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FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE

Helicobacter pylori Y SU RESPUESTA INMUNE
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FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Helicobacter pylori Y
SU RESPUESTA INMUNE EN NINOS Y ADULTOS CON
ENFERMEDAD ACIDO PEPTICA.

Helicobacter pylori { H.pylori) es un organismo gram negativo helicoidal de 0.5 a
0.9 um de ancho y de 2 a 4um de largo, requiere condiciones microaerofilicas para
su crecimiento y su temperatura 6ptima es de 37°C, se asocia a gastritis, Gicera
duodenal y cancer gastrico, reportandose un incremento de las infecciones con ia
edad y en paises en vias de desarnroflo. La mayoria de estudios se han realizado en
pacientes adultos y pediatricos de oiros paises y se conoce poco sobre eslas
enfermedades en poblaciones Mexicana por Jo que se realiza este estudio, para
determinar la frecuencia de aislamiento de M.pylori y 1a respueslta inmune humoral
I9G e IgA a diferentes Ag de H.pylori (extracto celular total, ureasa y proleina
Cag A) en nifos y adultos con enferrmedad acido péptica y la susceplibilidad
antimicrobiana de las cepas de M.pylori aisladas a los antimicrobianos usados
(Metronidazo!, Amoxicilina y Cliantromicinaj.

Se estudiaron un total de 74 adultos con dlcera gastrica (UG) con una edad
promedio de 49 = 30 afios y 74 nifos con Doilor abdominal cronico recurrente (DAR)
con una edad promedio de 10 + 7 afos; de cada paciente se obtuvieron 2 biopsias
de anlro y 2 de cuerpo, para cullivo e histologia. Se considero infeccion cuando
histologia y/o cuitivo fueron positivos. La respuesta inmune se estudio por ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), usando como antigenos : extracto celular total de un
pool de 3 cepas de H.pyfori Mexicanas; ureasa y proteina Cag A recombinante
(donadas por Oravax). Se aislaron 58 cepas de H.pylori procedentes de adultos
con UG y 7 cepas de H.pylori procedentes de ninos con DAR, la sensibilidad de
estas cepas se realizd por Ia técnica de E-test en agar sangre. Observando una
frecuencia de aislamiento de M.pylori en adultos con UG y nitos con DAR de
87.8% y 36.8 % respetivamente. La respuesta inmune en adultas con UG y nifics
con DAR fue : Para IgG anti-extracto total 97.5 % y 50.0%. para !gG anti-ureasa
50.0 % y 31. %, para igG anti-Cag A 90.5 % y 44.6 %, para IgA anti-ureasa 72. %
y 33.8 % para IgA anli-Cag A 64.8 % y 229 % respectivamente. De las cepas de
adultos con UG 42 (72.40%) fueron resistentes al metronidazol, 8 (13.79%) fueron
resistentes a claritromicina, de las cepas de nifios con DAR 7 (100%) fueron
resistentes al metronidazol, 3 (42.85%) fueron resistentes a clantromicina y ninguna
cepa tanto de nifos y adultos fue resistente a amoxiciiina.

Por lo que concluimos que la frecuencia de las infecciones de H.pylori aumenta
con la eada, los adultos presentan una seropositividad mayor que la de los nifios a
todos los antigenos, las cepas aisladas de adultos con UG muestran una menor
resistencia al metronidazol en comparacién con las cepas aisladas de nifios con

DAR.
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® ANTECEDENTES:

Durante los ltimos 100 anos se ha reportado un microorganismo espiral en el estémago de
mamiferos. En humanos se observd en material necrético en la superficie de carcinomas
ulcerosos y lesiones gastricas. Lunger {1917) en ese tiempo se le did poca importancia a la
bacteria espiral. hasta que Steer (1975) describié 13 bactena, encontrada en la superficie dei
epitelio de pacientes con uicera gastrica y gastriis (1

