportaron que al aislar Helicobacter pylori en personas con enfermeda de alcera péptica,
que ¢l 67% de las cepas aisladas producen citotoxina, mientras que en personas con gastritis solamente ¢l 30%%
de las cepas aisladas.-¢4.62 ™,



Esta citotoxina es lbil a 70°C por 30 minutos, ademds de ser sensible a la tripsina, a la proteinasa K. 0,

2,5.6.- Proteasa.

Sarosiek observd que M. pylori produce un factor que es capaz de degradar las mucinas (glicoproteinas)
La enzima es una peptidasa general y pucde alterar moléculas de mucina™.

La proteasa de H. pylori provoca efectos adversos en el moco de las células gastricas al causar
disminucién de la cantidad y la viscosidad. La incubacion de un filtrado de H. pylori condujo a una
disminucién de un 35% de la viscocidad después de 48 horas™. Esta proteasa al disminuir la viscosidad le
permite al microorganismo desplazarse mas rapido hacia las intersecciones celulares por debajo de la capa del
moco, por lo que ¢s un factor importanie de patogenicidad®®.



3.0.- IMPORTANCIA MEDICA.

Las ulceras pépticas en Estados Unidos afecta a mas del 10% de la poblacion, considerandose como una
de las afecciones cronicas mas frecuentes que padece ¢l ser humano. En la URSS segin Bikov y Kurtzin,
sufren de esta dolencia del 5.2 al 13% de las enfermedades globales. Dole reporta que en Londres ¢l 5.8 de los
varones y el 1.9 de las mujeres entre edades de 15 a 64 afos son tilcerosos.

En actualidad 1a ulkera duodenal es de 3 a 4 veces méds frecuente que la gastrica. Existen sin embargo
grandes diferencias de un pais a otro.

En cuanto a la edad, se reporta entre los 30 y los 50 aflos y todas las estadisticas ponen de relieve que la
ulcera péptica cs mas frecuente en varones que en mujeres en una proporcion de 4:1 en duodeno, y de 2:1 en
tejido gastrico's".

Aparece en las regiones del tubo digestivo baflado por el jugo gastrico, estdmago y duodeno, en
condiciones patolagicas en el tercio inferior del esofago (reflujo gastroesofégico), el diverticulo de Meckel o el
yeyuno tras operaciones de anatomiosis (gastroycnunotomia). En ¢! duodenc con hiperclorhidria casi siempre y
en ¢l tracto gastrico con hiperclorhidria ¢ monoclorhidria.

La ruptura de fa mucosa gistrica determina la aparicion de 1a tlcera péptica. La gastritis crénica y el
reflujo biliar en el piloro, son causa principal de 1a ruptura de esta barrera, e! fumar predispone estas
condiciones ya que se altera la motilidad pilorica.

Numerosos estudios tanto en niflos como en adultos han mostrado una alta asociacion de la infeccion por
Helicobacter pylori con la gastritis tipo B, Ulceras gastricas y Ulceras duodenales U *2. 779016 (TABLAS :13,
14, 15).

El tipo de gastritis causada por Helicobacter pylori puede ser tanto sintomatica como asintomética
durante el inicio de la infeccion, después pueden aparecer cambios en la secrecion dcido gastrica. La infeccion
puede estar asociada con dispépsia no ulcerativa''', gastritis atrofica o carcinoma gastrico®™. La progresion de
la géstrilis tipo B a uno de estos sindromes puede ser influenciada por varios cofactores incluyendo
predisposicion genética, tipo de dieta, ingesta de alcohol ¥ medicamentos acidos, el fumar, la tension nerviosa

y algunos otros, principalemente en las ulceraciones duodenales o gastritis metaplasica por la destruccion de la

capa mucoide v ta inflamacion de las células



Durante mucho tiempo los antidcidos se han utilizado para el tratamiento de las ilceras pépticas, que son
tan efectivos como el empleo de los antagonistas de receptores de Hz de la histamina, ademas de que
promueven a cicatrizacién de las tlceras {astricas aunque mas lentamente que las lceras duodenales, son
baratos y existen en varias presentaciones lo que facilita su empleo.

TABLA No. 13 FRECUENCIA DE H. pylori EN BIOPSIAS GASTRICAS OBTENIDAS POR
ENDOSCOPIA EN CLINICAS POPULARES.

CIUDAD  No, ESTUDIOS N PROMEDIQ (%+) RANGO(%),
Australia. 3 255 60 55-69
Canada. 1 100 27 -
Holanda . 1 50 64 -
Nucva Zelandia. 1 53 47 -
Reino Unido. 7 820 54 35-83
Estados unidos. 3 190 47 40 - 61
Alemania del Este 1 180 54 -
Dinamarca. 2 272 51 46 - 58
Noruega. 1 61 44 -
Finlandia. 1 107 38 -
Suiza. 1 117 50 -
China. i 209 53 -
TOTAL, 23 2414 49 27-83 .
LA DEMOSTRACION DE . pyfori EN BIOPSIAS GASTRICAS FUE POR CULTIVO. HISTOLOGIA O AMBOS.

TOMADO REFERENCIA (1)

TABLA No. 14 DETECCION DE INFECCION POR H. pylori POR TRES METODOS. (REF. 1)

YARIABLE CULTIVO TINCION SEROLOGIA .
1sG 1gA
Gastritis (n=42)
H. pylori (+) pal 36 31 32
H. pylori (--) 19 6 6 H]
no determinado. 2 0 5 5
Sin gastritis. (n= 71}
H. pylori (+) 0 0 2 3
H. pylori (--) 68 7 59 58
no determinado. 3 0 10 10
TOTAL, 113 113 13 133
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TABLA No. 15 PORCENTAGE DE H. pylori Y RELACION EN PROBLEMAS

PEPTICOS.(REF, 45)
N H. pylori (+) %
SEXO:
* Femenino. 74 46 62
Masculino. 37 18 49
TOTAL. 11 64 58
DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO.
Ulcera duodenal. 36 33 92
Ulcera gastrica. 2 1 50
Gastritis © duodenitis, 19 13 68
Esofagitis. 8 3 38
Ulcera duodenal con tratamiento 18 6 33
Ulcera gastrica con tratamiento® 2 [} 0
Observacion endoscopica normal 28 8 29
TOTAL. 11 64 - 58 .
* Y. pylori y ta dilcera fueron tratadas con bismuto y antibibtices
Los bloqueadores de Hz de la hi ina (Cimetidina, Fi idina, Nizatidina, Ranitidina) son muy

similares entre si, inhiben la accidn de la histamina a nivel de los receptores de Hz de la histamina de la célula
parietal, lo que disminuye la secrecion de dcido basa! y la estimulada por los alimentos.

Otros medi como ¢l Subcilato, que ¢s un plejo de sucrosa, contiene hidroxido de aluminio
(no suprime 1a secrecion acida), se une al tejido ulcerado protegiéndolo de la accién de los acidos y estimula la
cicatrizacidn, no s¢ absorbe en forma sistémica pero es capiz de disminuir la biodisponibilidad de los
bloqueadores de Hz cuando se administran juntos.

Aunque es poco recomendable la terapeutica de mantenimicnto a largo plazo, la mayoria de los pacientes
observan alivio tal que no desean dejar de tomar el medicamento. Se cree que el uso prolongado de
inhibidores de la secrecion acida predispone la aparicion de tumores carcinoides del estomago. Cuando la
secrecidn acida es inhibida por cualquie medio, la ion sérica de gastrina estimula el crecimiento de
ciertas células neoplasicas (observado en cultivo de tejidos). Pero si la hipergastrinemia fuera insuficiente para
causar carcinoides, si podria ser suficiente causa para acelerar el crecimiento de tumores comunes como cl
cdncer de mama, pulmdn, colon y piel. Ademas la hipoclorhidria prolongada, podria ser capaz de aumentar el

riesgo de que ocurra una infeccion entérica como el colera, salmonelosis, elc (™ = ™ esta colonizacion
B! q
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bacteriana por un estomago aclorhidrico, puede favorecer la produccion de nitritos y nitrosamina asi come de
otros factores que también conduzcan al desarrollo del céncer gastrico. Por otro lado, la aclorhidria puede
provocar anemia ferropénica que es da por la disminucion del HC] ya que este transforma el ién férrico
de los alimentos en ferroso facilitando su absorcién. Se dice que la ferropenia provoca una carencia de
fermento respiratorio de Warburg, asi como e! de los citocromos a, b, ¢ que son fermentos esenciales para el

bolismo i diario de la multiplicacién celular y por Io tanto de la regencracion de las células de fa
mucosa géstrica, ) ’

En Estados Unidos, ningiin bloqueador de Hz ha sido probado por la Food and Drug Administration
(FDA) para el tratami y mantenimi de los pacientes con ulcera gistrica. En la actualidad se sabe que
hasta un 95% de los paci que pad ulcera duodenal o ghstrica recurrente y que no se relaciona esta
con el uso del consumo de farmacos antinflamatorios no esteroides (AINE), padecen infeccion por

- Helicobacter pylori. Si la infeccién es erradicada Ia taza de recidiva es insignificante y la mayoria de los
pacientes son curados™(FIGURA 8).

Estudios relalizados donde se ha administrado a los pacientes con Ulcera duodenal y wilcera géstrica un
tratamiento triple para erradicar la infeccién causada por Helicobacter pylori, previene de manera més eficaz
las recidivas de los ulcerosos comparada con los que solamente tuvieron tratamicnto con bloqueadores de
H,™ ™).S¢ recomienda antes de preseribir tratamiento triple confirmar la infeccion por cualquier prucba de
diegndstico (TABLA 16).



