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RESUMEN 

H~licobacter pylori (Hp) es uno de los patógenos de mayor imponancia en la actualidad por 
cx:asionar una de las infecciones c:rónicas más comunes en el humano. Esta bacteria tiene la 
ellPKklad de adherirse a dlulu episelialcs aútrk:as. permanece alU por largo tiempo y produce 
pa&rltla. carac..- poi' ..,. -la infl1111111toria crónka que puede evolucionar a oik:era 
duodenal y carcinoma aú1rico. Alpnu l:U'KlCñsticu fcnotfpicas de la bKte:ria como: la 
hidrofobicidad auperf".:ial. la producción de ureasa y citOIOx.ina parecen ser imponanleS en este ....,.,.,..,. 
Oboervacionn 111 WW>, - - Hp oc encucn&ra muy unido a la supelf1<:ie de "lulaa 
p.uk:as, cspeclabm- en las uniones -rcelulares. Aoin cuando oc ha -rvado tróPi•mo 111 
WW>, Hp es capaz de adherirle a difcrc- lineas celulsrcs 111 wtro. Sin embaqo, a -r de los 
-1&1ples-ic>mdeadberenciadeHpa"lulas,aonpocaslasevldenciaadclrenómeaoqucs1-
a-uni6n. 

Los sialcmu uadicionales ill ""'° con monnc•pea de dlulas crecidas en superf"K:ies plúlic:u. no 
permiten la polarización adecuada de las "lulas en sus -lnlos apk:al y basal. por lo - la 
orien&K:ión de aus receptores es al azar. Por otro lado. los sisscmu "" recienta. implic:an el uso 
de ...-...U "°""' un soporte - - ..,. doble dmara para deposilar el medio, 
pcrmillcmloel cree-y desarrollo de_. celulates polarizlldu. con...,. rec:cpoora 
.--hac:la la potelón apk:al y -ral, como ocurre en los epitelios de mucosas. Estoe 
--.11an sido de pan utilidad.,..... -lar la capacidad de....,._ -6scnos para atravesar 
- de ululas epiteliales. su forma de invasión, y sus ef'ec1os en las "lulas hospcdcraa. 

1- objetivos de este tralajo l\oeron dermir la -ldad y el arado de adherencia de H. pylorl 
a ~lulas epitelialc1 ul como la relKiónque cx.ia&e entre sus camcterlaticas fenotfpicas; y evatu.. 
el fenómeno de ttanapo11C en dlulu C.co-2 polarizadas. Para cumplir con esaos objctiv08. • 
•1cccionaron 9 cepas de Hp aisladu de pM:ienles con diferenles cuadros cHnicos. con diferenee 
reaistem:ia a anlimicrobianos y expre.i6n o .., de ureua y citotox.ira. A cata ccpais me la 
cuanlir1<:ó la M:tividad de urcua y la bidrofobk:idad supcrf'1<:ial. La capacidad y arado de 
adherencia se c-ifk:ó por el ensayo de adherencia a "lulas HEp-2. El fenómeno de transpone 
en dlulas polarizadas fue valorado. o::onlando el noimero de bacterias viables c- de atravesar 
..,. monoc:apa de "lulu po~Caco-2. y la U.Sridadde la monocapacelular fue evaluMa 
midiendo tanto la resistencia truwcpitclial corno por microscopfa electrónica. 

En tres de las cepas canc,terizadas fenolfpk:ameale. demostramos que Hp no sólo induce li:ambim 
en la supcñacic •pical de las aHulu cpi&clialcs. sino tambi6n ea c..-z de attavesar lu dhalaa 
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epiteliales. marueniendo la in1esrklad de la monocapa sin causar dafto ~halar aparente en el 
• transcurso de 8 hrs. Con estos hallazaos de interacción de la bacteria con las c4!1ulas Caco--2 

polarizadas. demostramos que H. pylori es un patógeno capaz de inducir tranK:itosis. conarario 
a la observación aeneral de que no es una bacleria invasiva. lo cual podrfa explicar la induc:c:i6n 
de la respuesta inflamatoria que ocurre en la lamina propia. por la presencia de la bacteria en ear: 
conapanimenlo. 

Por ensayos de -rencill a .,. ...... HEp-2 loanunoa diferenciar c:epu - de H. pylorl 
en mayor p~ión. que lu no edllerentca. c:on la praencia de dos pallOma de adherencia en 
estas .,.lulas: el dlfllao y el a ...... lvo. 

La hldrofobicldad ouperf"ICial - la '1nlca caractcriatica fe_,piea en H. pylorl -
<:orrelaclonó "°" la -reni::ia a .,. ...... HEp-2, lo <:ual nos permit16 dllioralclar entte -
hidrofóbicaac hldrotllicaa,y en la-pudU-~arcl fe-de--16n,no vi­
- ee H. pylorl 

F-. la severidad de la cnfcm :1 :1 en la lnfec:c:l6n por H. pylorl - tuvo ._ 
c:onelaclón c:on la a<:tlvldad de -· con la hldrofobi<:ldad auperflc:ial, "°" la --de 
8dbcrencia ni con el patrón de adherencia a "lulu HEp-2; y solo hubo una coneleci6n am la 
producc:l6n de <:i-..xlna. 
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INTaoovccrÓN. 

GENICltALIDADICS 

·Hdl~wrpy/orl n un '*'ilo srmn neplivo • ..-.i.:o. y mic.......,ma- c:oloaiza la 
-~-.r...~lón-ftla'*'leria-lamayoriadeln_no.,.­
.._por .....,.-_.obien.,.-_...,...IOdoua....,.,...,inO-rorioy.,_s..maa 
quda y/o e-.. S. lla ~ - la iafecclón _. H. py/orl ea un - - de ---Ión y .....,Ión - .. llbelW:lón local de -----(1) ..... 
,...,....lóndela-et1unf8CIOl"~-1a.......,_.1.de----­
Y el _lo de~ parico (2 .. ). 

H.pyloriCMasawade In inrc<: ___ - -·•-· r... in<:-111 de la 
-lón--y--la.-t(S), y la inc-la Yarfade-8 ... polllec-
-- (6 ). Loe prinl:lpelea - - - ben comldH- de rinSo ...... .....- la 
inl'eccl6n por H. pyton _,,la-. la-iclón ..,....__le•.----­
de.,.._ y,...,_...,._ la-(5,7 >.y ne •.,. cleecrito- .,.Y -­
~- ......_ __ ind8pa-- de la e- ..,..lel(S). En.,.f __ la 
-lón ...... _ .... ~y--1•------·--- .... 
.,._ __ loe&llU)'~•-.._--,yea--cnloa-- la-Ida 

- bey• ...... lrldo- .. - (6) 

H. pylori n un claro e..._... de tropismo el oejldo. - 8 - - ............... ...­
--- In ~lula epilslleles ..-. princ.,._ - la rqlón .-. lllln cwmdo, 
oculonalaW-• .,.__,,_ -rom.1-...a-enel-y realón-· .... .__ 
en -OClln'C c:uando • _ _._~•-nivel (........,...ill) (9). 

AW. cuando H pylorl cumple con loo e- .,.... conoidenne un ~. e>1i11e sran 
coattovenla..,.,... loo mecanlamos por loa - ,..- inducir-. Pan estudiar --moa• ban .....,_modelos.__... en-· Sin ............. -. pocu y 
lilllilMH lu -les suocepdbles de - con C11C8 - (-. pr-. penol. 
-) (10-12). T-iln oe ben._.,._ -loa '11 "''"'· - ·-celulares epiteliales 
y cuklvooprimarlos de dlulas -Y de-. con la --de CDCOlllral" un modelo ---se-N•• loa-de--~-'" "'"''(13-16). 
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La funo:ión - tienen divenas -..s de H. pylorl como f11e- de.......-- ba alelo 
.... ,li..,,e- -ida(l7). y ...-,. divldine en tres • .,..,.,., f- de -ión. 
-de pen-..Cia e inductorn de c-rn..-. 

Son -..1ca - le pennltcn a la DllCOeria eatablecenc en el ............ y en11e el- .. 
--....: la ..... u-. la produa:iónde ureua, y los mecaiúunoode -iade la-=­
(-i-a) • la - patrk:a (....,.....,.... cclulucs). 

La fonna -inl de H. pylorl le pennite dnplazanc con f11eilidad en el -lo vi- del 
-·O· y MI mK>Vlmieato - forma de "tirabuzón" le confiere flealbilidad y penniOe cl 
al---....con,.._1a a laa dlulude la mucou (IS). La- -de dos 

·- ~lollcon-fonMdos ...,..c1oo 11poade n.seu-.---1- por loo 
..-flaA yj"18 (19-20). En-•de-lonealnduc- - - -· - - -
el acn JfaA ca cacnclal .,.... la movilidad. t:.tudios real~ en - nuauan una 
.,.....lación enlle movilid8d y vlnalcm:la de lu _.de H.pylorl (21.22). 

Entre lu principales cnzimu producldu poi' H. pylorl se encuentra la urcau. - al bidrolizar 
la urea libera amonio y proporciona un micloambie- neutro que protep a la bllC-U de loo 
efectos del 6cldo psuico (18 ). Se ha -....a11o llCtlvldad de la urcasa en el cltopluma. lo que 
ha suserldo - tiene un papel adicional en la asimilación de nitt6seno(23). La acunmla<:l6n 
eiu:caiva de amonio .,.- causar perdida de la intesrid8d lónka del moco .-;co. lo c:ual 
- blpoclortlidria. el cual es un.._..._ propuesto como --de la .,-Cié!n 
de llk:eru(24,25). por lo que la urcasa tamblmes considerada un factor -de enfc..-
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Mecani.~mos d~ adlterenC'ia 

/11 "'"°· H. pylori se adhiere principalmente a células a'51rk:as secretoras de moco, e~ialmenlD 
en las criptas y las uniones inaercclulares, causando su diarupción con la mucou (18). Por 
micrOKopia cleclrónica, se han descrito dif'cn:n1es lipoa de inleracción de la bacteria con la 
mucosa sAllll'ica, incluyendo la "'.thcrcsia en pedesral"' que ea similar a la observada en 
&c#Nrlcllia coU enleropatóscna (EPEC) (13.26.28). TambW:n se ha -rv..SO la ...._rición 
de IDllCina y la dcsencnición epitelial. --por elimlnoción de ... microvellosidlidca. 
lnfiltnción de linfocitos polimorfonuclcllrca y vac:uoliza<:ión de ... dlulu epiteliala uoc-. 
a .. bM:tcria (13.28). 