£En 1982 - 1983 Warren y Marshall cultivaron con éxito un microorganismo espiral Gue
colonizaba e! estdmago humano y describieron una asociacion entre la presencia de un

microorganismo espiral y la gastrits antral en adultos, subsecuentes estudios en adultos y
nifios confirmaron esta asociacion. (V%)

Cuando se aislé este microorganismo espiral por pnmera vez, se incluyd en el género
Campylobacter y se nombro Campylobacter pyloridis en 1984, En 1587 se cambwo por
Campylobacter pylori. Sin embargo el microorgaruismo fue considerado taxonomicamente
diferente a la especie Campylobacter y Goodwin en 1983 propuso un nuevo género el cual
fue Helicobacter que se refiere a su morfologia de forma helicoidal in vivo y como baston in
vitro, en cultivos viejos aparece como cuerpcs cocoides. (1-3 6

Las formas cocoides no son cultivables y se atnbuyen a la disminucion de nutrientes,
incubaciones prolfongadas, acumulacdn de productos metabolicos, alteracion del pH y a la
exposicidn a agentes antimicrobianocs, este Ultimo es de gran importancia en la terapia. (0

Helicobacter pylor ( H.pylori ) es una bactenia Gram negativa helicoidat o curvada de 0.5 -
0.9 pm de ancho y 2 - 4 um de targo. es movil por medio de 3 - 5 flagelos polares y requiere
condiciones microaerofilicas para su crecimiento con una temperatura optima de crecimiento
de 37 °C, las reacciones de la catalasa y oxidasa son positivas. no produce acido sulfhignco
en medio agar hiero triple azucar (TS1), no hidroliza el hipurato, es una bacteria asacarolitica
La especie patdgena para el humano es: H.pylori ®

ESPECIES HUESPED HABITAT
H.pylon Humang Mucosa gastnca
H.mustelae Hurones Mucosa gastrica
H.felis Gatos y perros Mucosa gastnca
H.nemistrinae Mono macaco Mucosa gastrica
H.cinaedi Humanos Mucosa intestinal
H.fennelliae Humano Mucgsa intestinat
H.heilmanni Gatos Mucosa gastnca
H.rappini Permos T Heces
H.muridarum Ratas y ratones 1 Mucosa intestinal

Tabla No. 1 E: ies de Helicob (5.8)
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H.pylori se encuentra en la mucosa gastrica debajo y dentro de la capa de moco gastrico, no
invade el epitelio. Usualmente se encuentra en la mucosa antral, pero puede estar presente
en otras partes del estébmago y puede ser aislado de otros sitios tales como duodeno, eséfago
y recto solo si en estos sitios se produce metaplasia. La bacteria es mas comunmente

adquinda en la niflez, se adapta y sobrevive por periodos largos en sitios que en su mayor
parte no tienen flora normal microbiana.t*-2

En prmates no humanos como el mono rhesus y el mono japones se pueden identificar
cepas humanas de H.pylorl, las que han sido caracterizadas bioquimica y antigénicamente.
En un estudio Fox J.G. hizo autopsias a 100 monos rhesus de la India, observandose en el
estdmago de un mono las erosiones gastricas, 4% de los animales tenian inflamacion
gastrica 0 alteraciones degenerativas en la mucosa gastrica; H.felis y H.hellmannii puede
ser observado en el tejido gastrico de los gatos. asociada con la gastritis crénica en un 70 %
en gatos jovenes Yy en un 97 % en gatos aduilos, con inoculaciones experimentaies de
H.pylorl a felincs se confirman las infecciones de los gatos, el microorganismo se aisia de
biopsias y necropsias 7 meses después de !a inoculacion de todos los gatos, lo cual indica
que las cepas de M.pylori humanas son infectivas para fos gatos. El género Helicobacter
ocasionalmente es aislado de diferentes especies animales que se muestran en la tabla No.
1. Todos estos datos indican que H.pylori coloniza y se replica en mamiferos no humanos, la

existencia de estos reservorios naturales quienes interactian con el humano, pueden proveer
una idea de la epidemiologia de M.pylorl.™
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® EPIDEMIOLOGIA :