TABLA No. 16  TRATAMIENTO TRIPLE PARA LA INFECCION CAUSADA POR M. pylor
(ref.71).

DURANTE DOS SEMANAS PARA ERRADICAR A H. pylori
Metronidazol, 250 mg. tres veces al dia
Y
Subsalicilate d¢ bismuto, 1 - 2 tabletas con cada
comida y 2 al acostarse,
Y
Tetraciclina, 500 mg 4 veces al dia.
Q
Amozicilina, 500 mg 4 veces al dia,

DURANTE 2 - 16 SEMANAS PARA CICATRIZAR UNA ULCERA ACTIVA.
« Cimetidina, 800 mg, al acostarse.
(¢]
Famotidina, 40 mg, al acostarse
(o]
Nizatiding, 300 mg. al acostarse
o
Ranitiding, 300 mg. al acostarse.

X0
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FIGURA:8 TASA DE RECIDIVA DE ULCERAS GASTRICAS CON
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3.1.- PATOGENICIDAD.

Un aspecto importante de patogenicidad que presenta el Helicobacter pylori es la marcada habilidad para
penetrar en ¢l estomago por periodos largos y posiblemente de por vida del huésped (por lo que algunos
investigadores lo flegan a considerar como'parte de la microbiota normal) y es debido a que presenta
mecanismos sofisticados de sobrevivenciaf®s),

La infeccion causado por M. pylori estd correlacionada con la inflamacion gastrica y agolamiento del
moco. El estado inicial de |la enfermedad se caracteriza solo por la colonizacion y I inflamacion Jocal, después
sigue la enfermedad progresando hacia una disminucion del mioco por destruccion de las microvellosidades
(FIGURA 9).

La motilidad es necesaria para que el A pylori se localize en el nicho mas favorable en |2 interseccion
celular del epitelio donde obtendrd los nutrientes necesarios para su colonizacion. La produccion de la ureasa
que le facilita la sobrevivencia durante ¢! viaje inicial a través de los contenidos gastricos Acidos y después que
la mucosa sufre cambios morfoldgicos los jugos gastricos llegan al epitelio dafiando el tejid ot 5.

La adherencia al epitelio que puede ser estabilizado a través de receptores de icido salicilico en el epitelio
y por antfgenos fibrilar en la superficic de la bacteria, permitiran que la bacteria sc establezca en sitios

especificos.

Los cambios observados tanto en humanos como en modelos animales ante la presencia de M. pylori
sugieren fuerte evidencia de que es causs potencial de gastritis v tlceras pépticas, otra evidencia son los
resultados que se obticnen despues del tratamicento con la climinacion del microorganismo en resolucion de la
patologia y disminucion de las recidivas.

La presencia del nntigeno bacteriano extrailo, como son los lipolisacaridos de la pared pueden ser
suficiente para causar una intensa respuesta inflamatoria. La produccion de mucinasa y de la toxina
vacuolizante pueden inducir tiberacion de nutrientes necesarios del epitelio del huesped conduciendo a daiio
local y una posible formacion de tilcera.

Entre los dafios que mds se han cbservado en las células infectadas esta: a)- Disminucion de los
carbohidratos neutros (frucosa y galactosamina) localizados dentro de los granulos del moco. b)- Aumento de
acido y glicoproteinas con atrofia en las microvellosidades. ¢)- Disminucion de las microvellosidades donde el

microorganismo se localiza, observado con microscopia electronica®)
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J. L. Kasi utilizando microscopia de transmisién de electsones confirma la adherencia del bacilo a la
superficie célular, el cual produce criptas o depresiones en ¢ epitelio de fa célula huésped y muy
ocasionalmente en filtracidn intracelular, esto trae como consecuencin el decremento de los grinulos de moco,
los cambios degenerativos de la textura del epitelio celular, pero que al ser observados nuevamente después
del tratamiento con la completa eliminacidn del bacilo se nota la reconstitucién de la superficie de la mucosa,
de los granulos de moco y de tas microvellosidades restaurand ose por completo el complejo de la interseccion
celular.

En los trabajos realizados por E. Madan y col. sobre las caracteristicas histologicas, concluye que !a
gastritis provocada por la presencia de H. pylori es muy particular y Onica incluyendo fa disminucién del moco
localmente en el area infectada, o que puede ser un mecanismo por el cual causa herida a la mucosa.

S. Holek ¢ en un estudio patoldgico relaciond ¢l H. pylori con alteraciones géstricas, encontrd que més
del 5% de la metaplasia en duodeno contenia f1. pilori y solo en pacicntes con reflujo gastrocsofiigico con un
40 a 60%, por lo que sugiere que Helicobacter pylori migra del estémago al esofago solo en condiciones
donde el medio ambiente local ha sido alterado, ya que no encontrando evidencia de que H. pylori este
asociado con la inflamacion de eséfagot®).

Pelayo Correa y col. relacionaron la presencia de Helicobacler pylori con el carcinoma gastrico,
reportando que A, pllori puede incrementar el desgo de cancer gastrico en las personas que tienen una alta
idencia de infeccion, asi bién las lesi como la gastritis atrofica cronica, metaplasia intestinal y la

displasia con los que puede panticipar como cofacteres o adyuvantes.

Helicabacter pylori contribuye a la patogenia de la dlcera duodenal ya que los pacientes con ulcera
duodenal tienen a menudo arcas de mucosa gastrica en duodeno (metaplasia gastrica), esta situacion antecede
a g formacién de 12 ulcera ya que H. pylori solo infecta las zonas con metaplasia en duodeno con accién
patoldgica como [a que ocurre en el estdmago, por {o tanto la duodenitis por . pylori sera la principal causa
predisponente de tilcera duodenal™ ™. En los pacicntes con dlcera duodenal existe una reduccion de la sintesis
notmal de prostaglandina en respuesta a la presencia de acido en la mucosa duodenal causando incompetencia
pilérica provocando reflujo duodenal y goteo de jugos gastricos directamente al duoduno™
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3.1,1.- Cuadro clinico de §a gastritis,

La gastritis puede ser causada por un ataque a la mucosz por los jugos géstricos, asi como de Ja accién de
medicamentos o alimentos irritantes y 1a invasién bacteriana, que s¢ presentara con la mucosa inflamada lo que
muchas veces es dolorosa con sensacion quemante difuso en epigasiro alto, se secreta abundante seliva por los
reflejos iniciados en [a mucosa gastrica sobre 1as glandulas salivales, deglutiendo con la saliva gran eantidad de
aire que se acumula en el estdmago para después ser excretado con sensacion de quemadura en la garganta
La absorcion en el cstémago es escasa a consecuencia de la inflamacion celular que cierra las uniones entre
células vecinas aumentando la permeabilidad. En gastrtis cronica la mucosa se puede volver atrofica
quedando sin actividad glandular gastrica, suprimiendo Ia i6n y originando la aclorhidria (queda sin
accion Ja pepsina desarrollando un estomago no digerible) y a veces anemia perniciosa (14

Se ha observado un claro incremento logaritmico en h frecuencia de gastritis cronica con Ja edad.
Algunos estudios con pacientes asintomaticos demuestran que en la sexta décadn de 1a vida alcanza el 80% de
la poblacion (20% gastritis superficial y 60% gastritis atréfica)

En algunos pacientes con gastritis sc ha encomtrado anticuerpos organoespecificos contra células
parietales de 1a mucosa gastrica {hipotesis de autoinmunidad) y suclen mostrar una mucosa antral normal con
una gastrinemia elevada conociendose esto como gastritis tipo A. En cambio la gastritis tipo B carece de
anticuerpos contra células parietales, la mucosa antral esta lesionada y Ja gastrinemia es baja.

El cuadro clinico de la gastritis cronica es con pocas molestias en la mayoria de los casos, los sintomas
son inespecificos, no suele aquejar diariamente sino 2n forma esporidica con episodios retirados, en ocasiones
de transgresion dietética (estomago delicado) Jos pacientes adoptan digestion lenta penosa y sensacion de
pienitud epigastrica, asi como pereza fisica y mental cun dolores que puede ser calmados con alcalinos .

La ulcera péptica es una zona de Ja mucosa erosionada por la accion digestiva del juge géstrico, por e
exceso de HC), irritacién de alimentos o farmacos, riego sanguineodeficiente, secrecion de moco deficiente
reflujo duodenal y actualmentc se sabe que también la presencia de /. pylors. La tlcera
géstrica sucle presentarse casi siempre con asociacion a una gastritis o que indica que fa ulceracion se debe a
una disminucion en la resistencia del mocot™.
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3.1.2.- Cuadro clinico de la iilcera péptica,

+ El cuadro clinico de fa ulcera péptica se presenta con delor en un principio de tipo epigistrico de
evolucion a brotes (la calidad e intensidad del dolor es subjetivo con la sensiblidad y educacién del paciente),
suele describirse como calambres o dolor epigistrico pero también como *hambre dolorosa” sensacion de
vacio y pesedez. Otros pacientes no se enteran hasta que sangra o se perfora.

El dolor evoluciona a brotes de | o 2 meses de duracidn (cambios de temperatura). El dolor sobreviene
diariamente después de cada comida o después de medio dia, puede presentarse ain mas tarde llegando a
despertar al paciente en ta madrugada expresandose como "hambre dolorosa” (esto tiene muchas posibilidades
se ser duodenal). Aparte ¢l ulcerosc se queja a veces de regurgitaci acidas y jonel sufre algin
vOmito alimentario o de contenido gastrico. casi siempre coexiste estrefiimiento. Durante la fase de calma
clinica, que puede durar meses o aflos el paciente se cree completamente curado al sentirse bien y toma toda

clase de alimentos, picantes, alcohol, etctsn,
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3.0- RELACION HUESPED--PARASITO.