Ealudioa 111 tiltro han demoslndo que H. pylori se adhiere a diverua Hncaa celulares. enll'C las 
que 1e e~uenuan ""•las de carcinomas de lariqc (H~2). de cervix (HeLa). de inlcatino de 
-bumano(lnl-407>.sútricohumano(Kalolll.AGSyHGT-l).de<:aloahumuK>(caco-2) 
y de lldreno <:artical (Y-1). ul c:omo a c:vltivoa primarios de dlulu epiteliales del catómaSo 
(13.32). s1n-...o.pocosdeestose-io9handClcritolosf--oc:urrcnpostcriono 
a dicha -ia. Evano y <:als. dnc:ribielon. en cstudicM de mk:roocopla. la -la e 
-rnaliza<:ión de H.pylori a dhalas Hl!p-2. dcmoslrando la -- de la -ria para 
introducirse a una cElula eucarionee que no aea un faaocito (31). 

Adlw~I-.. La unión -mea de H. pylorl con el hospedero implica intcrac:ción de ... 
adhcainu bM:tcrianu c:on los receptores en ... dlulu oupcrfk:ialca. En sencrat. la -yorla de 
las adhe•inu baclerianu son hemaalutininn. y comparten entre si la propiedad de Kr de 
moderada a fucrtcmenle bidrofóbicu. y la capacidad para re<:onDCCr rcccptorca cspcc:lfi•:oa. Laa 
hcmqlutlnlms producidas por cepas de H. pylorl tienen la capacidad de qlualnar crilrocitos de 
varias eapc:cles. y mc <:ansidcran candidatos de adhcslnas. por la correlación - hay enue la 
-idad de lu cepas de adherirse a diferentes lineas celulares y su habilidad de qlutinar 
eritrocitos(33). Se han idcMirlcado enH.pylorlunasranvarledaddeadhcainas. _ ... _ 
se encuentran: la adheaina de 31 kDa (34). una protclna de 19.6 kDa parecida a pill (35). -
protcfna de 63kDa parukla a cxocnzima S (36). una procclna con propiecbides similares a 
lectinas (37), y una hcmaslutinina fibrilar que se une a una aialoprolefna del eriuocito que 
contiene N-acetilncuramila 2,3 las.:IOsa y licne afinidad a fclU(na (38). Las dos '111imas .sbeaina 
aon especificas a kido aiAlic:o. 

lt~ceptons celulares. Los receplOrca celulares que ac hml enr;ontndo pan H. pylorl • 
han clasif'ocado en receplorca de afinidad - e intermedia (39). Loa receptores de alta afinidad 
incluyen Ja fosfatidil--eranolamina y auwlk>lctnosilceramido (prcsenles en la mucosa .-.u 
hwnana y en el eritrocito) (40). y los slicollpldoa sialil-.s GM, y GM 2 . Loa receplOlea de 
mediana afinidad incluyen el sanaliósido GM, y parq.-ldo (41,42). Otros ~ 
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imponantcs par• H. pylori. que son componcnaesde la matriz extracelular. son la colqeno tipo 
IV. a. fibronet;lina y la laminina (43 .... 5). Hay evidencias recientes que susieren que la unión 
especifica de H. pylori a la supeñtcic de las células del moco es mcd~ por aUcoprocefnaa 
llM:osiladU(46). 

Escoa facion:s permi1en una c:olonizsión prolonsllda. mediaftle mccaniunoe con.,i.p de 
IUpCrvivencia.evadiendo la respueua ¡.....,.y produciendoprotcfnu adaplativu. En lm eslUdD 
de mio:rmcopia •-uónica de H. pylorl --al epi1elio les-. 8C - i. .,.._;a 
de srAaalos de foafollpidos en i. ....,..,ria, - podrlan funcionar como re.rvu de cnnsla ...,. 
eobrevivil(47). La t.c1eria tiene defe,... cotUa diversas formas de batmllienlo. como 80ll el 
dnanollo de reaiatcncia a aMimicrobianoe y ele una dif'1eullad de erndicacióa de la infección. 
que es uunbi6n conaidcrada como un llllDl:alliamo de supervivencia (48.49). 

Para eveclir la respuesta inmune. • hll posauledo que H. pylori ca ralalcnlc a la pl'ftelK:ia de 
c:atal ... y _.-ó><ido di-. emlmu ~·en la induc:c:lón de - oa-va por 
fqcx:itos. Se aabe - el aenque c:odlflc:a i. -ró><ldodiamu-de H. pylorl __ _ 
-.oloala c:on i. de OhoS .,. .. _ intracclularea(50). Por otro...-. - llpopol_...,. de 
H. pylorl-., una disminllolóndc la rea- inmune. por i. menor pmducción de nodlcalea 
ele oxfpm 16aico9 de neutr6filoa y de citoclnu.. en companción con ocru cntcrobKleriu 
(51.52). 

F.._._ l•llulCl•rea de ealenaed.811 

Euos fKIOl'CS producen cambios adversos en el cpi1elio gástrico colonizado por H. pylorl. Dentro 
de CSIC arupo se incluye la produ.;ción de urcua y de cilOtoxina. factores que causan ruplU.ra de 
la barrera nucoids sútrica. e inducen inflamación. asf como los factores que producen cambios 
fi•iolósicoa SÚUIÍCOS. La producción de ureua y cit01oaina se ha comidendo ele pan 
tmponancia en i. Inducción de i. enfem-9ad. 

La ci101ox.ina de H. pylori se cncuen1ra aproximadamente en 50% de las cep11s(S3.54): está 
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relacionada con el desarrollo de úlceras duodenales y produce un efec:ro vacuolizame en las 
~lulas. La actividad vacuolar de la citOloxbul ea mediada por una proteina de 87k0a codincadal 
por el sen l-acA y se ha demostrado que la forrtlKiótl de vacuotas en ~lulas Hel.a requieren de 
la actividad de ATPasa-V vacuolar (55). Se hll klelWirlcado -~n una procclna de 128 kn. 
codif"ICllda por el aen C"agA. que esd asociada aMI la presencia ele la citotoxi ... y es altamente 
~nica (56.57). Se hll encomrado una fucne uociaciónentre la presencia de úlcera péptica 
y -.:r sútrico. con el alslamic:nro de - de H. pylori casA posiliv0(57.58). 

Má - la ureua. ae poslUla- el producto- por el c:Maboliamo de la urea. el amonio. 
'-rf"oereen la cllllPión de - hidró.-:no lf de eMa manen lndu<:c - celular por 6cido(24); 
llin embarso. tamb~n se hll -rido que el -X. por si mismo ejerce un efecto tóxico (60). 
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PLANTEAMIENTO Y .JVS-l'lnCACIOS DEL -OBLEMA 

El conocimiento de los procesos involucrados en la interacción bacteria~lula es imponame 
para definir la patogéncsis bacaeriana. Esros procesos tienen gran imponancia en H. pylori. ya 
que esta bacteria tiene mecanismos altameme efectivos como son su fonna espiral. movilidad 
y la produa:tón de ureasa (18 ). que le permite sobrevivir en el microambicllle hostil del 
eaamn..o y persistir por largo tiempo sin cmaaar dafto. 

La adherencia a la mucosa gástrica es un prerrequisito esencial en el procao de infección. que 
le confiere a H. pylori cienas ventajas sobre el h~sped para provocar enfenncded. como son: l) 
prOlcCCión eontn el arrastre de las secreciones sútricas. asf c:otJX> de los alimelllele y Hquidos 
iftserldom; 2) pcnistencla a pesar del continuo recambio del epitelio súttico: ,, 3) - -
eraciencia para .:ausar dai\o en .. úlula blanco aracia. a la libcnción de ... rectores de 
virulenl:ia como la actividad de ureaisa y citocoxina entre otros. 

Los m.:aniamos por Jos cuales H.pylorl MI .UUCre a Ja mucosa aútrk:a y c:ausa dafto no han •ido 
complecammlc dilucidados . A pesar de los nalltiplcs estudios de virulencia realizados. catos K 
hlin enfocado al estudio del proceso de palOSfnais. analizando alsunos factorea de vinalencia de 
manera aislada como son: movilidad de la bacteria. propiedades supcñtcililes de c:ara• e 
hidrofobk:idad. actividad de ureasa y de citoeoxina. as{ como los fac;::tores que detcnninan la 
adherencia bacteriana a celulas de la m11<:.,... P.trica y a diferentes lineas cclularea. Hasta el 
mornemo son pocos los estudios que involucran m6s de dos factores de virulencia rclKionados 
con la adherencia, el proceso de patoaennls y el srado de dafto causado al paciente (22,61.62). 
Por lo tanto es necesario realizar estudios que evalúen en forma integral los principales 
~de virulencia propuestos en la patoat!nesis de H. pylori. as{ corno su intervención en 
el proceso de la interacción célula-bacteria. tomando en cuenta la hidrofobicidad superf"1eial y 
su c.pecidad de adherencia. 

Para eshldiar la inleracciónde H. pylori con la "lula. se han empicado sistemas in vitro de ct!lula 
epiteliales. que no siempre pueden extrapolarse a fenómenos que ocurren in vivo. En estos 
sistemas. al cultivar las células epiteliales en superficies de plástico o de vidrio. la monocapa 
celular fonnada no adquiere una completa diferenciación celular. ni una adecuada orientación de 
aus ~mponentes de superncie. El empleo de nuevos sistemas in vitro de monocapas de dlulas 
polarizadas. en CSIUdios de intcra&Xión célula-bacteria realizados con varios enleropatóscnoa. 
tiene 1randes ve....;as sobre las técnicas convencionales (63-67). ya que las úlula adquieren una 
diferenciación c:clular similar a la observada in vivo. con la formación de microvellosidadea y. 
oricnlación aclccuMa de sus componentes apicales y basales (68). La diferenciación cdular K 
loan cuhivando las células sobre un filtro que separa dos companimentos. pcrmitM!ndolc a la 
cl:lula exponer su porción apical a~ medio y la basal adherida a la superficie de aopone. Estos 
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sistemas de dos ~imanas pennilell tambil!n la inocut.;ión de baclerias en la parte apical. para 
estudiar no sólo la capacidad ele adherencia supcrf"~ial. si.., tambKn la pcnetra.:ión bec:1C1;iana de 
dicha mo~ y el pro<:eOO de uansponc a uavh de ma. Por esto. M llcv6 a cabo un 
euudio de H. pylori con - de dhalu polarizadas. empicando cepas i-:tcriann 
fenolfpicame- .,__, ai•lada• de cnfc...,_ con cuadro clinico de psailla, úlcera 
peptlca. o cAncer saamw. _. e-iar el fe- de transporte a travá de -_...._._ . 

La-idad. padode-iay cl~deH. pyforicn--cclulareavarlan de 
.,_ a cepa y - variación podrfa esllr -· b't - la •-i6n ~ de la 
bidrofullk:id..t superficial, y de la acllvided de- y da e-U.. 