La epidemiologia de las infecciones por H. pylori es poco conocida por lo gue se han
realizado diferentes estudios, en todo el mundo se reporta un incremento de las infecciones
con la edad y ciertos grupos étnicos tienen mayor nesgo de adquwira. Los Afncanos e
Hispanoamericanos tienen mayor porcentaje  de infeccion en comparacion con Amencanos
caucasicos, la epidemioclogia de las infecciones por H. pylori en nuestro pais es poco
conocida y hay pocos trabajos realizados para la determinacion de estas infeccicnes, por lo
que este estudio se realiza para conocer mas saobre las infecciones en nuestro pais. (10.12)

De acuerdo a los estudios det Dr. Sinatra, se sabe que de utilizarse titulos de anticuerpo del
15 - 20 % de los ninos de paises industnalizados serian positivos a H. pylori , y la mayona de
ios niflos colonizados son asintomaticos. Explicd que de efectuar endoscoptas en tales nifos,
casi todos mostrarian evidencia clinica de gastritis histolégica, sin embargo. eso no
necesanamente se correlaciona con sintomas, muchos de los nifos con evidencia histolégica
de gastritis podnan ser asintomaticos. Se encontrd que los nifos con infeccidon por HIV
presentan una frecuencia reducida de infeccion por H. pylori . no se sabe la razon de ello,

pero se sugind que podria deberse a la administracidn frecuente de antibidlicos a estos
pacientes. (13

En Houston la prevalencia de infeccién en 485 individuos sanos fue del 52 % en raza blanca
frente al 70 % de raza negra . En ei sur de Gales la prevalencia de infeccién fue del 56.9%
en 749 hombres con edad de 30 - 75 afos, incrementandose con la edad y un aumento
significativo en las clases sociceconémicas mas bajas. Mostrando una correlacion entre

condiciones higiénico-sanitanas deficientes y la adquisiciébn temprana de la infeccion  por
H.pylori . 4.10)

En Barcelona Mones et.al. encontrardn una seroprevalencia del 60 % en 139 individuos
asintomaticos con edades entre 10 - 80 afos, |a prevalencia de 1 - 20 anos fue del 20 % y del
BO % a partir de los 40 anos, en paises del tercer mundo como la India 1a prevalencia de la
infeccion es del 60 % en personas de 1 - 20 afos y del 80 % a partir de los 20 anos, o que
refleja una mayor facilidad de transmisién en los paises con condiciones higienicas mas
deficientes. 4. 14

En un estudio realizado entre el personal sanitario de una unidad de endoscopias, se
encontré una frecuencia de 3 a 4 veces supenor de anticuerpos {Ab) contra H.pylorf que en
fos controles. Lo Que sugiere que 13 manipulacion de secreciones del tracto digestivo
superior, pueden ser un mecanismo de transmisibn persona a persona, (4 Se ha
observado que el 73.5 % de los padres de nifios infectados son seropositivos para H.pylori,
mientras que soélo se determinaron Ab en un 24.2 % de padres de nif\os no infectados. 4.2

Se analizd por serologia la prevalencia de infeccién en 98 trabajadores de matadero,
observandose que el personal administrativo presenta seropositividad similar a 1a de los
controles y significativamente menor a la de 1os matanfes y a los manipuladores de visceras,
lo que sugiere que la infeccién se podria considerar como una zoonosis. H.pylori puede ser
transmitido de persona a persona. En algunos reportes se ha descnto el aislamiento dei

5
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microorganismo de la placa dental y la saliva sugiriéndose una transmisién oral - oral. Los
dentistas no presentan mayor riesgo de infeccion en comparacién con los controles, ésto
puede indicar que la transmisién oral - oral requiere contacto intimo entre personas. Usando
Ia ténica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un estudio se encontrd que un
70 % de las personas lenian DNA de H.pylori en su saliva y 18 personas tenian H.pylori en
la placa dentai. (4.11.18)