En el tracto pdstrico humano ocurre una compleja interaccion huésped-parasito; en términos generales las
alteraciones enlos factores del huésped, las caracteristicas de especie de microorganismo y las caracteristicas
del medio ambiente pueden tener una profunda influencia en esta interaccion y como consecuencia se produce
{a enfermedad.

El estomago ha sido poco estudiado es esle aspecto ya que fue considerado por mucho tiempo como
“zona esteril” con solo organismos transitorios de [a saliva como resultado del deglutir y que solo cuando se
a en dicil patologicas como seria la hipoclorhidria (anemia perniciosa) o algin trastorno tal

que eleve el pH géstrico, podria ser susceptible a ser colonizado, sobre todo con bacterias intestinales u orales.
A partir del d islamiento de Helicobacter pylori y de la asociacion que presenta con la
gastritis cronica, motivo el interes por el estudio de la respuesta a nivel de tracto gastrico.

Entre los factores de defensa gastricos no especificos la acidez y el moco forman una clara barrera contrs
la colonizacion de las bacterias, Ias lisozimas (enzimas bacterioliticas) y el lactoferrin (complejo de fierro y
glicoproteina) también tienen un gran espectro antibacterial.

La gastritis tipo B no autoinmunc se presenta g I en antro, iste de una infiltracion celular
(células plasmaticas, células T y macrofagos) con o sin un componente activo de ncutrofilos y atrofia de la

mucosall-&.7,

IgA cs la principal inmunoglobuling protectora ¢n la mucosa géstrica e inhibe la adherencia bacteriana a la
célula epitelial y es capaz de amontonar anticuerpos dependientes (sinergisande con 1gG) células mediadas
activas (citotoxicidad por neutsofilos polimorfonucleares, neutrofilos, monocitos y linfocitos) contra bacterias
enteropatogenas.

La presencia y alteraciones que causa Helicobacter pylori tanto de estructura como bioquimica en la
célula infectada origina una respuesta local que induce a la fagocitocis por los neutrafilos y eosindfilos, a su
vez una respucsta humoral con produccion de anticuerpos especificos contra la estructura de la bacteria
(membrana, flagelos, ureasa, citatoxina) constituidos principalmente por IgA. 1gG e IgM, también cf contacto
de H. pylori con los linfocitos aumenta la actividad de las células asesinas naturales (NK) e induce la
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produccién de gama interferdn, factor de necrosis tumoral alfa, interleuci 1 y oxig que
probablemente contribuyan a la destruccién det tejido local™. En el lipopolisacarido posee una estructura

j alaque pr las enterob ias "Lipido A" el cual juega un papel importante en la resistencia
bacteriana al suero y a la fagocitocis por lo que las opsoninas adquieren mayor importancia en la respuesta del
buesped? &™),

Javed Igbad y col. observaron en gastritis cronica por infeccidn, un gran incremento de células linfoides
con un claro incremento de neutrofiles polimirfonucleares, células T y particularmente Iga depositado en laA
superficie de 1a bacteriaU,

A pesar de todo el mecanismo de defensa que despierta en el huésped la presencia de Helicobacter pylori
este colonoliza ¢l epitelio permaneciendo periodos largos sin manifestar su presencia con sintomas graves,
pensandose que esta respuesta inmune es defectuosa o que Ia bacteria es capaz de evadirta por los factores de
virulencia que posee, incluyendo el bloqueo de anticuerpos por variaciones antigénicas y proteasa bacteriana
contra IgA (IgAsa) o que también la bacteria sc cubra con inmunoglobulinas lo que aprovecha para colonizar.

G. Mauff al estudiar pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y gastritis
asociada a la presencia de #. pylori, reporta que no hay correlacion entre ¢l VIH y la reducida inmunidad
humoral contra el . pylori. y observando que en estos pacientes los titulos de anticuerpos eran significativos,
pero también encontrd una menor frecuencia de infeccion por K pylori que los pacientes VIH negativo
mencionando que los VIH positive presenlan una gastritis inactiva y que la presencia de H. mlori es
claramente asociada a la gastritis activa'™"

La respuesta histopatologica a infecciones por Helicobacter pylori en estdmago de humanos varia de
severidad y forma por ¢jemplo’ En nifios es menos probables tener una respuesta significativa inmunologica
comparada con los adultos, posibles factores que influyen en {a madurez inmunologica, exposicion previa y la
cdad relacionada con cambios gastricos.
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4.0.- DIAGNOSTICO.

Con el conocimiento de la relacidn entre la infeccion por H. pylori y Ia géstritis tipo B, ¢l desarrotlo de los
andlisis para el diagndstico se ha convertido en un aspecto fundamental de investigaciont®®).

Tecnicas de [aboratorio con diferentes ventajas tanto de investigacion epidemioldgica como de
diagnéstico préctico, han sido implementadas y se han categorizado en prucbas directas e indirectas donde se
involucran métodos invasivos y no invasivos: La demostracion histologica, identificacion por cultivo, la
determinacién de sus caracteristicas bioquimicas y su respuesta inmunologica.

4.1.- Endoscepia, diagnéstico microbiolégico.

El endoscopio de fibra éptica puede ser considerado como un métode de referencia porque en primer
lugar se puede observar la inflamacion o anonmalidades de la mucosa gastrica y por otro lado hacer tomas de
tejido que nos permita visualizar al microorganismo y poder cultivarlo, sin embargo se requiere de un
especialista para su uso asi como de ¢l cuidado en el mangjo de infecciones tales como en ¢l VIH y la Hepatitis
B,

La presencia del microorganismo dentro de la biopsia puede ser detectada directamente por el cultivo con
pruebas de aglutinacion con latex y por sus caracteristicas enzimaticas, por tincidn o por técnicas
inmunohistoquimicas (inmunofluorescencia). 3 #.3.31.5%_E| primer punto que hay que tomar en cuenta es ¢l
sitio donde de hara la toma de la biopsia, aunque los primeros investigadores mostraban preferencia por ¢f
antro del estomago (aproximadamente 5 centimetros del esfinter pilorico), se ha comprobado que
Helicabacter pylori se encuentra con mas o menos la misma frecuencia también en el cuerpo del estomago,
por o que se recomienda tomar en ambos sitios scbre todo en las zonas que presentan anormalidades sobre la
mucosa como pueden ser lesiones o eritemas, edemas y Ulceras principalmente, con un minimo de dos
muestras para disminuir la probabilidad de falsas negativas . Aunque en la practica puede ser clinicamente no
muy 0til y ser superado por otras pruebas de caricter presuntivoe para evitar Ja molestia del proceso
endoscopico, pero si es de gran importancia en las confirmaciones de una infeccion activa y como prueba de
referencia en Ja investigacion de otras técnicas



Varios estudios han mostrado que el especimen de biopsia tienc hasta un 84% de sensibilidad en el
di ico de paci infectados dolo con de jugo gstrico que presenta un 64% o de un
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cepillado con el 63%.

La tincion de un frotis de la muestra sobre un pertaobjetos de vidrio limpio es de gran utilidad, en la que
se pueden aplicar difcrentes procedimientos de tincion que van desde las tinciones usadas para spirachoetas
donde se utiliza la precipitacién de sales de plata sobre 1a superficie de o bacteria permitiendo duplicar su
tamaiio y ser visualizada facilmente {tincion de Warthin-Starring), con el inconveniente de que ¢s una técnica
con un costo elevado y con cierto grado de dificullad ya que pueden aparecer precipitados sobre el tejido que
den falsas positivas dificultando su uso rutinario. Otras 1écnicas que se han implementado y aplicado en el
diagnostico de H. pylort son la tincion de Hematoxilina, Giemsa, Gimenez, Azul de metileno, Naranja de
Acridina, Carbol fuesina, Gram y microscopia de contraste de fases todas ellas con buena sensibilidad y que
son utilizadas de acuerdo a la capacidad y experiencia del laboratoriot* %),

Las técnicas inmunoquimicas que son de alta especificidad aun no tiencn gran aplicacidn por el alto costo
que estas implican (microscopio de inmunofuorescencia) ademas del personal especializado en su manejo por
lo que se utiliza solo en investigacionts sn,

En la rutina para ¢! diagnastico de Ia infeccioon por H. pylori se ha hecho necesaric en fa
endoscopia el utilizar una biopsia para la prucba de la ureasa, manteniendo excelentes ventajas por la rapidez y
el bajo costo sobre otras pruebas. Actualmente existen disponibles en el mercado varias marcas comerciales
que utilizan urea con indicador de pH, 1o que permite detectar cualquicr elevacion de pH por la accidn de la
ureasa sobre la urea al depositar la biopsii en tn tiempo que va de un minuto hasta las dos horasfs2 ¥ con una
sensibilidad de 95% y una especificidad de 93%, requiere de poco material y facil mancjo y se ha reportando
buena correlacion con el estudio histolégico™. Es recomendable utilizar sicmpre la prucba del cultivo con la de
ureasa y la de tincion histologica para el diagnéstico microbiologico.