Definir la --de adhmencia de H. pylorl a c61ulu epilcllaln. al c:cmo la ralaci6n -
...- en1n: --rlstic:aa feDodpicaa de hidlOfobk:ldall -rf'oclal y ac1ivldall de_.,, 
citalO&ina: y evaluar el - de uanoponc - c6hilu C.:0-2 .....-. 

Seleccionar _. de H. pylorl con - en el -... clink:o • ...-ia a 
antimi<:robianoll y --~de - y citalo&lna: CUUlll- la 
ac1ividad dc wusa. ll~k:ldad_.ncialy cac-cid..t dc adberencla a c61ulaa 
HEp-2dee--

2 Evaluar el proceso de ..n.r.m:ia. i..,....iwi6n 'I tranapone en moec apu de 

úlulas polarizadas. de In - de H. pylorl -· 



DISE~O EXPERIMENTAL 

Pam poder cumplir el objetivo plantado. el trabajo se dividió en filos objetivos espec:tr1COS: 

Objetivo l 

La•lecci6nde luc:epaode H.pylDri• llcVoac:abocn base a: cua<lrocllnlco(a-rilia""6nk:a. 11-.-. -SAalrk:a- y cam:cr súttico), reoillencia a......,_._ 
el - de -111Ci6n - illlllbiloria (MIC)J. y c,._i6n .._....,. de - y C-ll-. 
Pan laCMaC_i6n_lpicaoc ClllUllifil:6: llidn>fobicidld oupcrf°ICial, .,.-Ci6nde -
y --la a dhalu Hcp-2 . .,._ro oc -leci6 la fase óptima de cree- -ium a 
._-ca-.. la 16cnicaa. - - ...-.ro de _....i6n la cuanlillcaci6n ds 
hldrofol>lc- _,ic1a1 por -la a ..-IUldccano a las 24, 411,72 y 96 bn. T- la 
llKnicaa•...,I ab·-ronprev--idupan H. pylorl. 1..a.,.-16ndelll'CaU­
cuarci- por el -odo de -lot. con_¡,...,..,_ a la llKnica de.....,.._ ( 69 ). La 
h--- _.nc1a1 bacteria- --lcla-leando-metodoadi-: qrcpci6n 
con ... .,..., de amonio y adherencia al bldnx:utluro n-heaadccano. Fi-lmcme, • cv- la 
capacidad ds -la a la linea celular HEp-2 por el metoclo de CnviolO, con a1_. _,. __ ('JO). 

Una vez--~ la-· oc •Ieee- tres cepas de H. pylorl con difenni:iao en la 
capreoi6n ~ y adherencia a co!lulu HEp-2, para evaluar el procao de adhercni:la, 
inlcrnalizac:i6n y transporte en _,,__ de co!lulao polarizadas. 

Objct.ivo2 

Para --de co!lulaoepitcllaleo • oclcccion6 la linea celular Caco-2. Tomando en 
cuc,.. que es1a ,._. no se habla tnbltjado _. en nucsuv laboratorio, hubo la necesidad de 
conocer, -jar y mantener la linea celular. 
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Um vez crecidas las d:lulu Cac:o-2 en monocapu. se estableció op1imunen1e la técnka de 
formación de monocapu polar-. descrita por Falkow (63 ) y se estableció I• canridad de 
"lulas emp- y loa ,....._. óptimos para -ner las m<>11oc-• estables. Eslo se bizo 
empleando-ipos Trano-11. - comlalen de u11 aialema de dos c6maras (-rlor e inferior). 
COlllllllic.clu por un filuo que funciona .:omo 9opo11e aobrc el cual se cultivan las c:élulas. Este 
aislmna crea un ambicllle apn:>piado para polarizar las c:élulas. La confhlcacia e illlegridad de la 

- ae midió por el valor de rcsialCncia -· 

.._ _ ~- infcc-.coaH. pylori. cmpleadoc:amoCOllll'ol-lllvoum 

- .......... de - l)lplU""'ri"' - de .............. ._..- de .. - y 
Mravcaar la - de "hilas: como cOllll'OI _..ivo se -- ,... - _.pollóp:na de 
Esdwrlc/tio col/. Se evaluó la inlepidad de la - midie- la --la u.-piselial, y,.... el - de --la. ae cuanliflcaroa UFC/ml en llancléla - .-_ .. 

Fina-.aefijaron-cle"lulaa~ ........ de0.5. l, l.5y211.delnrca:ldn 
coa H. pylorl. para-....el -de-lay ..._..,_.m11:....,.,....c1ecu6nica. 
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OIUETIVO l 

Las c:cpaa seleccionadas con carM:terfsticaa fenotfpicas prcviamc:Ne catablecidu • munaran en 
la Tabla l . 

....._~_,, tr 

C.lulaa HEp-2 (ATCC CCL 23) aial..saa de carcinoma de laJ:il•e -
C.llllaa Caco-2 (ATCC HTB 37) aial..saa de carcinoma de colon lumano 

E-•I 1 ____ ........ _ .. H.l'Yforl ....... .-

El lhlll!todo de edherencia a n-hexadecano consiste en lo siauientc: Se prcplll'a una .uspenaión 
~m....conociclay se mido ab9orblmcia(Ab9) a .540 nm antes de aan:s- un volumen t:0n0eido 
del hiclrocarburon-hex.decano; posteriormente• mezcla durante 1 min. en vórtcx yac deja repour 
la -ulaión - - la fue del hidrocarburo de la fase acuosa. y finalmente 9e cUUllÍflca la 
~ia a la fMC ..:uosa. El porcentaje de adherencia es calcul.SO con la aiauicntc fónnula: 

A ............ ._ 1Nio•-....c1e-t1-------------- ) X 100 
Ak ....... ~'611- .._..-e.ne, 

p_.. valorar la edherencia de H. pylorl a n-hcxacadecano. se estableció la i.knica de la sisuicnle ..,_..., 

l Se determinó la cantidad de n-hex.decano (pureza del 990/e) capaz de Jopar WMt m6xima 
..therencia y reprodm:ibilidadde la técnica. con una cepa control de H. pylorl. empleando 0.1 .. 0.15 
y 0.2 mi de a-heJmdecano por cada mi de suspcnmión. 

2 Se comprobó la rcproducibilidlld de la tknica con el volúmcn •lec;:cionadode n-hcxadec:~ 
empleando controles positivo y neaativo para este método y una ce,,. de H. pylorl: 
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•--Control positivo para adhen:nciaa n-hc~ [A.calcoacetlc1U RACi-1 (ATCC3 IOl 2)). con 
una aran eapacidad de adherencia al hidrocarburo y • células HEp-2. 

b.- Control ncaativo para adherencia• n-hexadecmno(.tf. calcoacetlCllSMR 481 ). mutante de la cepa 
RA0-1 deficiente en adherencia al hidrocarbu.ro y a células HEp-2. 

e:.- C- de referenc:ia de H. pylori CCUGI 5111 

T .... a.c-- 1 1 • •H."'1-
CEPAS DE ORIGEN DE FENOTIPOS 

H.pylorl AISLAMIENTO v ... Clll 
aor-nc1a) 

92-2 Mue:-. + -
(Mj!llico) ...,.._. 

CCUGl5818 0-c:- + + 
(S.-ia) 

M-183 Úlc:era-1 + + 
(EUA) 

Hp55 Gastrilia cr6nio:a + -
(Mj!llico) 

Hp 152 Gastritis cr6nio:a + -
(M6llico) 

PCR23 CAnc:er ptrico + + 
(Mj!aico) 

1111-23 Úlc:era Duodenal + + 
(laslatcrra) 

118-23-4 Úlc:era~nal - + 
variante 

(lnalamTa> 

1111-22 Di._ia + -
(laslamTa) 

R == Resistente 
S =Sensible 

N - Nitrofuranrofna 
M - .-oaldazol 
Uasa-UNUa Ctx = Citotoxina 

i3 

GENOTIPO RESISTENCIA A 
CqA Vac:A ANTIMICROBIANOS 

ND + 

ND + 

+ + 

ND + 

ND + 

ND + 

+ + 

+ + 

- + 

+--­---

M ,.a/mi N 
16R 6S 

1.55 IS 

ND ND 

32R 12R 

32R 12R 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND =· No Dcu:nninado 



De una .uspensión de la cepa de referencia de H. pylorl crecida en qar infuaión cerebro 
corazón (BHI), ac t~ un inóculo y oc: sembró en caldo BHI durante 96 hn. 

2. Se -.un ..-stras del caldo - a las o, 24. 48. 72 y 96 hn. 

3 La .-;.111e lcldaa'40mn yoc:o:uanllflcó(UFC/ml)cnlasmucacru-. 
a los di- tiempos de crecimlelllO. 

4 Se -..nin6 la adlle~ncia a n-hexadccanopan cada um> de loa tiempoa de crecimlcM> 
bKICrlano. y nna1men1e se analizaron e i-rpretaron los resulladoo. 

~--· ........ 
Se prepararon 110lucionea de sulfato de atnonio a difc~ntc molaridad (0.1. 0.25. 0.5, a .o. 
1.5 y 2.0 M> en PBS y 'liUatando el pH a 7. 

2 Cada com:caaación de llUlfalO de amonio me mezcló en proporción 1: 1 con una au.penaión 
bmcleriana en ponaobjctos. •litando duratuc cono tiempo. Poa1erionncnlc.11C ob&e<vó la 
presencia o -ia de •-Ión. 

3 El conttol ne .. tivo fue PBS con la solución bacteriana. 

4 Como conlrOI positivo se empleó la cepa de E. coli cntcrotoXiFnica (ETEC) H-10407, 
c:oa un valor de asresación ~ IM de sulfalo de amonio 

La baceeria ful considerada hidrufóbk:a si se observaba agres.:ión con una solución de sulfato 
de amonio ~ IM 

14 



- Una suspensión bacccriana en 3 mi de PBS (pH 7 .4) se ajus1ó a una lechara de absorbancia 
de 0.15 a 540 nm .• de los sisuienccs culcivos: 

•·- Cultivos de 48 hrs de H.py/orl. 

b.- Control positivo para adherencia a n-beXIMlecano. 

C.- Control l'IC&atiVO para ..therencia. 

- A e.da tubo se le .. n:aaron 0.45 mi de n-beXIMlecano y oe •aitó por 1 mlmito en v-x. 

- Loa tubos se numtuvieronen n:poeq hula lopar .. -iónde w r ... ·---

._. ... .n1.-11e -

Un ~ullivo de H. pylorl de 48 hrs oe -ndi6 en PBS-E ( PBS O.JM-EDTAIO mM (pH 

7.4))) ..... da UR8 -- linal de 0.15. 540 --

Se determinó i. c:oace-ión ele ~ en i. -Ión INl<:krian8 por el - de 
Bndford(48). 

L8 Ktividadde ureua llleCUIUlll-porel -de Bertbe .... con __ de i. 
tecna descri,. por Ferrero y L8biane(49). 