Thomas etal. aislaron H.pylori de las heces de 9 (39%) de 23 nifos de Gambia
aproximadamente de 5 afos de edad, lo que sugiere una transmision fecal - oral. El agua
contaminada vy los vegelales crudos representan otro modo de transmision de H.pylori,
aumentando la incidencia de infeccidn en paises en desarrollo. 2.15.16.17)

La contaminacion de los endoscopios y forceps con H.pylori ocurre raramente después de
las endoscopias de pacientes H.pylori positivos, estimandose la transmisidn en un 4 por
1000 endoscopias, cuando el porcentaje de infeccidn de la poblacidn analizada por
endoscopia es del 60 %, la transmision endoscépica de H. pylori puede ser considerada
como una posibilidad aunque el riesgo es desconocido.  Varos estudios muestran una aita
prevalencia de H.pylorl en gastroenterblogos y endoscepistas que estan expuestos
directamente a secreciones gastricas y se pueden contaminar con H. pylori durante el
procedimiento por no usar guantes.(t®

Spach etal. de 1966 a 1992 identficaron 281 infecciones transmitidas por endoscopia
gastrointestinal, siendo Salmonella y Pseudomona aeruqinosa identificadas como agentes
causales de infecciones por endoscopia. 1a razén de la transmisién es por las técnicas de
lavado y desinfeccion usadas. (18

Granstrom M et.al. monitorizaron un grupo de 319 nifics de 6 meses hasla la edad de 11
afnos en el sureste de Estocolmo, midiendo los Ab IgG e IgA contra H. pylori , siendo en total
1827 muestras de suero, estas muestras se tomaron alos 6,8, 10 y 18 meses y 2, 4 y 11
afos de edad , los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

EDAD TOTAL DE NINOS SEROPREVALENCIA
6 Meses 19 24 %
8 Meses 303 24 %
10 Meses 03 M17%
18 Meses 258 1.8%
2 Antes 224 6.2%
4 Afos 201 6.3%
11 Aflos 201 136 %

Con lo que concluyen que las infecciones por H. pylori ocurren a temprana edad. (19

Ashorn M. et.al. estudiaron 14 nifios gue nacieron en 1984 con titulos de Ab IgG positivos las
muestras se tomaron a los 28 dias 7, 12 y 24 meses, en 1995 a |1a edad de 11 afos a3 los
mismos ninos se les determind por serologia y por prueba del aliento de 1a urea la presencia
de Ab, también se determinaron los Ab en los padres de 11 niflos; se tomaron como control 8

G
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nifos originalmente seronegativos y 8 madres y 4 padres como control. todos los 14 nifios
criginalmente seropositivos se convirtieron en seronegativos hasta los 7 meses, dei grupo
control a la edad de 11 anos revela dolor abdominal recurrente (DAR), un 14 % de estos
niftos, de lo cual determinan que la seropositividad matema no incrementa el riesgo de
adquirir las infecciones de H.pylorf durante la infancia, 1a seropositividad a los 7 meses es
sdlo el reflejo de los Ab matemos, la seroreversidbn de positivo a negativo es rara pero ésto

puede ocurmr. (20}

Bunn JE etal estudiaron 65 madres e infantes de Gambsa, colectando las muestras de
sangre de todas !as madres, y del cordén de 34 nifios se tomaron senes de muesiras por
intervalos de 8 semanas , los Ab IgG fueron medidos por ELISA y en ios infantes por medio
de la prueba del aliento de la urea mensuaimente. los niveles de Ab matemos y del corddn
se correlacionan, concluyendo que las madres transfieren Ac especificos IgG anti- H.pylori a
sus hijos, pero estos no confieren una proleccion contra la colonizacion de H.pylori en los