4.2.-Diagnéstico serolbgico.,

Las personas infectadas con Helicobacter pylori desarrallan anticuerpos contra este organismo, por lo
que un gran nimero de pruebas han aparecido con grandes ventajas en el diagnostico presuntivo que es rapido
y uo invasivo y en el que se puede seguir el curso de la infeccion después de que el paciente ha sido tratado
para la eradicacion del microorganismo, y sobre todo ] en lios epidemiolagicos, pero con la
desventaja de no saber si la infeccion es atn activa o si existe dafio histologico.
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E diagnéstico de infeccidn por M. pylori se puede realizar detectando a respuesta inmunoldgica humoral
de las proteinas que posee tanto estructurales como de membrana externa, asi como las flagelares y de las
enzimas que produce como es la catalasa y ureasa, principalmente esta Gltima por poseer una proteina
inmunogénica exclusiva,

Las tnmunoglobulinas formadas de tipo 18G, IgA ¢ IeM contra A, pylori se pueden detectar al utilizar
técnicas como la de Ensayo inmunoenzimatico (EIAY® % ), Microaglutinacion® %, Western-blot",
coaglutinacion®), Fijacion de Comp! o, 1 fl ia®% y la de Enzimas Inmunoabsorbente

(ELISA).),

Se sabe que la estabilidad de IgA e IgG contra H. pylori son muy grandes y segiin reportes como los de
Jones D. M. y col. se pueden mantener niveles elevados por meses y haste por afios ain después de haber sido
eradicado ef microorganismo y de que las manifestaciones clinicas hayan desaparecido.

Actualmente han aparecido en el mercado un gran nimero de prucbas seroldgicas muy utiles para el
diagnbstico presuntivo, son relativamente cconémicas y répidas. Se debe siempre tomar en cuenta que algunos
de estos ensayos miden la actividad de una infeccién pasada o de anticuerpos de microorganismos que cruzan
antigénicamente con Helicobacter pylori por ejemplo con Campylobacter jeyuni. Es asi que cstas pruebas
serolbgicas proveen solo datos iniciales sobre la presencia de una infeccion activa.

En contraste a la serologia las prucbas de aliento pueden brindarnos el diagnostico de una infeccion activa
por H. pylori al medir la fuerte actividad enzimatica de la urcasa de H. pylori cuando sc utiliza como sustrato
urea con carbono marcado {1’C}, {"C}, {'*N} y determinar los metabolitos formados por la hidrolisis de la
urea (1CO, ,PCO, ,MNH,), siendo una prueba rdpida, scasible, especifica y sobretodo no invasiva. Con el
unico inconveniente del elevado costo y el requerimiento de personal especializado y espectrofotémetro de

" masas”.Shen,

Luck y Seth fueron los primeros en observar ureasa en el estomago de diferentes animales, mas tarde
Fitzgerald y Morphy reportaron que cuando se administraba urea se observaba un marcado decremento en la
secrecion dcida gastrica acompaiiada con incremento de amonio gastrico, lo que hacia pensar que la ureasa se
encontraba distribuida en la superficie de la mucosa, sobretodo en cosos de ulcera péptica. Dellove y cols.
notaron que no todos los animales la poseian proponiendo que esta ureasa era mas bién de origen

microbiano,

Actualmente se sabe que H. pylori coloniza el estomago humano y que también es un fuerte productor de
ureasa de gran actividad por lo que es muy probable que se trate del microorganismo responsable de los

anteriores reportes de ureasa en humano,
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Mobley y cols. reportaron la actividad de la ureasa de H. pylori en 30umof de NH,/min./mg de protecina
(limites de 8 a 75). Ferrero y col. reporta un limite de 200 a 700 mg de urca hidrolizada/min./mg de proteina
siendo 20 veces mayor que la ureasa de Proteus vudgaris, caractetistica patticular de la enzima utilizandola
como base para las prucbas de aliento y las de jugo gastricoU”,

-4.3.-Diagnéstico quimico.

Las pruebas de aliento son técnicas de medicion radiactiva, se requiere del monitoreo de carbono marcado
(MC, 13C) con equipo especial. El sujeto ingiere una solucion que contiene urea marcada. La muestra de CO,
iente con el CO7), y un indicador de

exhalada es atrapada en una solucién de hyamina (reacciona equi
pH, asi se obtiene una medida semicuantitativa del carbono marcado excretadot™. Los resultados se expresan
como un porcentaje del total de dosis absorbidas (dosis nermal de CO2 exhalado en un hombre sedentario es
de eproximadamente 9 mmol/Kg/hr). Con una exposicidn de radiacion de una décima de la emitida por los
rayos X,

Cuando se utiliza nitrégeno marcado (5N) se puede determinar con un cspectfofotémetro de masas €l
amonio excretado en orina después de ingerir ]a urea marcada. ©%,

En el anilisis de jugo gastrico sc obtiene ¢l diagndstico midiendo la urea presente de una muestra obtenida
en ayunas por medio de determinaciones del laboratorio clinico de acuerdo a los métodos clasicos. Marshall y
Langton reportan valores de urea de 2.9 mmol/L. en pacientes H. pylori negativos y de 0.45 mmol/L. en
pacientes H. pylori positivos. Weber y col. reportan una conceniracion de amonio gastrico de 0.2 mmol/L en
pacientes H. pylori negativos y de 4.5 mmol/L. para les }. pylori positivos después de ingerir 300 ml de urea
al 0.5%
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TABLA No. 17 COMPARACION DE TECNICAS ENDOSCOPICAS Y NO ENDOSCOPICAS EN
EL DIAGNOSTICO DE INFECCION POR H. pylori. (REF. 1)

0 CILIDAD SENSIBILIDAD CIFICIDAD v DIACIO,
CULTIVO >72 ++ - S1 NO
Biopsia. 60 - 100% 100%
Cepillado. 20- 63% 100%
Jugo. 40% 100%
TINCION >72 ++ +r SI NO
Biopsia. 80 - 100% 100%
Cepillado. 67% 100%
INMUNG-
HISTOLOGICO. »72 + 65-95% 100% Raaand St NO
UREASA-BIOPSIA<3 -+ 59-98% 93 - 100% +++ SI NO
PRUEBAS DE
ALIENTO . <3 ++ 100% 100% ++ NO SI/NO
SEROLOGIA <3 ++HH 81-93% 94 - 100% + NO NO

TABLA No. 18 PRUEBAS PARA LA DETECCION DE H. pylori.(REF. 45 )

PRUEBA SENSIBILIDAD(%) ESPECIFICIDAD(%) ENDOQOSCOPIA COSTO
Histologico. 93-99 95 -99 si ++
Cultivo, 72-92 100 si 4
Prueba de ureasa, 89-93 93 -98 si +
Prueba de aliento 13C. 90 - 100 98 - 100 no —
Prueba de aliento 4C. 90-97 89- 100 no —+
Serologia. 89-99 80-95 no +
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TABLA No.19 COMPARACION DE METODOS PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS

CONTRA H. pylori{ REF. 45)
BILIDA

Hemaglutinacion ++ -+ + + ++ n
Fijacion de

complemento.  + =+ + ++ H 1)
Aglutinacién.  ++ ++ ++ +t + M
Inmuno-

fluorescencia.  ++ s + ++ + O]
Western-Blott.  + + + ++ +H+ no
ELISA. +H e + + ++ si

(1)= Cuantitividad solo por dilucidn.
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5.0.- TRATAMIENTO.

El conocimiento entre la relacion de la inflamacién crénica activa y el papel en la patogénesis de
ulceraciones pepticas condujo a seguir una terapia de reconstruccion de la mucosa a travéz de Ia eliminacion
de Helicobacter pylori sobre todo después de observar a los pacientes con problemas pépticos depués del

de prc ion de la y disminucion de la acidéz gistrica a las pocas semanas suftian
recaidas y de nuevo el microorganismo se presentaba y que estas recaidas ecan minimas si se contprobaba que
el H, pylori era eliminado completamente (FIGURA 8).

La actividad de algunas drogas es afectada por el pH del estdmago y se ha visto que las drogas
combinadas tiencn mejor actividad que solas, sin embargo también tienen mayor efecte colaterales lo que
pueden presentar una desventaja para el tratamienlo,

"In vitro" Helicobacter pylori ha mostrado una sensibilidad a varios antibioticos que “In vivo" son
incfectivos, siendo actualmente las preparaciones de sales de bismuto, el metronidazol, tinidazole y la
ofloxacina los que han dado mejores resultados en monolerapia. (%),

Los componentes de bismuto han sido usados desde mas de dos siglos como agentes medicinales
principalmente de uso local en picl, tracto genital asi como uiceras y para ¢l tratamiento y prevencion de
diarrcas agudas cntre otros usos®. D¢ estos los dos componentes mas usados a nivel mundial es el Subcitrato
de bismuto coloidal (De-Nol) y el Subsalicilato de Bisnuto (Pepto-Bismol) ambos con gran actividad con el
tracto gastrointestinal y tan cfectivos como los antagonistas de H, de la histamina para ¢l wratamiento de las
Ulceras gastricas y duodenales asoctandolo a una disminucion en las recaidas despues del tratamiento Se ha
probade que ademas inhiben “In vivo" bacterias como Eschierichia coli, Sulmonella, Campylobacter jejuni
Closiridium difficile, ademas del F1. pylori. Presenta accion local y sistémica ya que se ha observado que
también se absorbe a nivel gastrointestinal principalmente, aumentando su concentracion en sangre despucs de
ingerir oralmente el medicamento lo que indica que tiene buena absorcion a este nivel, suguiricndo que esta es
una propiedad que lo hace efectivo para la erradicacion de H. pydori en la mucosa gastrica?