10-so,.1deumdiluc:lón 1:1oc1ei..._.,.16n inic:w mepuao•-- c:on200¡dclel 
....... ., urem (50mn en PBS-E) • 37ºC ~ 30 ,35, 40 y 45 min por raccléln pu11 -
cepa hllcteriana . 
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Como blanco se empleo la misma suspensión bacteriana. inactivando la ureasa por 
ebullición dur•nle .S min. 

Las reacciónes y el blanco fueron paradas •l asregar 400 µI de nitroprusiatode fenol y 400 
.ul de. hipoclorito alcalino. e incubando a .SOºC. 

Las reKCiones tueron leklaa después de 30 minutos a 625 nm. La can&idad de amonio 
liberado fue determinado de una curva estandar. conelacionando la abaorbancia c;:c)ft la 
~nccnuacióndc amonio. La libenciónde 2 µl\mol de amonio fue equivalente a la bidrolis8 
de lµmol de urea 

La Ktivldad de ureasa - npresada en nanomoles de urca hldroliuda/ mini,.. de procclna. 

~--deHnloria-~Z 

Laa ~lulas HEp-2 se c:ultivaron a conftuencia en microplacaa de cultivo de 8 pozos (8.9 x 
8.Ycm Lllb-Tek). C-pozo, comcniendo400µ1 de una suspensión de 1 x 10' dlulu viableal 
mi. fue 1ncu-.. a 37ºC en almÓSfera del 5% de co, por 18-24 hrs. 

~ Posterionnente. 100 pi de las suspensiones con 3xl07 UFC de H. pylorl, me aarea:aron a cada 
pozo por duplicado, incubando durante 3.5 hrs a 37ºC en atmósfera del 5% de CO, . 

3 Se lavaron las "lulas en PBS. se fijaron con fonnalina al 10%. y se lifteron con colonme ~ 
Oiemu para acr observadas al microscopio. 

4 La lectura se realizó contando el número de bacterias adheridas en 100 ~lulas. 

lJ-~ ,_. CJR 'tr ... adllerellle aaemdo M encontraron:.!! 28 bM:lerim .......... par 
__ ;o_.. ____ . 
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OBIETIVOZ 

La úlulu C-.:o-2 llC obtuvieron del ATCC (HT837) y el medio de creclmicnro ~lile 
Medio Minlmo Eoencial Modiflc- de Eqle (MEM-E> con salea de Earle, aminoacldos no 
aencla!C$, 10'5 de -ro fetal bovino (MEM-EEA-10'5 SF8) y .,.iblóclcoa. 

Las rno.....,_ conftue- de úlulas. al ll&mino de 2 i.v-. con P8S celular, t\aeron 
dapoetldldas de la supaf"ocic con tripoina-EDTA (0.05'5 - 0.5 mM) dunnle 5 min • 37" C. 

Las úlulu 9e -Ddicronen medio de culUvo )' llC - .. con.:e-iónde eó!lulas vialllca 
por mi.,.,.. azu1 de~-

En bolcllas de cultivo de 175 cmZ ae .. reaaron 1.08 x 107 cilulu. incuMndoae • 37ºC durante 

6-7 dfu pa111 oblener ----· 

Pull el e•,.bleclmlcnto ópclmo de la producción de - poluiz.ci.s: 1) oc seleccionó el 
tiempo óptimo y I• conce-lón-..- de úlulu. ,,_no obtener una --estmble; y 2) 
se evaluó la iniesridmd de la -- de úlulas. midicmlo indirecwnenle el v.ior de la 
resislenc ia tnnsmonocapa en ftull:ión del tiempo y cuanliflcando el rrampone bacteriano 
utilizando:•> úlulH •In bmcleriu; b) E. coll DH5cl (contn>l neptivo), ce.,. no púÓSCllll, ¡...,_ 
de romper I• iniesrkllld de I• - y de •ttaveaar - monocm.,. de úlulu polariadu; y 
e) S. typhimuri""' 17028 (control positivo), cepa ""qena e- de romper 1• intesriclad de la 
.monocapa y atravesar una monocapa de úlulas polarizadas. 

1.- Selecc14in del-poye o"' llMW. ele cilulas C-2 

Los filtros Transwell (No. Cat. 341.5 Costar EUA) "'"membranas de 0.33 cm' de dijmearo y 
de tamaik> de Poro de 3 m,.. se bx:ubaron por 30 minen placas de cuh:ivo Transwcll con MEM-
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EEA-lO"SFB para la medición de la rcoistcncia eléctrica anlea de qrcaar lao c<!lulao. 

A~ fihro oc le agrcpron 100 ,.a de - _..i6n con 4.11 x 10' ó 2.4,. 10' c6Nlas Caco-2 
en MEM-EEA-10" SFB. y oc uanofirió a l mi de medio frnc:o. 

Para medir la rcoistcn<:ia lransepitclialoc empleo un medidor de resistcnciacl6c:trica Mllllcell-EllS 
y 2 elcca.- Aa/A&Cl ( Milliporc Coq>oration USA). 

Para ~ uno de los filtros. llae inlrodoacldo un e~ en el -io de <:Ultivo del 
~imc1110ell1Criorde la c::amara y el ouo en -imeato burior. •in - la -
celular. y oc hizo - ~-a --de loo electtodos. 

t O ele a.~ celular - O clal fillro U. dlulM)) X tru d91 filtro 

Diar- 1\16 <:amblado el medio de la pane apical y baM>lalCral y -ida la rnialen<:ia 
tranamonoc:apa. haa&a obtener una rcsistcm:ia alta y c:on.stantc. 

La~ióndeceluluCaco-2-..-y el tiempo óptimo oc obtuvo. midiealoloo valons 
de rcoistcncia 1ranomo...,.,_ toa-lcmZ) c:ontta tiempo (hn). 

2.- T--. de nlllwWol de la..,.__ de la wpa de-C-2 • rlz-­
- --- .,..--.. ycl r-dearw~ 

Las bactcriao l\lcroncoocct..dasa partir de pl..:as de asar y suspcndiducn medio MEM-EEA-1" 
SFB sin anaibiócico • ajustando a una concentración aproximadamenle de lalO' UFC/ml. 

Los flltroo con c:4!lulu lllcron lavados y ttanoferidos • placu de cultivo con MEM-EE l" SFB 
sin amibiótico. incubúldose por 1 hr. La.resistencia fue medida antes de infectar las lllOllOCaPU 
{tiempo 0). 
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..... - fueron infe<:-""" loo..J de -Ión -te·- por .. pule ..,1ca1 y llC 
-nninó el -ro -teriu viabln del inó<:ulo lnic:ial. por dilución en pa.ca detenninando 
UFC/ml. 

Al lámlno de - 2 hrs. de ;...,.-Ión en u .. atmósfera de 10'5 CO,. 5'5 02 y 115'5 N,. oe 
lllidi6 la iai-nclaua.._..._Y el filtro !lit tTWferldoa 1 mi ele -io freKoa ~ --
La-.laavlal>leaencl-iobuo._.lllcron __ 211n.­
Ul'C/ml. 

AIC>Olll:luir 0.5, l. l.5y211, bm-oe .. _3-c:oaPBS-yoelijM.-c:oa 
.-WOa12.5'5.enwttpJ-cle.-acadll-.,....-la.,..._de .. _ 
yel .............. ---.. -...,.. _...,.,..,. __ _ 
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llESt.JLTAOOS 

oaJICTIVOI 

F• '' 1 11 11 ......................... m:tladeH.n,.,.••brr ª x11 

PanMlecc:ioMr el v-nóplimode n-heudccano, oc-el~ de-ia 
al hidrocmtlum y el cocr..,._ de varieción para cllda um de loe - 1 4 I 1 . Loa 
--enlaT-2--elvo-..den-lle ___ unmayor 
_..,....de--ia.y ---cocfil:-de vula:ión. -elde0.15-111111 de .._..Mln 
--· pm lo- ále - --el volúmenóplimo. 

Tl!Ma:I.- wr n 1 1 ,, .... ._. .. • -•··~-cc.JGl•IS•• 
.., 11-. as e>........._ ... , ....... wlwaa711 r · 
.. _,.. .... _ '! 1 ., ........... . 

No.•--<n> c..- de 1'de-.em:ia cv 
n-hc.-• (mi) (1<±0) <•> 

6 0.1 74.57± 4.3 5.80 

6 0.15 77.80± 4.6 5.90 

6 0.2 56.00±17.7 29.50 

• --de n-hc..-a-por mi de ---- ajus.-al 0.15 de -ia a 
540mn. 

cv eocr""- de variación 

Una vez-Ido el-de adhcren<:iaallúdroc:artluro,oe evaluó la ~bilidlldcle la 
-- -' - sus n:spcctivosc:onuolcspositivo y nep&lvo para -la a n-hc-...., 
' uM - de ff, pylorl. Loa resultados del pon:emaje de -la' coctk;iemc de variación 
de

0

la T- 3, -uan que esta dc:nica - rep<odu<:ible en• -yoe de la- de H. pylorl, 
- un~ de -n:m:ia de 74 " y un cocfleie- de vuiacl6D .< to•. 
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T-3 . ...-c1- ole .. tkalca ole - ole H.,,_•• --· 
Cepa* No. de ensayos % de adherencia cv 

(n) (ll ±O) (!5) 

CONTROL POSITIVO 10 119±3.43 3.8 

A. calcoacnlau 
(ltAO-l(ATCC31012)1 

CONTllOL NEGATIVO 11 1.1±1.119 174.9 

A. cal_.,ICIU ----(MR480 

H.pylori • 74.7±6.64 ••• cepa de ref'crencim 
CCU015Bl8 

C. V. C-ficic.-e de vari8ckln • ~ión--iala~-· 0.15 de absorban<:laa 540 nm, coa 0.15 mi den-be­por mi de _ ... Ión. 

_.... * .. '-*"'ª_*,..••••••· ,,,_ 

Para aclccc:- la faac de crecimiento 6pti- de H. pylorl, en la caraclerizac;kln ~. en 
la Fisura 1 se enrocó la media - del porcel1b\ÍC de -rencia a n-be-..... con 
rapecao al I~ de creclmlen1o-1eriano. en un ensayo por duplicado, y oe delermiaanJll loa 
~fic- de Yari8ckln para - uno de loa difere- .._de -k\n. En eala flaura 
ac - - .la -rem:la de H. py/orl a n-be............., ac. -vo -· 
~ndic-WWWdel licmpode cnc:-de la _ria.y_ ... vari8cionea de -la 
coñ -'°al •lempo no llleron •lanlflc:allvu. 
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Figura 1. Adherencia a n-hexadecano en función del 
tiempo crecimiento de H. P'flori 
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En la Tabla 4 M: muestt'a el oriaen de aislamiento de las nueve ccpu y MI• t;U8CledsaEM 
fcnodpicu. Se puede observa!' que sólo ta expresión de citotoJdna correl.:ion6 con el cuadro 
.::linico de todas las cepas aisladas de úlcera duodenal y 1 de cáncer &átrico. y sólo una cepa 
aisa.da de &Ulrilis expresó la citoeoaina. 