primeros anos de vida. %

Luzza F. et.al. muestran que la prevalencia de las infecciones de H.pylorf son paralelas a la
hepatitis A (HAV) y sugieren que el modo de transmisién es similar, entre los meses de enero
y septiembre de 1995, se oblienen muestras de 705 residentes de Ciro (11000 habitantes
sureste de ltaiia), a todos los sueros se les determind la presencia de IgG especificos de
H.pylori y para la HAV, por medio de la técnica de ELISA usando antigeno (Ag) sonicados de
H.pylori (sensibilided 97 % y especificidad de 91 %) y Ab para HAV se detectaron por medio
de un kit comercial ELISA. Los datos se analizaron por regresion logistica. de los 705
residentes (273 Mujeres con rango de edad de 1-87 aflos con media de 50) 446 (63 %)
fueron positivos para H.pylori y de los 466 (163 Mujeres fueron positivos para HAV , 291 (62
%) fueron positivos para H.pylori y 407 (87 %) para HAV), la tabulacién cruzada muestra
que 275 (59 %) fueron positivos y 43 (9 %) negativos para ambos H.pylori y HAV, 16 (3 %)
fueron positivos para H.pylori y 132 (28 %) sblo para HAVY, éstas se incrementan con la edad
y la prevalencia de las dos infecciones se cofrelacionan (r = 0.287) y detenminan que la
cofrelacion entre H.pylori y HAV reflejan una alta sercprevalencia de ambas infecciones
relacionada con 1a edad mas que una asociacion real. 20

Kordecki H. et.al. evaluaron la frecuencia de las lesiones de |1a mucosa cel tracto digestivo
superior y la frecuencia de infecciones de H.pylori en pacientes gque recibieron acido
acetilsalicilico (ASA) en dosis de 70 — 300 mg / dia, el cual fue admunistrado para
enfermedades cardiacas con isquemia en 60 pacientes, de 31 a 72 anos de edad a los
cuales se les realizd una endascopia del tracto digestivo superior, en 52 (87 %) con isquemia
cardiaca que tomaron ASA se chservaron erosicnes en el estémago y/o en el bulbo gastrico,
12 (20 %) pacientes tenian ylcera gastrica y por examen microscopico se observe que 39
{65%) pacientes tenian una gastritis activa. EI 76 % de los pacientes que recibieron ASA se

infectaron con H.pylori . 20




H.pylori

® FISIOPATOLOGIA:

Se ha encontrado que H.pylori presenta varnios factores de patogenicidad de los cuales cada
uno puede contribuir al desarrollo de 1a inflamacion y ulceracidn, éstos pueden integrarse en
factores de: Colonizacién, Persistencia e Induccion de la enfermedad, (5 mostradas en el
diagrama No. 1.

FACTORES DE COLONIZA

FACTORES DE PERSISTENCIA

Rompumento de la
barrera mucosa

Formas cocoides

Moulidad
Microaerofilia

Adhesinas

Citotoxina
Proteina CagA
HsP.

FACTORES QUE INDUCEN ENFERMEDAD
LPS » LOopoksacando,  HsP « Proseina 08 £HhoOuS Methech.

Diagrama No. 1 Propiedades patogénicas de H.pylori .7

® FACTORES DE COLONIZACION:

Rompimiento de la barrera mucosa; Aunque la sintesis de glucoproteinas no es afectada,
H.pylori puede inhibir 1a respuesta secretora de 1as células de 1a mucosa in vitro, indicando
un efecto potencial en este mecanismo primario de la defensa de 1a mucosa gastrica.