Se han reportado varios efectos toxico de los compuestos de bismuto que incluyen encefalopatias
insuficiencia renal aguda reversible. hepatitis aguda, ostcoporosis, eritrodenma, etc ; sobre todo en sales de
bismuto de tioglicolato, subnitrato, subcarbonato y tartrato , excepto el subcitrato de bismuto coloidal (CBS)
y el subsalicilato de bismuto (BSS), en dosis bajas recomendadas (menos de 50pug/)
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Una dosis cuatro veces al dia antes de la comida por cuatro semanas, erradica a H. pylori en cerca del
20% de los individuos afectados.

Las sales de bismuto CBS, o BSS utilizadas en combinacidn con antibiéticos incrementa ia erradicacion,
por ejemplo al utilizarlo con metronidazol llega a un 65%, y si se combina con ranitidina incrementa su efecto
bactericida hasta un 75% on.

Los antagonistas de los receptores Hy de histamina han demosirado ser utiles en el tratamiento de dlceras
duledenales (UD), suprimen pero no cufan y al suspender el tratamiento al cabo de ocho semanas maximo
experimentan reulceraciones, llegando hasta en un 80% en un ado y al 100% a los dos aflos, lo que provoca

di sea prolongado e inclusive permanente (1,

que ¢l tratamaiento con éstos m

Se sabe que la infeccion por H. pylori cs la causa de ta gastritis cronica activa inespecifica , pero al ser un
microorganismo exigente solo se le encucntra en presencia de células epiteliales secretoras de moco (aunque
generalmente lesionadas), demostrandose que el indice de recidivas de (lceras duodenal en tos pacientes en
que se elimina al microorganismo es sélo del 25% al afio™.

Sc han encontrado también excelentes resultados al utilizar ¢l omeprazol combinade con antibidticos, D.
Y. Zhoo reporta que ¢l omeprazol con amoxilina y metronidazol eliminan al H. pylori hasta un 60% %,

Se piensa que el omeprazol puede tener un efecto antibacterial directamente y que este podria proteger la
destruccidn del antibidtico por la' inhibicion de la secrecion gastrica en el estomago aumentando la

concentracion del antibittico en esta zona.

La combinacién de CBS o BSS con un nitromidazol y una tetraciclina o amoxiling, erradica al A. pylori
hasta en un 95% <,
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TABLA No. 20 ENSAYOS TERAPEUTICOS A ERRADICAR H. pylori.(REF:101).

TRATAMIENTO mg/24Hr . DIAS No. ERADICACION (%)

Subgitrato de bismuto coloidal.

(CBS). 4X 120 28 14 10
Amoxicilina, 3X375 28 45 20
CBS + 4X120 28

Famotidin 2X40 28 17 [
CBS+ 4X120 28

Omeprazole. 1X40 -28 10 0
CBS + ) 4X120 28

Amoxicilina. 3X 375 28 .0 23 35
CBS + 4X120 14

Metrodinazol. 2 X 1000 1 13 15
CBS+ 4% 120 7

Metrodinazol. axseo .7 .7 4
CBS+ 4X120 . 28 )

Metrodinazol. 3 X 500 . 10 60 52
CBS + axi0 7

Amoxixilina + 3X375 R :
Metrodinazol. 3X500 - ST 36 44
CBS + 4 X 100 28

Amoxicilina + IX3IT5. 28 o .
Metrodinazol Ix 590.5 U 6 19
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6,0.- EPIDEMIOLOGIA,

Los métodos no invasivos (serologicos de aliento y quimicos) han sido adaptados y empleados para
determinar la presencia epidemiologica de M. pylori validados con técnicas de referencia como es el cultiva y
tingién histoldgica, en base a que la em i6n del microorgansimo es dificil y que una prueba positiva es
probable que refleje una infeccién activa ya que existe una alta correlacién entre la seropositividad y la

m

colonizacién géstrica.

Cormelius P. Dooley en 1989 encontré un 32% de infeccién por M. pylori en personas asintométicas
donde el 37% presentaban lesion gastrica y observé que la presencia de la gastritis se incrementaba con la
edad y junto con dsta la presencia de /. gylori 19,

Helicabacter pylori tiene distribucién mundial y la prevalencia se incrementa progresivamente con fa edad
¥ una marcada relacién con el estatus socioecondmico asi como las condici higiénicas y de jento,
encontrdndose hasta en un 50% en la poblacién mayor de cincuenta aflos de paises desarrollados, mientras que
en palses subdesarrolladoes en los que se incluyen México, este porcentaje se llega a alcanzar én nifios menores
de cinco afios @49 (FIGURAS 12 Y 13).

Asi mismo, dios en Estados Unidos comp do la susceptibilidad entre la raza negra y Ia de habla
hispana encontraron un 57y 26% respectivamente en personas asintométicas contra un 20% de 1 raza blanca,

Pelayo y Correa encontraron que del 63-93% de individuos infectados con H. pylori presentaban alto
riesgo de cancer gistrico™, mientras que N.J. Taliey encontré de 40-66% relacién con reflujo gastro esofagico
), reafirmando el trabajo de L.P. Andersen que encontré ¢l 58% en pacientes con esofagitiston,

Un estudio realizado en México con adultos se encontrd una frecuencia de 80/150 (53%) donde el 45%
de estos sufrian gastritis, mientras que el 70% de los negativos para H. pylori solo el 22% presentaban
gestritis. V. luqueflo y Y, Lopez reportan la aparicidn de anticuerpos contra 4, pylori en nifios menores de 2
aflos, donde el 18% se encontro a los 3 meses de edad y alcanzo el 50% a los 24 meses, C, Cote y col.
reportaron un 49.7% en hombres sintomaticos y un 53% en mujeres, con un promedio de edad de 50 afios y
clara correlacion ¢an el proceso inflamatorio de !a mucesa. Saenz y col. reportan 27/50 (54%) de frecuencia
en adultos con promedio de 48 aitos de edad donde todos presentaban relacion con inflamacién crénica antral,
mientras que un estudio realizado en ENCB. del IPN con personas asintomaticas se encontré un 50% de
frecuencia. Todos estos estudios indican que México cs un pais con alta prevalencia de infeccién con valores
sitnilares a los reportados en paises subdesarrollados, o que aumenta la imporntancia de continuar el estudio y
seguimienio de las personas infectadas asi como de buscar las vias de transmision que permitan prevenir la
infeccién.
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FIGURA No. 12 RELACION DE PREVALENCIA DE INFECCION
POR H. pylori Y EDAD EN PAISES DESARROLLADOS
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FIGURA No.13 RELACION DE PREVALENCIA DE INFECCION
POR H. pylori Y EDAD EN PAISES SUBDESARROLLADOS
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7.0.- TRANSMISION.

Estudios en busca de posibles factores que influyan en una infeccion por Helicobacter pylori entre Jos que
se ha tratado de esclarccer si existe predisposicion genética, ain no han sido muy claros ya que los factores
socioecondmicos y culturales han demostrado mis importancia en la frecuencia de la infeccién que las mismas
diferencias de sexo, raza o relacion familiar.

Se sabe que las personas inmunodeprimidas estan mas predispuestas a suffir en mayor grado los
transtornos de la infeccion y que existen cofactores que pueden favorecer o coadyuvar en las anormalidades
gastricas como es ¢l fumar, la administracion de  algunos firmaco, el ingerir bebidas alcoholicas, ¢l consumo
de alimentos irritantes y la tencion nerviosa entre otros

Helicobacter pylori aparece en cualquicr etapa de la vida y puede permanecer por muchos aflos sin
aparente manifestacién o alteraciones importantes, Los reportes existentes de paises subdesarrollados
muestran datos donde se ha llegado a detectar anticuerpos contra ¢} H. pylori hasta en ¢l 50% de la poblacion
menor de 5 ailos*?.

Uno de las problemas ha resolver por parte de los investigadores es ¢l de conacer las vias de transmision
y de sus posibles vectores si existen, lo que permitina tomar medidas de prevencion. Los estudios realizados
actualmente en este punto han fracasado, ya que solamente se ha aislado H. pylori en humanos y los
micoorgani idos ados en animales al hacer los de hibridacion resultan diferentes, ademis de
la alta afinidad que posee el Helicobacter pylori por ¢l tracto gastrico como su nicho ecologico que lo hace
mds caracteristico v exclusivo.Se ha podido aislar otras especies de [elicohacter en el humano pero sc
considera que han sido infecciones accidentales como en ¢l caso del 5. hominis (Gastropirilium hominis) que
tiene como nicho ecologico el estomago de perros y gatos.