Los valorea de la activMlad de urcua en IOdas las cepas varió cnue 20 a 95 nmol/minlµ.I de 
pro<clna y ..,. vari11eióo no --uocillda al cuadro cllnico de procedencia. En - llialadas 
de_.. .. -.! y pslritia la Ktivldmd fue de 20 y de 39 a 95 nmol/minl,.8 de procella. 
-1-; en - ai•ladaa de '11cera duodenal y c6n<:cr .-ic<> - !lle• 28 y 36 
-minl,.ade prooelna. rcopectlv--. · 

. La~- evaluada por - dos - topó difercno:iar 7 - --y 2 
llidrofllicu; •in -.., • ..,. _..,ica ..._., !lle uocillda al cua*u cllnl<:o de 
procedencia; de 3 cepaa aisladas de pa&ritia crónica l !lle hidrontica y 2 hidrof-. 

Fi--. la adherencia a "lulaa Hcp-2 ae obaervó en 77" de laa - --...... El...-, 
de 8dhercncia a "lulas fue indcpcndicnlC del oriacn de aislamiento. obscrvAndoee que tanlO en 
una cepa aial-de úlcera duodenal como en una aislada de mucosa Shtrica -1. el pon:etújo 
deadhercno:ia- > 80". 
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Cf.PADE GENOTIPO t'ENOl1l'O AC11VJDAD DETEININACION DE ADHEIENCIA PATKUNut 
H.f!/ori DEUIEASA HIDlORlBICIDAD Act.l.ULAS ADHFJENCIA 

CllAYICA C1l Una llf.p-2 
IUENDE X :1: a (Nll.)¡I), ......, 

WMlENTO (M)• X±a" X :1: a 

92-2 ND + + 20.25:1: 2.8 0.25 63.1 :1:5.1 92 ± 3.S Difllso ..... 
CCIJGUlll ND + + + 52.72:!: 6.1 0.25 72.6:1:10 15 :1: 3.5 Difllso 

Glmü 
14-113 + + + + 30.16:1:12.3 0.25 75.2:1:1.7 19 :1: 7.1 Difllso 

Úkm .... 
llp-55 ND + + 39.95:1: u 0.50 54.8:1:11 15 ± 4.9 Difuso 

'. ~ Glslllil 
llp-152 NO + + 95.11:1:4.6 1.50 41 :t:0.3 4:1: 0.5 Difi&lo 
Glllrilis 
la·2l ND + + + 36.92±6.I 0.50 67.& ± 9.2 62 ± 5.8 Difi&lo 

CCrpi&rico 

11-23 + + + + 28.61:1:4.4 ~ 67.1 ±9.2 61±3.5 Apglliw 
l'.llrxndulllll 

11-23-4 + + + • Sin 1t1ividld AgRpliva 77.2:1: 4.9 31:1:1.4 Ag!CgaliVO 
(Yllillllc) all!2h. 

Úkm Uiilcaa1 
18-22 + + 40.38:1: 4.2 > 2.0 41.7 :1: 1.2 40±7 difuso ..... 

' El~liicariltOii <: IMde(Nlf.).W, •• &....asíll*itli:lla~a >-501 
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En los ensayos de adhcreno:ia bacleriana a dlulu HEp-2. mkmú ck: evaluar el pon:e....., de 
dluln o:on bacteriaa-ridas, 1C -rvó el .,.a6a de -rencia - pre-n In cepu de 
H. pylorl, y oe •-dos - di-: el diliuo en 7.,..,.. <r_.. 2). y el ....... ivoendos de._ ____ (flswaa,. )' 3b). 

-omapane.•-rvó u,. o:orrelacióa enh'e la bid.-K:ldad y la-•• dhlla 
11Ep-2;de7--. en61a-illadhalaa-,. 50'5. ___ .... 

._ -· bidrollllcu la -..Cncia - < 50'5. POr OllO lado, las 2 - - --el 

.....- de -la .. rqativo. -.on laa- - -re•aron ea -la de sul,_,de -· 
FI ..... 2. -de ......_laclifl.>de H.pylori en dl­

Hep-2 
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Fiaurala. Patrón de adherencia .. rc.-ivo de 
H.pylorl en~·- Hcp-2 

Fia..r. 3b. ..-_...ivo ele H . ..,-kwl oin 
di ..... 
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OUETIVOZ 

E1tnbl1 .................... ., • 1Mw•-••••1 ............. c.-.2r ... zt •• 

1.ar-ión ......... dela_de.,.lula~-·1--de--de 
cncimielllo c....._. • lftClllitalW6 em1. la medición climia ele la rai.-.cia WMIWINitm erra.-. 
-la~dela-dedlula ~--~laca••-sléle inicüol 
...... _C-2yel---~ ..... -16ndela-~ ., :rl ·­--de "lula de 2.4 • 10', ,. 4.a "'lo. La -16n inicial de dlula 
.-lmlloM - de 2.4 • 10', - - - a.Jcw c-ica de ..,._léle. El tiempo de 
----- ........ jgeadp ___ iw ___ de inleraccl6a....._ ........ -· 
5-7 di-._. - el~ -el - •-.blliw'lln loa_,....._ de -11 ur 
(Fiawá4yS) · 

w:.........._ .... ,.._ ............... ,.,, __ .,_,,.-... .,rtr11r .. ••••, .. ....._c~21a1110 t -... ,,,.,.. 
LacvalUKlélede la imcpidad de la-celul• infec.- oe ..atizó mid~ larai-ia 
- o ••r••-16a•ltlernpode-de tamo...,.,_ con--. .._ .. valldsl6n 

de - -ca---S. ,,,,,,,_,,,,.,, q--- de ro- la;-..- de la -cehllar---1tivo¡y JE. co11-~ q--~c1e-1a;__.-11e1a 
-ul---..llWplivoderilula .. in--.q-indicml el.,...,._...._ .. 
la rcsi-iaendluluno ;..--runcl6n del tiempo( Fi .... 6). 

EnlaFi-7•...,_loa_de_ia_cM92 ... clnpuádeu.r.ct. 
-dedlulaapolarizadaaconl-de H.pylori....._..8 -~-• tu.,.nca. 
corresponde a - de tu - _._; y re.,.- obenY.r que - lu - - el 
campoe1 l1nto ele la ...--1a er muy -ido y no My - diominuc:i6n aipl-va en la 
-ia - la pnsencia de H. pylorl. ~ siplfica - _...,, - pádida --en la üMpidedeel-. d.....-1asa1vs ... _tal-de H.pyl<wl ___ _ 
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F~ura 4. Formación de monocapas de células Caco-2 polarizadas 
con una concentración inicial de 2.4x105 células 
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Figura 6. Evaluación de la integridad de la monocapa de células 
caco-2 polarizadas, con S. typhimurium y f. coti 
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F~ura 7. Evaluación de la integridad de la monocapa de células CD2 
polarizada, infectadas con dHerentes cepas de H. f111ori 
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Ev•l•ac'611 •• r .. 6-e•o de tn••perte • tr.vé• de célula• Caeo-2 pol•riaadaa. 

El fenómeno de transporte se determinó por la cuantificación del número de bacterias viables 
capaces de auavcsar una monocapm polarizada estable. desde la superficie apical (superior) a la 
superficie basal (inferior). En la Tabla S se muestran los resultados obtenidos en UFC de las 
hlcterias capeccs de atravesar la monocapa polarizada. después de 2.4.6 y a hrs de infección con 
tres cepas de H. pylorl. S. typ1t1,,_,.1,.. (bacteria capaz de atravesar Ja monocapi9 t;:efular polarizada) 
y E. coll (incapaz de atravesar la monocapa). Como se puede observar. S. typ11;,,,,.,.¡.,,,. fue capaz 
de atravesar desde tas 2 primeras bonas de infKCión. y al completar las a hrs del enmmyo la cantidad 
de lMlctcriasquc .iravesaron fue muy similar a la cantidad inicial de bacterias que se emplearon. Para 
la cepa no invaiva de E. coll, me comprobó la incapacidad de la t.cleria pua .,.._.a travá de la 
mo...,.,_ dcspu& de 1 hrs de ensayo. FiDDlmente. para las bcS cepu de H. py1_.1. la t.clcria 
fue capmz de atravesar a las 2 y a tas 4 hrs de infección. pero en una proporción mucho menor que 
S. typlti,,,_I_. 

Talola5 

Climara 

Apical 

Basal 

T-rtedeH.,,,,_, __ parac1611 eom.S.(>p6-~a..,....,e> y_/E..,.,,(_ .. .,_•>• ........... - ..... - ... c-2....-
....... S. typltl11111rlUM E. coll H.pylori H.pyl-1 H.py/orl 
post- J7021 DH5a Hp5S 11-Jll 11-23 

infef;Ción 

Tiempo UFC UFC UFC UFC UFC/mL 
(lvs) min-max min ... max min-max min-rnax min-max 

o 4.8-9x 10., 3-4.4xl07 0.16-l.4xt07 J.7XJ07 t.6x 107 

2 1.4-2 X JO' <10 0.03-SxlO, 0.04-3xJO' 0.2-0.lxJO' 

4 2-3.6x JO' <JO 0.2-0.4xJO' 0-0.2xl0" 0-0.4xJO" 

6 3.6-4.6x JO" <JO <10 <JO <JO 

• 6.4-J2 X J07 <JO <JO <JO <JO 
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.-- de later-- de H. nlorl • • tr•Y• de IB •• - • rilulM C-2 

...._._ .... ___ ,_,,... ___ _ 
Las Fiaur•s 8 • 11 muestran fotcsrafias de microscopia electrónica de transmisión. en las que 

se observa el fenómeno de transcitosis de la ~pa 88~23 de H. pyloTi en las monocapas de células 
Caco-2 polarizadas. 

En la Fisura 8 11e puc:de ver el colllllCIO de H. pylori con la monoc- de células Caco-2 
polarizadas. des~• de 30 min de infc:<:<:ión. donde: la ba<:tc:riu 11e cn<:uc:lllrall .cumuladas y ..._.por microvelloskladc:scortaa irrc:auJlll'CS. Alpaude laa ba<:tc:riaanmestnn sc:parac"'­
(evidcnlcs)ellb'e el contenido crómalico y el cicoplasma. y catrUC:IUJ'U pariclala con vacuoliZKM.111 
inll'abM:lc:ri8l - anillos (atructuraa dc: polifoofalOS). 

Fiaura a. Microscopía elcctrónicade tnnsmiaión de monocapu de c:élulu polmizadas fijacla!J 
30 minutos dcspuá de aer inffi:wdas c:on Helicobacler py/orl. A. tt.cteria con 
aranulos de polifosfldo; B y c. blideriu; D. m.icrovellosid8des; E. célula. 



En 1• Fipn 9 ae observa el t:onucto fmirno de a. bacteriil con la membrana plaam6licai de c.61u._ 
C.eco-2 poluiudas. f°onnando una adherencia en pedeaUI. 

Fiaura9. Mh:romcopfaelectrónicade uanunisión de monocepasde célul-Cso-2 po~ 
infectadas con la cepa 88-23 de H'licohacler p)l/Qri. A, '-cleria; B, úlula. 

-~-
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En la Fiaura 10 acobsava la 8dhercnciade H. pylorla la ....,aftciedaa+e .. deallul.-C-=~2 
polarizadas. La bacteria cst6 cubiena por microvcllosidadea y lu cehd• epildUln • encuentran 
en un proceso metabólico ectivo. por la praencia de mitocondrim mKm de la...._. 8l:Mwrida. 

FiauralO Microocopla elec:tnlnica ele --- - ._ lli- ele -iade ,,.,~,.,,,_, ... _,__ ___ -· 

úlulaspo~.A-C.ml-;D.-. 
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Finalmente en Ja Figura 11 se observa las ceJuJas Caco·2 polarizadas con bacterias intracelulares. 

Figura! l. Microscopia electrónica de transmisión que muestra Helicobacler 
pylori dentro de las células Caco-2 polarizadas. A. célula; b, bacteria 

_6!"..r 

;~i;;ih~~~ 
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DISCllSION 

El objetivo de este estudio fue d-=tinir la capacidad de adherencia de cepas de 11. pylori a células 
epiteliales y su relación con algunas de sus caracterfsticas fenotipicas; e investigar si esta bacteria 
tiene la capacidad de atravesar células CKo-2 polarizadas. Nuestros resultados revelaron dos 
hallazaos importantes. El primero fue que H. pylori tiene la capacidad de atravesar la monocape 
de células C.co-2 polarizadas sin causar dallo celular aparente manteniendo la intC&fidad celular. a 
diferencia de otros cnteropatóaenos invasivos como S.typhi,,,,urium. que al internalizar rompen la 
inlq¡ridad de la monocapa . Este hall11Z110 en H. py/orl fue demostrado de dos fonnas: 
indirectamente mediante la medición de la resistencia de la monocapa celular. la cual se mantuvo 
constante durante el tiempo del ensayo. indicando la intearidadde la monocapa; y de manera directa.. 
fue vaJorllda por la obscrv11Ción de la inte~ión célula-blK::&cria por microscopia elcctrónic:a. 
mostrando que H. pylorl no produce dafto en la membrana pl~tica al intemalizane en la célula 
polllrizmdll(flauns 9 ylO). 

El seaundo hallazao importante. fue que el ~ismo de intcrnaliDM:ión de la bacteria en la 
células polarizadas,oboerv..SO por microcopia elecUónica, aparentemente depende de un procno 
metabólico Ktivo de la células cpiteliala aimilar al observado en la endocitosis. Esto se suaiere 
por la prncnciadc mitoc:ondriascn el cik>plumacclular ccrcanu al sitio de contacto de la bacteria 
con la membrana de las células epitclialew. con la aubmccuentementc intcrnalizsión dentro del 
citopluma(flaura IOy 11). 

Por otra parte identificamos cepas clinicas .thcrentes y no adherentes. aiendo la pan mayorfa 
adherentes. Esta alta capecidad de adherencia de •- cepas ele H. pylorl a célul• epiteliales 
confinna lo descrito en estudios anteriores (2&.30.32). Sin cmbarso. no se habúa descrito 
previamente la presencia ele dos patrones diferentes de adherencia. uno difuso y otro aareptivo. 
Desconocemos la importancia que pueda tener este hallazao. pero pudiera ser relevante como 
mecanismo de colonización en epitelio pstrico. Por ouo l.SO. nuestros resultados mostraron una 
correlación de la adherencia a células HEp-2 con la hidrofobicidad superficial de las cepas. Esta 
conelación concuerda con lo establecido .,.... otras bm:&criaa. en que a mayor hidrofobicidad. 
mayor es la capacidad de adherencia a células. 

Este estudio confirma la cap..:idad que tiene H. pylorl para adherirse al epitelio. y apoya los 
estudios in vivo que demuestran que la densidad de bacterias que colonizan el epitelio 9ástrico es 
directamente propol'(:ional a la severidad de la enfermedad. pudiendo deducirse que la interacción 
con células sútricas es de aran importancia en la virulencia de la infección por JI. pylorl. Sin 
embuao. este es el aspecto menos entendido en el pcuceso de infección.. debido a que en los 
estudios de intemcción no se ha definido claramente si H. pylDl'I tiene la C11p9Cidad. o no. de invadir 
células epiteliales. El demostrar en este estudio que H. py/arl tienen la cap11CidM de atravesar una 
monoc;:as- de t:élulas polari7.adas sin causar dafto t:clular apucntc. y que las bacterias que 
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atraviesan pueden ser cultivables nos p:nnite sugerir que 11. p_'l,:lori es una baderia invasiva . 
.._. apoyar esta evidencia de invasividad. existen los hallazgos reponados en otros estudios que 
s tnCnc;:ionan a continuación: 

l) El examen uhraestnleturál de biopsias de antro gaistrico de pacientes con H. pylorl muestra 
una inteJw:ción intima de la bectcria con la membrana plasmálica de célul- epiteliales y la 
destrucción de microvelloaidadcs. alteraciones de la membdna ~lul• hospedera por 
polimerización de actina en el sitio de contacto con la bacteria (adherencia en pedestal). y 
ocasionalmente la bacteria se obKrva en el citoplasma y dentro de vac..,laa endoclticas 
(26.U). 

2> La_,teriaymit1acnoadelf.pylor1oehanobserviododenuodcl•láminapropiadci--
con infección activa. lo que suaiere que .. penetración en este epitelio puede ... responsabk 
de la in,.._ res-- inm..- (26. 72-74). 

3) Estudios In vilro en células HEp-2 han mostr.do que la bsteria es cepez de intcmalizu 
células epitclialea. que no _, faaoci10a profesionalcs(J l ). 

Sin cmherao. si K toma en cuenta que en loa estudios in Yivo rara vez .e haenoonbado a la IMcteria 
-o de la célula epitelial y q .. en el presente esludio o61o alaunas '-teriu que atraveamon la 
monocapacelular pudieron ser cultivables; se hace evidente que son necesarios otros estudios pera 
dctcrmi nar si en condiciones In vivo H. pylorl puede ser invasivo y si las dlul9 epiteliales 
puticipmn activamente para mantener o eliminar la bacteria del lumen aútrico. 

Los estudios in vitro realiz.dos hasta la fecha. se han nevado a cabo con monocapaa de células 
c~idaa en •uperficies de plistico. Estos sistemas no permiten la polarización de lu células en au 
porción apical y basal y por lo tanto. la orientación de •us receptores es al azar (75). El uso de 
membranas de policarbonato como soporte pera el crecimiento y desarrollo de una monocapmi 
celular. utilizando una doble cámara para depositar el medio. permite polariur laa ri'lulas y 
orientarlas en una misma dirección icomo Dfi::UftC en los epitelios de muicosas; cremido una pon:ión 
apical con microvellosidades orient.sas hacia el medio de cultivo. la unión esarecha entre las 
células por desmosomas por su pon:ión lateral. y su porción basal adherida a la membrana de 
poli-to. 

En el presente trabajo se estudió el fenómeno de interacción célula-bacteria y transporte en 
monocapaa de células polarizadas in 1111ro. que cumplen con las icaracteristicas estructw1llcs de las 
c:élulas in \.0h-o. Para estudiar este fenómeno :1e seleccionó la linea celular Caco-2. por ser una linea 
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que en condiciones nonnalcsde crecimiento alcanza una mayor diferenciación celular comparada 
con otras lineas celulares. adem'5 presenta células mucoides al igual que en el estómago y tiene 
receptores específicos para H. pylorl (68). 

Par• evaluar la integridad de la monocapa celular y el fenómeno de 1ransloc-=ión de H. pylorl en 
células Caco-2 polarizadas • se seleccionaron dos cepas con actividad de·citoloxina y Wla sin esta 
actividmd; es1o con la finalided de analizar la importancia de esta caracterfs&ka en el dafto e 
interaicción con las células polari:mdas. De la cepas con activided de citotoxina. • Kleccionson 
dos que presentaran los dos patrones de lldherencia a células HEp-2 encontr.dos; con el pl'OP6sito 
de detenninar •i las diferencias de la distribución de la bacteria sobre la Ululas pudiera llCI' un factor 
importante en la interacción b9c.::1eria-c.!lulas . 

..._ evaluar la intepidad de la monocapa celular se detcnninó la resistencia transmonocapa. que 
mide el impsdimento al pno de corriente de un com~mento a otro a travéa de dicha monocape 
celul•. El incretnentocn el valor de la reaistenciaesd dirccUunenterelKionmlo con la fornwcU. 
padual ele la monocapacelula. La es&abilizacióndel valor de la resistcmcia es un ind.icmlivo de que 
la monoc..-celut. • enc:uentra confluente. 

Al vato ..... la intepidad de la monocapa celular. por la resistencia transmonocapa en la cepas de 
H pylorl. M cnc:ontró que de la tres cepas estudiadas. independientemente de la prc9Cneia o no de 
la cilOtoxi,..y del p.lrón de edherenciaque prcxntan las cepas en célula HEp-2. ninsun- file capsz 
de causar cambios sianificativos en la resistencia tran!.celular durante las a horas de contacto con 
dlulaa Cm::o-2; mientras que en la cepa patósen. de S. typltl"'"''"'"· que es capaz de romper la 
intepidad de la monocapa celular. el decremento y la p!rdida casi total de la resistencia 
transmonocapa a observó a las 4 hrs de contacto con las células polmizadas. Esta aran dif"erencia 
en la intearidad de la monocapa entre los dos patóaenos. podrfa explicarse por el hecho de que 
S. typ1t¡,,,.,,,,.¡""' es una t.ctcria invasiva que causa una infección aauda. y que es c..-z de destruir 
las «lulas epiteliales en un corto tiempo y atravesar a otros óraanos. para llCllCl"S una infccc:ión 
sistémica. Por otro lado. H pylorl. que por observaciones In vivo 11e ha visto que aencna un dafto 
local en célula epiteliales &útricas. después de una infección crónica. puede persistir por laqo 
tiempo. y huta el momento no .c ha dctect.Mlo infección sistémica por la presencia de C9ta becteria. 