Algunos investigadores piensan que [a ocupacion podria jugar un papel importante en la frecuencia de la
infeccion. Se han encontrado valores altos de seropositividad en veterinarios v trabajadores de fa came.
Rivera y Ruiz Palacios en México han reportado un 25% de prevalencia de infeccidn en cerdos para consumo
humano, por otro lado tambicn encontraron en poblacien H. pylori positivos, al comparar los de alto riego
(trabajadores del rastro y carniceros) con los de baja exposicion (donadores de sangre, vegetarianos) y donde
los niveles de anticuerpos fueron significativamente mayores en los pacientes mas expuestos postulando que
el cerdo puede ser un reservorio natural y que la exposicion ha estos animales representa un riesyo para la

infeccion/™.1*
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M.A. Schembre reporta que los gastroenterdlogos pueden ser un grupo de alto siesgo a la infeccion por
H. pylori ya que ha observado mayor fr ia en estos trabajadores que en otras profesiones ademas
observo que la frecuencia aumentaba conforme tenian mas aios en la profesidn llegando hasta un 82%. Existe
en Alemania un reporte del 50% de seroprevalencia en gastroenterdlogos contra selo un 17% entre dentistas
de edad similartnio9,

La transmision de persona a persona es ‘otra posibilidad de via de infeccion més probable la cual se ha
enfocado mucho cn base & la estrecha relacion familiar que tienen los pacientes infectados con H. pylori.S.
Cadranel, estudié 77 nifios &, pylori positivos asociado con gastritis cronica o ulcera primaria, examin a 36
familiares para Ia deteccion del microorganismo y observé una alta positividad en miembros de [a familia que
eran asintomiticos, sugiriendo que para ser tratados los niflos es necesario dar tratamiento a los familiarestos

Estudios realizedos por J. H. Oudbier con anlisis de restriccion de DNA |, reporta que cepas aisladas de
H. pylori en los familisres y en con si logia p ban gran similitud cntre estas con
minimas diferencias en el DNA.00, Asi mismo H. T: Yaung reporta hasta un 68.8% de seropositividad para
H. pylori entre los familiares de un caso positivo, o que sugiere que la interaccién familiar y la infeccion por
Helicobacter pylori s muy comiin y que la transmicion podria ser de persona a persona™. En contraste ha
esto, Jones y col. encontraron solo un 17% de prevalencia de anticuerpos entre familiares de 40 pacientes H.
pylori positives. .

Frs 9

Se ha considerado la cavidad oral como una posible ruta de transmision de persona a persona y varios
investigadores han tratado de aislar al Helicobacter pylori de este drgano con pocos éxitos. Se conece un
estudio en Canadd donde se pudo aislar al microorganismo de placa dental de un paciente que se sabia era H.
pylori positivo mientras que Donal A. y col. aislaron en saliva H. pylori en uno de cada nueve pacientes
positivos en tracto gastrico y al realizar comparaciones de los aislados de cada paciente por analisis de DNA,
observd que eran iguales?. Gobert y col. detectaron en salive H. pylori en seis de cada diez personas
infectadas®@n,

La prapagacién fecal-oral es postulada por Graham y col. basdndose en que la curva de seroprevalencia es
muy similar a la que presentan otras infecciones que utilizan esta via como es el caso de la poliomielitis y
hepatitis y por la estrecha relacion que existe con la higicne personal y sanitaria que estas enfermedades
mantienen(i®,

Se ha observado la posibilidad de una transmision via sexual , encontrando altos titulos de anticuerpos en
pacientes que sc¢ han atendido en clinicas de enfermedades de transmisién sexual 1anto en mujeres como en
homosexuales, lo que ha hecho pensar que la conducta sexual podria ser impertante en la transmision de este
organismo, sobre todo por la via oral-anal. Lous B. Polish y col. al hacer una comparacion de seropositividad
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en pacientes atendidos en un hospital de enfermedades de ision sexual en los que se incluian
inmunodeficientes por VIH.tanto homosexuales como heterosexuales reportando un 27% de frecuencia,
donde €l 12% pertenccia a los de origen caucésico, el 41% de raza negra y el 42% hispanos.por otro lado se
observé que el 18% pertenecia 8 homosexuales VIH positivos el 20% homosexuales VIH negativo y el 35%en
eterosexuales VIH negativo'. Concluyen que la practica sexual no es tan importante en Ia transmisién de la
infeccion por Helicohacter pylori dando més importancia a los factores de ricsgo, asi como a las diferencias
socioecondmicas”®™. Battan R. reporté un 40% de infeccion en pacientes VIH positive contra un 39% de
pacientes control donde ¢l 60% y 61% se observo con gastritis activa respectivamentet'? (FIGURAS 16 Y
17).

Helicobacter pylori ha sido estudiado ampliamente en la poblacion VIH negativo, en la que se ha
demostrado una gran asociacion con la gastritis crénica con un incremento de la frecuencia con la edad y con
las condiciones socioecondmicas de la poblacidn estudiada y con menor frecuencia que esta en la poblacion
VIH positivo con similares patologias y niveles socioecondémicos. Se ha visto que la prevalencia de H. pylori
en grupos con SIDA que sufren de gastritis cronica solo en un 15.9%, significativamente muy abajo que los
reportes previos de Ia poblacion VIH negativo, lo que implica que la etiologia de 1a gastritis en los VIH
pasitive es de diferente arigen®'3. Mariano y col. reportan un 15% de infeccitn en pacientes con SIDA donde
solo el 16% sufren gastritis cronica activa y en el 18% se pudo aislar al microorganismo de las erociones o
tlceras que presentabant'2 (FIGURAS 14 Y 15).

Se ha pensado que ¢l use de antibioticos en los pacientes VIH positivo es un imponante factor en la baja
prevalencia de infectados por H. pylori, por otro lado se ha reportado en pacientes con SIDA un decremento
en la secrecion dcida, donde la hipoclorhidria podria proveer un medio ambiente poco favorable para el
micoorganismo, que e uso del omeprazol puede eradicar al H. pylori, y que en pacientes con anemia
pemisioss existe baja prevalencia a |2 infeccion, situaciones todas ellas similares a las caracteristicas que
presenia la aclorhidria de los VTH positivo,
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FIGURA: 17 SEROPREVALENCIA DE H. pylori EN DIFERENTES
RAZAS Y EDAD
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FIGURA No. 14 PREVALENCIA DE H. pylori
EN PACIENTES CON GASTRITIS HISTOLOGICA
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FIGURA No. 15 PREVALENCIA DE H. pyiori (%)
EN PACIENTES CON SINTOMAS GASTROINTESTINALES
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FIGURA : 16 SEROPREVALENCIA DE H. pylori EDAD Y
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FRECUENCIA DE Helicobacter pylori EN PACIENTES
INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) DEL
HOSPITAL DE INFECTOLOGIA DEL CENTRO
MEDICO LA RAZA.




8.0.-JUSTIFICACION.

Las enfermedades pépticas se encuentran entre las principales causas de consulta médica y se ha visto que
existen diversos factores que las predisponen donde el dolor epigstrico de tipo ardor llega alcanzar hasta un
60% de los sintomas y en los estudios histoldgicos predomina el infiltrado inflamatorio cronice (46.6%) o
moderado (56.6%); asi mismo se ha observado presencia de Helicobacter pylori hasta en un 64 %
aproximadamente, teniendo un claro incremento con la edad. 6810

H. pylori se presenta en cualquier etapa de la vida y puede mantenerse sin causar manifestaciones en el
huésped por mucho tiempo por lo que algunos invetigadores lo consideran como parte de la flora normal, sin
embargo presenta una inflamacidn crénica (gastritis tipo B) que en determinado momento puede causar
alteraciones en la mucosa disminuyendo las microveltosidades y alterando la secrecién de moco, estimulando

1

Ia produccion de icido géstrico y d do las celulas ady donde se localiza llegando a provocar
ulceras, jugando un papet como cofactor en otras alteracionces del tipo neoplasia gastrica® .

Se ha reportado que las condiciones socioecondmicas tienen relacion cn la frecuencia de infeccion por A.
pylori encontrando en los paises subdesarrollados valores elevados tanto en personas sintomaticas como
asintomaticas (60% y 40%) encontrandose a México entre estos(?- 43 104. 105,

Las personas inmunocompremetidas como son los afectados con el VIH pueden Negar a manifestar los
sintomas de forma aguda ademas s¢ sabe que la etiologia de algin padecimiento puede ser miltiple siendo
importante el diagndstico para un tratamiento rapido y oportuno tomando en cuenta la distribucion de agentes
patdgenos oportunistas que pueden desarrollar fa enfermedad(!. 109, 110. 112y,

En México ningun estudio se ha realizado con pacientes VIH positivo para conocer la distribucian de H.
pylori que permita en determinado momento conocer la probabilidad de que este sea la causa de la
manifestacion péptica cuando se presenta , por lo que en este estudio se ha elegido poblacion VIH positive no
seleccionada (asintomaticos aparentemente) que ingresan a consulta 0 que se encuentran hospitalizados para
un estudio endoscOpico que nos permita obtener muestras del tracto gastrico alto y realizar el diagnostico
microbiolégico demostrando la presencia de Helicobacter pylori en esta poblacian.



9.0.-OBJETIVOS.

9.1.- OBJETIVO GENERAL:

Eatinnh

Conocer la frecuencia de f pylori en ¢ con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) atendidos en el Hospital de Infectologia del Centro Médico La Raza.

1o d

9.2.- OBJETIVOS PARTICULARES:
-Conocer las caracteristicas generales de Helicobacter pylori.

-ldentificar Helicobacter pylori por microscopia en especimenes de biopsia de tracto gistrico
haciendo una impronta y tincion de Gram, apoyandoce con la prueba de urcasa rapida directa de bibpsia.

-Aislar Helicabacter pylori a partir de bidpsias de tracto gistrico de pacientes con VIH, positive.

-Relacionar las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los individuos infectados con
Helicobacter pylori con las caracteristicas que presentan los pacientes H. pylori negativos.



10.0.-HIPOTESIS:

-Los individuos VIH. positivo presentan una frecuencia de infeccion por Melicobacter pylori
similar a la reportada en poblacién VIH negativo (49% en promedio).
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11.0.-MATERIAL:

. Py o

-Bidpsias de antro y cuerpo gastrico y duodeno ob F
con VIH captados en las dreas de hospitalizacién y de consulta extema.A cada cnl‘ermo se le efectud una
entrevista estructurada y una secuencia de estudios, llenando ¢l cuestionario elaborado exprofesa.

i,

por end ia en

CRITERIQS DE INCLUSION:

-Pacientes haspitalizados y de consulta externa de¢ 18 aflos 0 mas.