Es importante sin embarao. 9Cftalar que el llM!todo para medir la inte¡pid.t celular. empicando el 
valor de resistencia transmonocapa. permite evidenciar la pcnneabilidad y ta ruptura en uniones 
esll'C'chas célula-d:lula. pero no detecta cambios muy pequeftos en la permeabilidad tnuucclular.por 
lo que se considera que este método es poc.:o sensible cuando se pretende medir daftos mlnimoa. Por 
otra pane. la resistenciatransepitelial tambWn es aCectada por los cambios de pH del medio. y c•to 
se puede notar en los resultados obccnidos de las cll!lulas infect8das con E. cali no patóscna ya que 
el crecimiento de la bacteria en el medio de cultivo es muy ñpido. por lo que hay W1a pronta 
acidificación y. esto. podria explicar el decremento en I• resistencia que se observa. 
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Cuando se evaluó el fenómeno de 1ranslocar;::ión con las tres cepas de H. pylorl. se observaron 
· hm:lcrias viables que lograron pasar de la superficie apical a la superficie basal a las 2 y 4 horas del 
ensayo. Sin embarao. después de csle tiempo se observmon fonnas cocoides de la bacteria. en tos 
frotis obtenidos del medio basal a las 6 y 8 hrs del ensayo (datos no mostrados). Es importante hacer 
notar que en esle estudio. fue posible recuperar f'onnas cultivables de la bactcria. a pesar del 
nquerimienlo de condiciones microacrofllicas y de medios eruiquec::idos para el crecimiento de 
H.pylori. 

Las diferencia en la cantidad de bacterias que atraviesan la monocapa celular en S t)lplrimurim y 
H. pylori no es comparable. por ser baclerias con diferentes tiempos de generK.ión. Mientras que 
para la primera el tiempo de duplicación es de 20 minutos. para la seaundaes de 12 hrs; lo que indica 
que el tiempo en el que se desarrolló el ensayo no fue suficiente para que H. pylori se duplicara. 

Los mecanismos de invasión e interacción célula-bacteria emplemtdo células polarizadas se han 
estudiado en enteropatóaenos invasivos como S. typllimurium y Slti•1lla .sp, y se ha comprobado 
que estas tienen la capacidad de atravesar monocapas de células polariz.adas. con pérdida de la 
intepidad celular y empleando diferentes mecanismos(63. 64). Sin embaq.o. el mecanismo de 
translocación sin la ruptura de la intearidad celular también se t. observado en la enterobacteria 
invasiva Compylobacterjejuni, que tiene la cap¡K:idad de penetrar células epiteliales. y uno de los 
mecanismos postulados para causar dallo es que al atravesar las células epitclialea polariz.lldas4 la 
bacteria penetra lasuperficiedelepiteliosin daftarla célula y proliferacn la l*ninapropiay nódulos 
linfáticosmnentáicos,acncrando una infección extraintestinal. La c~ que tienen C. jej1111l 
y H. pylori para atravesar monocapas de células Caco-2 polari~. •in dafto aparente de la 
integridad celular. podrían explicar la gran respuesta local inflamatoria que aeneran estas dos 
bacterias. con la infiltración de polimoñonucleares en el lumen de estómqo y duodeno con 
H. py/orl y en el lumen intestinal con C. jejuni. Asf, al aanar acceso a la limina propia. las bK:terim 
y/o sus productos liberados inducen una pronta y mayor respuesta inflamatoria. 

En algunos estudios con Salwronella, Sltigellay E. coli enteropatógena.sc han encontradoalgWlAS 
diferenciasdistintivasen el modo de invasión y efec:toseu las células hospederas, con el uso de estos 
sistemas de células polarizadas in vitro, y con la ayuda de microscopia electrónic:a. Por ejemplo. 
en el caso de S. typlrimurium. como ya se mencionó antes, el proceso de translocación produce una 
reduccióndrásticaen la resistenciacelular(63); mientras que en EPEC la membranacelularuunbiát 
es afectada en este proceso. pero mas araduaJmente.con la reducción de la resistencia transepitelial 
(66). En niveles ultraesttucturales. se han observado otras diferencias distintivas en el luaar de 
penetración. Mientras que en S. choler&1e$Ul~el sitio de entrada a células es mas eficiente en el llldo 
apical que basolateral. y la penetración es acompaftada con la pérdida de microvellosidades y la 
formación de arandc vejigas. quienes por microKopfa de video corn:sponden a formas parecidas 
a -rumes .. (arrua;amiento). en los sitios de cnu.da de la bacteria; en S. fl~rl la enbada a 
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c:élldu es casi excluivamente por la perle buol•tcnd (76); ob9ervsión que suairió que Shlgellci 
penellacl epiCelio intesliula traWs de las ~lulu M y_. dispcrupor invasión IMeral • las células 
epiteliales. En este estudio con H. pylori. w oi.-vcioncs. por microscopia e""'trónica de 
-iaión.ftlenm~dc 0.5. l. 1.5 )' 2 hnde-de celuluCeco-2 polori-..con WUI 
- productora de cilOfD><ina 88-23; _......,""e- que - --IUe - de .travesar 
clnole ,_ 2 primera -..de- con,_ celulaapolmri7Mla. 

Ea --....n.sde la-ióndeH. pyt-1-la-celular. oe-queals­
--ala._..riciedec:tl..._Caco-2 po• -..-,Joadspolif"---ou-. 
_.,..uloo• ,_vi...,_ en H. py/twi-iado a ttjiclo .-x:c>.con- - cel-. Se 
... _..... que--...-n-como-•-'9enH.,.,,,orl.c-hay 
-iadeoullc_.._.de_lae,..,._.47). Lar-ióncle-ialnüma~ 
-- ........ ------conH.PJ!lon.•hll_.....,en __ 
~de H. pylorien biop9iaa •---s-iti• cr6nic:a y en cflulaa de -
.....- AOS. E-,._ ds adhnenc:ia - ea común m E/>EC y E. coli cnli0--"'8ka. 
(EHEC) (77 ), n una ie.- celular-=- la polimerización• acüna en el siüo de-de 
la - con la cc!lula. En H. pylori--de poli- indica que la_..,._ 
-cambios en el citoe9queletode las <lflulaa de epitelio.....-. y queel-düectode 
la bacteria con la celula. y la--...,;. dc ... .....,. - de vm.i.acia poclriw1 influir en la 
~a de la célula _,_.. a la bactcriL Finalmmtc. al obaervar que - microsc:opla 
e~muchasdelasmanif"-ionadelain""8CC:ióndeH.py/oriconlasmucou sútricaque 
•~-in vivo. - .,.-.. acr -rumadu con el empleo de monoc-de célulaa Caco-2 
polari-.. in vilro. y eatc modelo puede ...,runa allellMtlva no oólo _.. estudi.- el pn>CC90 de 
inte<Kelóncc!lula-"""teria· sino tamblm la ,......_is de la infiocción por H. pylorl, tomando en 
e- '- desvenajas y la dificullad que implica el emplear modeloa ...Umales _.,producir la 
eruennedad. 

Considenndo que en Jos estudio$ .ntcriores no • habfan analiudo de manera aJ.oba1 los C-.;:1orcs 
de virulencia descritos. que pudieran - relacionados con la inreracción célula-bacteria. en este 
esaudioscanalizócsta inlenceióncoaal-dslu-Sli.,.. f"enollpicasm.U impodUne8de 
IM rmeve cep9a. 

Lu ~terfsticasya conocidas de lu cepas seleccionadas füeron: el cuedro clfnico y proeedencia 
de Ja cepa. la resislencia antimicrobiana a metronidazol y Ritrofurantof1111 de aJsuna.s de ellas. y la 
expresión f"enotfpica de ureasa y cirocoxina. Las camctcrfslicaa f"enodpic:u que se cUlllltificuon Y 
la impoltanci• de estas,,.,. la completa-zac:ión fllecon: la cuantil".icación de actividad de 
-. por - implicadas en la li-ión de amonio como producto de depadación ele la urca 
(povocendodafto a nivel celular);)' la hidrofi>biddad ._..acial. __ q,_ Ja adheNncia 
a la bstcriacs un -dedos-. en- la interación molecular-mea es inducida por 
una uociación inkial no C9pCCffica. entre la btlcteria y la úlula a 1• que se adhiere. 



PMa cwnplir la primera fase del trabajo. de valoración y comparación de las caracteristicas 
fenótipicasdc las nueve cepas. fue impodante tomar en cuenta las siguientes observaciones: 1) La 
caracterización fonotipica de H. pylori en este estudio seria a nivel de estructuras superficiales 2) El 
dcsarrol lo de estructuras moleculares superficiales en los microorganismos depende de la fase de 
ctecimiento en las que se encuentren. y 3) H. pylorl tiene la propiedad de ser pleomórfica y 
a.:onlnusc en fonna cocoide en cultivos viejos, cambilµ1do de esta manera su composición 
superficial(78); por lo que fue necesario establecer la fase óptima de crecimiento a emple• en todas 
a- técnicas. y de esta manera poder comparar los resultados obtenidos en hidrofobicidad y 
edherencia. 

PMacvaluar la hidrofobicidadsuperficialse seleccionaron dos métodos: la técnica de aaresacióncon 
Mllr.&o ele amonio, que en ténninos de composición molecular de la superficie celular. permite la 
evaluación de .. completa hidrofobicidaddel oraanismo;,. la lécnicade adherencia a n-hexadecanq. 
que permite la evaluación de la unión ds la bacteria a un liaando hibrofóbico, en este caso el 
lüdnJcMburo; esta técnica puede considcl' hidrofóbica a una cepa. si sólo una &.cción de la 
..,erfic:ie bacteriana es hidrofóbica.. Se .eleccion6 más ele una técnica para medir hidrofobicidad ya.-. en estudiosanteri~ los resullldoa de hidrofobicidad han sido controvenialcs. Ooodwin 
~ Sherman (79.80) concuerdan con el hallaq,o ele que H pylorl posee wia superfh:ie celular 
hi*ofóbica. cuando se evalua por el nWtodo de cromatopafia de ilden::ambio hidrofóbico 
(nmcanismo para evaluar hidro&>bicided similar a la adherencia a n-hexadecano).. mientras que el 
mismo Shelnum y Emody suaieren que la superficie celular de cepas de H. pylorl son p.rcialmente 
hidrofilicas cuando se cuantifica por aareaación con sulfato de amonio(I0,81). Por otro ludo. hay 
estudios que han demostrado que el tratamiento de la bM:tcria con alfcina 6cida. y en presencia de 
wea. incrementa la hidrofobicidadsupcrficial. •uairiendo que en condiciones ácidas del estómago, 
pucclc haber una mayor exposición de la rcaiones hidrofóbicas escondidas en la superficie de la 
'-cteria y • de esta manera. contribuir a la inducción de IMlhel'encia y penetración al moco (79). 

El llM!todo de hidrofobicidad con n-hcxadccano no se ha utilizado en H. pylorl; sin embaqo el 
nMJtivo de emplear este método fue por dos razones : primero, por la sencillez de la técnica para 
evaluar hidrofobicidad en otras bacterias como Staphylococcus aunus y Slreptoeoet:us pyogenes 
que son hidrofóbicas por este método. •iendo que habilidad para 8dherine a superficies 
bidrofóbicas.estl\ relacionada con su mayor patoaenicidad;y watmdo. por la conclacióndirccta que 
hay entre la adherencia a n-hexad~ con la adherencia a células HEp-2 en alaunas bacterias, 
como es el caso de S. pyogenes. donde el pado de adherc:ncia tiene aran imponanc:ia en la 
peaogénesis de la infección (82.83 ). 

Tommldo en cuenta la ventajas que prnenta Ja cuantificación de hidrofobicid.s por adhcrencia a 
n-hcxedccano, se seleccionó esla t6cnica como paúmctro de compm-ación ,_... a&ablccer la fue 
óptima de crecimiento bKteriano a empicar. en la val01111Ción ele las caracteri•icas fenocfpicas. Los 
resultados de hidrofobicidadobtcnidoscn cultivos bmctcrianosde 24, 48. 72 y 96 hrade gccimien~ 
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no pr-esenhlf'On diferencias sianifica1ivas en los porcentajes de adherencia a n-hexadecano. Sin 
embargo. para e"·itar variables que pudieran inOuir en la caracteri7.ación, todas las determinaciones 
.e evaluaron a las 48 hrs de crecimiento. 

Los resultados que se obtuvieronen este estudio de hidrofobicidadcon sulfato de amonio. muestran 
que una aran proporción de las c:epas dr H. pylorl estudiadas fueron hidrofóbicas (77%). Sin 
em--.o. estos rcaultadosaon conllWiosa los obtenidos por Shclman y Col. quienes, cmpl~ el 
miuno método. clasifican a sus cepas atudiaias de H. pylori como liaeramentc hidrc>fllicas. Las 
diferenciasen hidrofobicidaden amhoacstudlios.pudieranser vari.cionesen la técnica; sin em ...... o. 
nao - • ...-., llllalizar ya que Shel_, no dacribe la lá:nica utiliada. Por otro lado, es 
i..._._ ....,_que con eata lécnic:a. - identificaron doa .,_ outoasn:aativas (-que oe 
--por si -ias en amencia de llUlfato de amonio); y eRe fenómeno de autoaare119Ción no -
había dacrito-en.,_ de H. pyltwl. 

En los --de adhen:nciaa n--no hay wt punto de corte .-.-si..,. 
--hidrofóbica.Sinem-.io,ai•tomaelmiamopuntodeconc:de-..ciaa~luluHEp-2. 
q-ea., 50%. -po.ten diferencls laa mi-- hidrofóbicaa e hidrofllica--porel 
- de IUlfMo de ......UO. Sin em-.io. -difcrenciu no aon - aipif"M:aliVU. tli •­
en c-ladeaviación -que praenla la tknk:a; yaq-m~----ia 
an-hexadecanodel48.7%aec:onaidenhidlofilica. otrac:onel.54.8%de-iaca,,_._ 
hidrofóbica. (Tabla 4) 

Lo. dos -.odas _. determi- hidrofobicidad superficial revelan que la mayoría de laa cepu 
estudiadas por _..bos nMtoclos fueron hidrofóbicas. Sin embu¡¡o, por el método de sulfato de 
.-nonio las diferencias entre hidrofobicase hidrofllicaa. fueron sisnifi"1iva. Por otro lado, con cue 
mismo snétodo. M observó el fenómeno de autoaaresación no visto antes en ottos estudios de 
-fobicidad con H. pyltwl. 

En E. coli 9e ha idcntiOC9do el p.trón de adherencia aareaativo. en cepas ai1l....S de niftos con 
dianca aauda. y esta pn>piedad en H. py/orJ pudiera ser importante en el proceso de infección. Por 
otro lado, _...,que las_. de E col/ con patrón de -ia ..,...Wvo, tiene la 
~de .a.rinccntre •i en auaenciade células. se realizó un ensayo simi1- con las ccpu de 
H.pyloricon.....-c1c-.enciaqrepiivo.yoeencontróque-.Oce-_.,tanlapmpiedad 
de autoadherirw. 

Al com_.. los resultados de adherenciacelut.rcon hidn>li:Jbicidad _.icial ae oboervó que hay 
- - e-elación entre ellos. De i11ual mane.._ tu doa cepas que _..taron el patrón de 
adhaenc.i• ..,...aivocon células HE~2 fueron lu cepas que autoaarcaarm en au.encia de aultaao 
ele mnonio. La conell1ción que hay entre hidrofobicidad y lldherenc:ia a úlula en H. pylorl 
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concuerda con lo establecido para otras bacterias: n mayor hidrofobicidad._ mayor capacidad de 
adherencia a c~lulas. 

A1 conclacionar los resultados de hidrofobicidad superficial y capacidad de adherencia de H. py/ori 
• cé1ulas HEp-2. con el cuadro clinico de procedencia de las nueve cepas. no se encontró ninauna 
correlación entR: estos dos fenotipos y la severidad de la infección con H. pyl°''· Estos RSUltados 
Mln diferentes a los observados para ouas t.cterias patógenas. en que 1a capecidad de .thcn:tK:ia 
está rc1aciotwda con la patogéncsis ele la infección. 

U importancia de evaluar la cuan.tificacióndc actividad de urcasa en la interacción "lula hacteria. 
radica en que al inducir la infección por H. pylor' en modelos animales. 11e ha clcmosuedo que Ja 
ureasajueaa un pmpel importante en la colonizac:ión, contrarrestando el efecto del medio ácido y 
pennitiendo la c:oloniz.ción de cepa que muestran activict.d de ureasa; m~ que mutmllCa 
deficientes en urcasa Mm incas-en de colonizar e inducir la enfCl'll'led9di - animalca de 
cxpcriment.::ión (10). Considerando esto. y el hecho de que no• conoce el ...-1 qucjuep la 
ureas.a en la intcrecci6n ci61ula-bm:tcria. se sclcccion6 WIB ccp11 ureau(-). que"- una v--..te 
...ara.idadca.ccpaaa-23.confi:Olnpletaauacnciadeactividaddeurcasa.Comoe-..ce,.nofUcuna 
mUllllltC aino auatrmda de una población. fue considerada como una ccpm indepenclicftle. 

Los resultedos de .ctividlKI de urcasa obtcnldos en las nueve cepas estudiadali, mM que tnOSbW' las 
diferencias sipificativas en la actividad de urcasa que produce ceda una de las ccpaa,. 90ft un 
indicativo de la vmi.ción fcnotfpicacntre las c;epu; sin embargo. esta camctcriRicano tuvo ninauna 
conelacióncon la severidad de la infección. ni con las otras caracteristicas fenotlpicas estudiadas. 

Loa estudios antes realizados, en relación al dafto que puede generarse en la célula por la presencia 
de la actividad de ureas.a. o por la presencia de la cilotoxina. han generado aran c;ontroversi .. ya que 
hay investi&adoresque comprueban que el efecto dai\ino a la célula es únicamente por la prcse01;ia 
de la citotoxina. cuando se empican t:epas con citotoxina deficientes en urcasa. Por otto lado. ouos 
investiaadorc• observan un efecto daftino en la cll!lula cuando se emplean cepas con actividad de 
urea.u en prc.seni;:iade urca. Finalmente en estudios más recientes se concluye que la producción de 
amonio, mediada por la ureasa. contribuye a la toxicidad citoletal y tambit!n potencia la actividad . 
de la citotoxina vacuolizantc (61). Por lo antes mencionado y porque se ha demostrado que la 
presencia de citotoxina es una caractcristica importante en el desarrollo de úlcera duodcna1(S4), 
file necesario considerar aquí este fenotipo. 

La produc:ción de cilotoxina en las nueve cepas se comparó con el oriaen de aislamiento; y se 
encontró que de cim:o cepas que presentaron actividad de citotoxina., cuatro fueron aisladas de 
pac.:ientcscon mayor arado de severidad de la infección. 3 fueron aisladas de pacientes con úlcera 
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duodenal y 1 de c:'8ccr aútrico; mientruque a.. 4 •in .:tividaddc ci10toxinaprovcnianclc autri'i• 
crónica )' dispepoia. Aún e-el número de cepas estudiadas fue --· .., demoab'6 la alta 
correlación entre la •verict.d de la infección y la pre:ecncia de activid.t de citolóxina. antes 
mencion.a. por otros invntia-lora(..50.61). Finalmente. al ll;OlnpM'al' la citotoxina con las otras 
-eriat~-iadu, no• enconllÓ~c:onelaci6ncon eatapnipeclad. 

EaÚllpOl'-te-11ue---~ 1a_...,iadelpn~.-eael primero 
-•detecta.-H.pjllor~ queno..- _____ ._ __ La pmtei_C-.A_e_ 

--eade -~enel--delaintilccl6n y•----
-16nde -len-con -d .. c h oleo y-~ (62). su.-..,-protclna -------· 



CONCLUSIONES 

H. pylori no sólo induce 'cambios en la superficie apical de las células epiteliales. sino 
IAmhién es capaz de atravesar las células epiteliales. mantrniendo la intearidad de I• 
monoc..,. sin causar dafto. celula .parentc 

ESlos .... laqossobre loqueocume en lainteracciónde H.pylorlcon laac:c!lulapo~ 
Ceco-2.dcmunar.nqucea1mp.aópnoc..,.zdcinduclrlrmnKitosis.consrmioalaerect1CY 

·-·-llD---i-va. y podrlml cxplicsla induo:ckln de la­m-.. q- oc .... - 1a w.n1na ~ .. .,.... •• -ia de 1a - 1111 -....._.-. 

...... --·--•c:c!lulaallEp-2. -lopódlre.c-iare>flulM....._. .. _ 
--lóft-laano-e1•s.conla-iadeck>a-de~• 
C>fl-HEp-2: el clilu.oy el __..ivo. 

La .._foloic:idad _.ncial l\oe la W.ic:a canocicrfstica -!pica que conelacion6con la 
-iaac:c!lulaa HEp-2 

Los enu:roa de hidn>fobicidad superficial con H. pylorl. permitieron difCrenclar -
-hidn>-icase hicln>Qlicaa de Hpy/orl, )' se observó el fenómeno de ....__ión, 
no viSIO MdCa en H. pylorl 

El cU8droclinicode la infección poi' H. pylor/ no tuvo ninauna corrcleción con la actividad 
de weau. con la hidrofobicidadsupcrficial, o c:on la adherencia y el pMrón de edherencia a 
c~lul- HEp-2; y sólo hubo una coneleclón con la producción de citolox.ina. 
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