-No haber tomado ningin tipo de médicamento ni antimicrobiano al menos sicte dias antes del
estudio endoscépico.

-Que cuenten con deteccion de VIH por ELISA y confirmada por Western Blott.

-Que acepten ingresar al estudio,

CRITERIOS DE EXCLUSION:

-Sobrevida estimada mawor de dos semanas.

-Sangrado masivo del tubo digestivo.

-Insuficiencia respiratona

-Incapacidad de cooperacion por cualquier dafio nuroldgico.
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11.1.-EQUIPO Y REACTIVOS:

-Estufa de incubacion a 37°C.

-Cajas de Petri.

-Tubos de vidrio 13X100.
-Portaobjetos.

-Jarra de anaerobiosis.

-Scbre generador de CO,.

-Asas de platino.

~Aplicadores de madera.

-Equipo de tincién de Gram.

~Agar Cerebro Infusion Corazon (BHI).
-Agar Mac Conkey.

-Caldo Tioglicolato sin dextrosa ni indicador.
-Urea.

-Raojo de fenol.

-Sol. peréxido de hidrégeno 3%.

-Sol. nnn-parametilaminobenzaldehido (Bigaux),
-Acido nalidixico 3 mcg. (Bigaix).
-Cefalotina 3meg, (Bigaux).
-Polienriquecimieto (Bioxon).
-Anfotericina B.(SQUIBB)
-Vencomicina (BBL)

-Sulfato de polimixina B (BBL).
-Metanol.
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12.0- METODOLOGIA.

12.1.- PROCEDIMIENTO:

N 4

Se captaron 89 pacientes infectados con el Virus de fa Inr iencia Humana diagnc
ELISA y confirmado por Wester Blott de las dreas de hospitalizacion y de consulta externa durante ¢ periodo
comprendido entre novienmbre de 1992 y julio de 1993, donde 81 hombres y 8 mujeres con un rango de edad
de 19 a 45 (33 afios en promedio) a los cuales se les aplico un cuestionario previo al estudio endoscopico a
realizar con el objetivo de recopilar antecedentes epidemiologicos como el de ingerir agua de la llave, comer
alimentos de dudosa calidad higiénica, motivos de consulta, niveles de linfocitos CD4+ y las manifestaciones
clinicas que presentaban al momento del estudio con el « imiento propio del paci y dose en
cuenta los criterios de inclusion y exclusion para el proyecto.

por

Se le pidic al paciente permanecer por lo menos con 12 horas de ayuno, se le aplico anestésico local
(Xilocaina 1%) en aerosol y por medio de un Panendoscopio marca Fujinon se realizo el estudio endoscapico
por un médico especialista . El Panend pio fue lavado con jabon glutaraldehido al 2%, alcohol al 70% y

solucion salina.

A cada paciente se le tomaron 3 bidpsias muestra de cada zona: cuerpo, antro y duodene. Con la ayuda
de un aplicador de madera esténil una de cada muestra fue colocada en el fondo de un tubo que contenia 0.5
ml. del medio para la prueba de ureasa ripida y se mantuvo a temperatura ambiente tomando el tiempo hasta
observar vire en ¢l indicador de amarillo paja a naranja o rojo alrededor de la bidpsia, descartandola si no huvo
cambio a las 4 horas o si la acidez se incremento.

Otra de las muestras fue colocada sobre un portaobjetos limpio y desengrasado haciendo una impronta,
fijandola con metanol y tiiendola con colorantes de Gram observando al microscopio por inversion la
presencia de Helicobacier pylori con morfologia pleomorfica caracteristica entre el tejido.

La tercera muestra se utilizé para inocular medios de cultivo selectivo para Helicohacter, Agar Sangre v
Agar Mac Conkey bajo condiciones de asepsia. Sc colocod €l medio para Helicobacier dentro de la jarra de

anacrobiosis, utilizando un sobre generador Gas-pak para formar diciones de dicambiente
microaerafilicas y se guardo en una ESIul‘a a 379C durante 4 dias, al termino de este periodo se abrio la jarra
para observar crecimi de translucidas, gnsaceas de | mm. de diamétro o reincubar si no huvo

crecimiento por otros 4 dias bajo las mismas condiciones para poder descartar A las colonias caracteristicas se
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les realizo frote con tincid de Gram, catalasa , oxidasa y la prueba de ureasa ripida, se realizo resiembra para
confirmar utilizando sensidiscos impregnados con cefalotina y acido nalidixico y se procedio a conaservar la
cepa en criatubos con caldo BHI glicero! al 15% a -72°C..

El Agar Sangre y Agar Mac Conkey son incubados a 37°C durante 24 horas en que se revisaron si existe

crecimento de cualquier tipo utilizando la metodologia de Cowan y Steel para su identificacion, descartando si
no hay crecimiento a las 48 horas.
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12.2.- TECNICAS.

1.0.- tres bidpsias obtenidas por endoscopia de cada una de las zonas; antro y cucrpo del estomago y tres del
duodeno,

2.0.- Una de tas bidpsias colocarla en el medio indicador de ureasa rapida y tomar el tiempo hasta el vire del
indicador (de 1 a 4 horas).

3.0.- Con otra de las bidpsias realizar una impronta sobre un potacbjetos de vidrio limpio y desengrasado,
fijarlo con metanol y realizar tincién de Gram para observacién microscopica.

4.0.- La tercera bidpsia y bajo condiciones de asepsia, se utiliza para inocular el inedio selectivo de
helicobacter impregnando con esta toda la superficie del medio, repetir en el medio de Agar Sangre y con ¢l
de Agar Mac Conkey.

5.0.- El medio selectivo para Helicobacter es colocado dentro de una Jarra de Anaerobiosis, utilizando un
sobre generador de CO; GasPak (BBL) para formar las condiciones ambientales microaerofilicas es incubado
2 379C durante 4 dias.

6.0.- El medio de Agar Sangre y de agar Mac Conkey se incuban a 379C de 24 a 48 horas.

7.0,- Pasado el tiempo de incubacién del medio selctivo para Helicobacter se tevisa si existe crecimiento de
colonias transticidas de aproximidamente 1 mm de diametro, catalasa y oxidasa positivo, prueba de ureasa
rapida (de 1 a 30 minutos), tincion de Gram negativa y observacién microscapica caracteristica con
pleomorfismo (bacilos curvos, en forma de S, forma de coma o como alus de gaviota) considerando como
positiva la presencia de Helicobacter pylori,

8.0.- Resembrar y colocar un disco impregnado con cefalotina 30ng. (Bigaux) y uno de ac. nalidixico 30ng.
(Bigaux) incubar bajo las mismas condiciones 4 dias y observar halo de inhibicion para 1a cefalotina confirma
_el diagnéstico.

9.0,- Cosechar en criatubos que contengan caldo BHT con 15% dz glicerol y almacenar a -720C.

10.0.- Si existe crecimineto en l6s medios de Agar Sangre o de Agar Mac Conkey se realiza identificacion
siguiendo el procedimicnto de Cowany Steel.
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13.-DIAGRAMA DE TRABAJO:

BIOPSIAS DE ANTRO Y CUERPO GASTRICO, DUODENQ

IMPRONTA PRUEBA DE AGAR SELECTIVO AGAR SANGRE
UREASA RAPIDA PARA Helicobacter MAC CONKEY
<4hr. >4hr. 379C /4 dias 37°C/ 48 br.
L
Tincion de Gram positivo negative colonias grisacea i
rojo amarillo o de Lmm. de didmetro

morfologia microscopica
Gram negative

Bacilas curvos

forma de S

forma de alas de gaviota.

sin cambio.  traslucidas.

1

identificacion
metodologia de
COWAN y STEEL
OXIDASA (+)
CATALASA (+)

UREASA RAPIDA (de [ 2 30 minutos)
BAC ILIOS GRAM (-) pleomérficos

Acido nalidixico.

Cefaloting .......ccouernnd
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ESQUEMA DE IDENTIFICACION Y
AISLAMIENTO DE Helicobacter pylori.

scopia
uerpo
duogeno
r\}
muestra > anilisis
histopatolégico

examen directo . ureasa rapida cultivo en medio
tincién de Gram (thioil-urea) selectivo

3 :

Grm (-} (ragriento de biopsin I a7diss a3TCen

0.5 ml. ures-thiol positive armosfers microzeriille
de | minuto 8 4 horas.

tdentificacion:

v v i v

tincidén de oxidasa catalasa ureasa sensibilidad ¢
Gram(-} (+) (+) rapida - dc. nalidixico.(R)

cefalotina — (S)
LRI B N E@
= T o T =] Ry = T g .
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15.0.- RESULTADOS.
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i3

. 89
PACIENTES weres
HOMBRES _ _ 31 )
[H. pylori (+) _ 35 (39.32%)
1: CUERPO Y ANTRO __ 18 (5142%)
" CUERPO 12 (34.28%)
} ANTRO- - 4  (1N42%)
'1 DUODENO 1 (285 %)
H- A PARTIR DE PHUEBA RAPIDA DE UREASA,FROTES TERIDO CON GRAMY/0 GULTIVO POSITIVO
chmvos POSITIVOS 15 (42.0%)
| CULTIVOS AISLADOS ] 10 (28.0%)

LE:LORA ASOCIADA 3 (8.57%)
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TABLA: 24 MOTIVO DE CONSULTA

H. pylori (-)

H. pylori (+}
N=24 N=24
DIARREA 11 . (45.80%) 13 (54.10%)
FIEBRE 5 (2080%) 2 (8.30 %)

SEROPOSITIVIDAD 7  (29.10%)

OTROS 1 (410 %)
Sarcoma de Kaposi

neumocistosis

6 (25.00%)

3  (12.50%)
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FIGURA 18: MOTIVO DE CONSULTA ENTRE PACIENTES H. pylori (+)
Y H. pylori (-}
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TABLA: 25 ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGIGOS DE PREDISPOSICION
A INFECCION POR H. pylori

H. pylori (+) H. pylori (-)

N=24 N=24
INGESTA DE AGUA
DE LA LLAVE 19 (79.10%) 1 (45.80%)
ALIMENTOS DE -
DUDOSA PROCEDENCIA 17 (70.80%) 18 (75.00%)
GONTAGTG ORO-ANAL 5 (20.80%) 9  (37.50%)
ANTIACIDOS 7 (29.10%) 7 (29.10%)
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FIGURA No. 19 ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS DE
PREDISPOSICION A INFECCION POR H. pylori

100 W 79,1

80

60 -

29,1 29,1

40 ¥

20

co
ANTIACIDOS
LA LLAVE DUDOSA ORO-ANAL
PROCEDENCIA

H. pylori {+) N=24 H. pylori (<) N=24




YA

TABLA: 26 CUADRO CLINICO DEL PACIENTE EN EL MOMENTO

DE LA ENDOSCOPIA

H. pylori (+)  H. pylori (-)

N=24 N=24

PIROSIS 13 (54.10%) 1M (45.80%)

DOLOR ABDOMINAL 15 (62.50%) 13 (54.10%)

FLATULENCIA 5 (20.80%) 4 (16.60%)

DIARREA 12 (50.00%) 12 (50.00%)
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FIGURA 20: CUADRO CLINICO DE PACIENTES H. pylori(*): Y
H. pylori (-) EN EL MOMENTO DEL ESTUDIO ENDOSCOPICO -
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TABLA: 27 ESTADIO CLINICO CLASIFICAGION CbBC

estadio H. pylori (+) H. pylori (=)
o N4 N=24
A1 0 - 0 -
A2 4 16% 3 12.5%
A3 0 - 2 8.3%
. B1 1 4.1% 0 -
B2 1 4.1% 0 -
9 0
B3 4 16% 2 8.3%
: c1 0 - 0 -
' c2 2 8.3% 0 -
| c3 12 50% 17 70%
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FIGURA N: 21 CLASIFICACION DEL ESTADIO CLINICO CDG ENTRE
PACIENTES H. pylori (+) Y H. pylori (-}

ESTADIO CDC.

H. pylori (+) N=24 H. pylori (<) N=24
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FIGURA: 22

CARACTERISTICAS ENDOSCOPICAS
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16.0.- DISCUSION.

Del mes de noviembre de 1982 al mes de julio de 1993 se estudiaron a 89 pacientes de acuerdo a como se
presentaban a consulta o que ingresaban al drea de hospitalizacién, con un rango de edad entre 19 y 65 afos
{33 de promedio) encontrando que 8 pacientes fueron de sexo femenino y 71 de sexo masculino.

La frecuencia encontrada de Helicobacter pylori positivo en esta poblacion fue de un 39.2% (35/89)
focalizandoce un porcentage en antro ghstrico de 11.40% menor que en la zona de cuerpo (34.28%) pero en
ambas zonas se lecalizd en un §1.42% lo que concuerda con los Ultimos repories donde se demuestra que ¢l
microorganismo no tiene preferencia por una zona determinada como s¢ pensaba anteriormente, mayor
afinidad en el antro gastrico cerca del esfinter pilorico. A un solo paciente se le localizo H. pylori en duodeno,
cuerpo ¥y en antro, ademds fue ¢l dnico que presento tlcera en duodeno.

El diagnostico fue relizado por la observacion directa del tejido tefiide con Gram paralelo a la prueba
directa de ureasa rapida, coincidiendo ambas en todos los caso. En los cultivos solo el 42% (15/35) resultaron
positivos a las prucbas de oxidasa, catalasa, urcasa ripida y morfologia microscépica caracteristica, el 62% se

bi o0 a que ¢l micrc ismo no fue capaz de sobrevivir

debio a contaminaciones por hongos del medio
a la expocicion de oxigeno . que la concentracion de la muestra era muy escasa o en un principio a la falta de
expericncia ¢n el mancjo del especimen. Por otro lade solo 10 (28%) de los cultivos pesitivos se pudo
rescmbrar para conservar las cepas a -72°C .

Solo en tres de los casos se observo flora asociada al crecimento de /1. pylori siendo dos casos por
Pseudomonas aeruginosa y uno mas por Klebsiella sp. asi como un caso de Psewdomonas aeruginosa pero
negativo para H. pylori lo que nos hace pensar que estos casos més que flora asosiada se trato de posible
contaminacion al momento de la 1oma de la muestra ya que en mchas de las veces las observaciones
realizadas sequerian de llegar hasta el tercer tercio del duodeno, lo que incrementaba la posibilidad de
contaminacion por bacterias del tracto intestinat

Para realizar las comparaciones entre las caracteristicas que presentaban los pacientes en el momento del
estudio y la presencia de Helicobacrer pylori se formaron dos grupos de todos los pacientes; 24 fieron /.
pylori positivos y 24 H. pylori negativo que contaban con todo su expediente completo incluyendo el
cuestionario previo al estudio. En ia tabla de resultados No 25 sc observan las caracteristicas de antecedentes
y habitos que pudieran predisponer a una infeccion por #. pylori encontrando que no existe diferencia alguna
que pr ban al o del estudio

entre los dos grupos de pacientes. En {a tabla de aspectos
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tampoco se tiene una caracteristica clinica que i tener relacion con la pr ia del microorganismo. De
igual manera sucede con [os titulos o su nive! de estadio de CD4+, comparando los dos grupos se observa

relalacion de H. pylori muy independiente de este.

Muchos estudios se han publicado sobre la relacidn que se encuentra emtre la sintomatologia péptica y ta
del microorgani en personas VIH negativof”- 48 asi como en individuos inmunocomprometidos

la enfermedad puede ser mas aguda pero sin embargo csta condicion no es factor importante para que la
infeccion se presente, ademas se ha reportado que H. pylori puede permanecer en el organismo durante

p

grandes periodos de tiempo sin causar molestias y participar unicamente como un cofactor en procesos
pateldgicos con otros como: el fumar, tomar alimentos irritantes, la tensién nerviosa, €l consumo de alcohol y
otros" 68),

En la poblacion VIH positivo sc ha encontrado que la prevalencia de H. pylori es menor en personas con
sintomatologia que en los asintométicos y se piensa que esto es debido a que la mayoria de los pacientes
requieren de tratamientos prolongados con antibidtico que pueden afectar al microorganismo, por otro lado
es bien conocido que en la poblacién pertadora de VIH existen alteraciones inespecificas en el tubo digestivo
que van de un 50 a un 90% con elteraciones que incluyen clevacion del pH, aumento de produccidn de

B disminucién en la ion del moco y sobre todo la baja respuesta i local con la disminucion
de linfositos CD3+ y CD4+ proporcional al deteriodo inmunoldgico periférico lo que puede favorecer
infe por microorgani centéricos oportunistast!!2),

En cuanto a la comparacién de antecedentes predisponentes a la infeccion por H. pylori no se observan
diferencias entre los H. pylori positivo y los H. pylori negativo lo que hace suponer una ruta de infeccion
incierta, dificultando asi la prevencion.

Aun cuando mis del 50% de Ia poblacion en este estudio se encontraban en el estadio clinico de C3
segun la clasificacion vigente en 1993 de los CDC, la fiecuencia de /. pylori fué alta comparada con lo
reportado en otros paiscs donde este nivel llega al 17.5%L12), . ' '

De igual manera los hallazgos endoscopicos ,observados ‘en Ia grﬁf ca de'la figura 22 no mostraron
diferencias significativas que nos hiciera pensar en que la presencm dc H. pylarl fuera la causa de las
alteraciones patologicas.
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17.0.- CONCLUSIONES.

1.-La frecuencia de infeccion por Helicobacter pylori en poblacion infectada por el Virus de la
I Jeficiencia Humana no selecionada del Hospital de Infectologia del Centro Médico la Raza ¢s de 40%.

2.- La técnica de observacion microscopica con tincion de Gram y la prueba rapida de ureasa directas del
especimen de tracto gastrico son muy utiles para ¢! di ico de infe pylori.

Helicah

& por f

3.- El cultivo de Melicobacter pylori tequicre de medios selectivos, asi como de condiciones de
laboratorio y experiencia para poder trabajarlo en un diagndstico de rutina por endoscopia.

4.- Los antecedentes de consumo de agua y alimentos de dudosa procedencia no parecen tener relacién
con la infeccién por Huelicobacter pylori en este csiudio.

5.~ La simomatologia péptica no parece ser un signo caracteristico a 1a presencia de Helicobacter pylori
en esta poblacion.

6.- El nivel de estadio clinico de CDC no parece ser predisponente a la infeccion por Helicobacter pylori.

7.~ Los hallazgos endoscdpicas en la poblacion VIH positivo no son indicativos de una infeccién causada
por Helicobacter pifori.
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