H.pylori rompe ia capa protectora rica en fosfolipidos con propiedades hidrofobicas en la
superficie apical de las células de la mucosa. .2.23)

Motilidad; La motilidad de H.pylfori ocurte por medio de 3 - 5 flagelos polares, los cuales
contienen dos tipos de flagelina, codificada por los genes Fla A , Fla B; Fla A es esencial
para la motilidad. Geis et al encontraron que ia membrana del flageio contiene proteinas y
lipopolisacaridos que son importantes en la proteccion del flagelo o que promueven la
adherencia. '.22%

Ureasa; Su actividad se observa en el citoplasma, la asociacion entre la ureasa y la bactera
es que inicialmente coloniza el moco secretado por la mucosa gastrica, para alcanzar ta
mucosa, H.pylori debe sobrevivir a un pH acido como el del estdmago por penodos largos,

8
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para alcanzar e invadir la capa de mucina, ésto puede ocurrir por la secrecion de la ureasa, la
cual puede convertir la urea en amonio, con lo que neutraliza el pH que cubre la bactena
Una vez que la bacteria se aloja en la capa de mucina, los inhibidores de ureasa no previenen
el crecimiento posterior o formacion de ulcera. El amonio es téxico para las células
eycariontes y la ureasa tiene un electo directo en la inflamacién de la mucosa gastrica,
activando leucocitos, monocitos y polimorfonucleares in vitro. 212223

Adhesinas y receptores bacteriancs: La adhesidn es un requisito importante para que la
bacteria pueda colonizar la superficie de la mucosa, es mediada por receptores que
reconocen proteinas o glicoconjugados en fa superficie de las células epiteliales. H.pylori
sintetiza acido sidlico especifico, hemaglutininas, lipidos plegabies, adhesinas, por lo que
algunas cepas de M.pylori agiutinan entrocitos de diferentes animales, evidencias posteriores
sugieren que la linea celular especifica para H.pylori estd mediada por estructuras
fucosiladas en las glicoproteinas. Boren et.al. indican que ei grupo sanguineo Lewis b es el
mediador del ataque a las células de la mucosa, suginendo que ila varnabilidad de los
receptores fucosilados pueden ser reducidos en individuos con grupo sanguineo A" y °"B°
comparado con el grupo “O* por lo que se puede explicar el nesgo de la poblacién con grupo
sanguineo “O" para desarrollar Gicera gastrica. (8.23.24

® FACTORES DE PERSISTENCIA:

Lipopolisacando (LPS); Es una endotoxina inmunomoduladora del sistema inmune,
compuesta de una cadena especifica y un nicleo de oligosacaridos unido a un lipido A este
altimo es el responsable de 1a inmunologia y propiedad endotéxica del LPS, en particular el
lipido A esta involucrado en Ia adaptacion ecoldgica en la mucosa gastnca por la bactena, la
baja actividad inmunolégica del LPS puede dejar que H.pyfori sobreviva en la mucosa
gastrica 223

Mecanismos de sobrevivencia; H.pylori es capaz de ingenir surfactantes gastricos como
fosfolipidos de superficie activa, comprometidos en la acidez de la mucosa gastrica, el
organismo puede cubrirse a si mismo para protegerse contra el medio acido. H.pyfori tiene
varias formas de defenderse de la terapia antibidtica, como el desarrolic de resistencia a
antibidticos, adquirido por transformacidn natural, como es el caso de resistencia al
metronidazol, a sales de bismuto y antibidticos que inducen la produccion de formas
cocoides. (3}

Formas cocoides; son formas no cultivables, se atribuyen al cambio del medio que les rodea
como son la disminucién de nutrientes, las incubaciones prolongadas, cambios de pH,
exposicion a agentes antimicrobianos; estas formas pueden ser observadas en las biopsias y
pueden explicar la recurrencia de las infecciones en los huespedes, también pueden infectar
cerdos gnotobidticos y ratones. (23)
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@ FACTORES QUE INDUCEN ENFERMEDAD:

Citotoxinas; H. pylori presenta una citotoxina vacuolizante que forma vacuclas en el
citoplasma de las céiulas eucariontes, la accidon de la toxina es neutralizada por un antisuero
especifico de conejo y los anticuerpos especificos son determinados por serologia en las
personas infectadas por M. pylori , estudios con inhibidores de ATPasa muestran que la
formacion de las vacuclas en las células HELA requieren de la actividad de H ~ y ATPasa,
para mantener un gradiente de pH, asociada con el transporte de cationes involucrados Na-,
K=, dentro de la célula eucariontes, |2 actividad citotéxica de M.pylori expresa una proteina
antigénica de alto peso molecular designada Cag A , aproximadamente el 60 % de las cepas
producen esta proteina y estd estd comeiacionado con ia expresidén de la actividad de la
citotoxina vacuolizante la cual migra aproximadamente a 120 - 128 KDa. La proporcidn de la
produccién de citotoxina es mayor entre los pacientes con Ulcera gastrica qQue con pacientes
soélo con gastritis, un B0 - 100 % de pacientes con dlcera gastrica producen Ab anti Cag A,
en comparacioén con un 60 % de pacientes con gastntis infectadas con H.pylori y sin dicera.

@12

Proteina de choque térmico (HSP); Esta proteina induce a las células T y anticuerpos a
reaccionar con las células humanas por formar un hibrido de 60 HSP (Hsp60) y esto puede
provocar una reaccién autoinmune con las células de la mucosa gastrica, el Ab para las
HspB0 se encuentran en las muestras de suero aproximadamente en un 50 % de los
pacientes con H.pylori positivos, se localizan en la superficie de la bacteria en una proporcion
similar a !a ureasa, y esta aumenta la actividad de la ureasa. (821-23)

Supertxido dismutasa (Sod); puede ser la causante de la inhibicion de la fagocitosis por las
células NK. @3
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@ INFECCIONES POR HM.pylori.

H.pylori se encuentra en un 50 % de la poblacién, el mecanismo de infeccidn adn es
confuso pero puede ser parcialmente explicado por que H.pylori induce alteraciones en 1a
funcidn gastnca. estimulando y disminuyendo la secrecibn acida de las enfermedades acido
péplicas, que son un grupo de enfermedades que abarcan los tramos altos del aparato
gastrointestinal, particularmente 1a porcidn proximal del duodeno y el estémago, como es la
gastritis crdnica, tlcera gastrica, Ulcera duodenal y adenocarcinoma gastrico.® mostradas en
el diagrama No. 2.

Infecciones por H.pylori.

Semanas o meses ﬂ

Gastntis Cronica Superficial

a Aflos o décadas B N\
Ulcera gastrica Gastritis cronica Linfoma Gastritis
Superficial Gastrico Cronica
Activa
Adenocarcinoma
Gastrico.

Diagrama No. 2 Consecuencias clinicas de 1as infecciones por H.pylori. &
Y se definen como :

Gastritis: Se define como una reaccidén inflamatoria aguda o cronica de la mucosa gastrica,
1as infecciones por H.pylori son la principal causa de gastritis tipo B o antral, no se relaciona
con la gastritis tipo A 0 autoinmune. 146) En adultos con gastritis tipo B se han reportado
infecciones por H.pylori enun 70 - 80 % y en nifios en un 70 %. Afectando principalmente
cuerpo y fondo del estémago. 4. 2%)
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En la gastritis aguda, la bacteria coloniza la mucosa gastrica liberando mediadores guimicos
que provocan una respuesta para la infiltracion de neutrdfilos polimorfonucieares (Gastritis
supurativa con hipociorhidria). el epitelio responde provocando cambios degenerativos y
disminuye la mucina, en la mayoria de los individuos el cuadro progresa a una gastritis
crénica con infiltrado de linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos, !a colonizacidn es mas
marcada en el antro que en el cuempo (Gastntis supurativa transicional con aclorhidna) el
aumento de la severidad de la inflamacion crénica da lugar a una atrofia glandular. En
pacientes jovenes afecla sobretodo el antro y en aduitos afecla la totalidad del estémago
21.26.27)

En un periodo de § afos Eric Hassall et.al. estudiaron 41 nifios con gastntis de los cuales el
BS % tenian H.pylori en el antro gastrico, encontrandose nodulaciones antrales como signo
importante, el cual no se ha descnto en aduttos. (12.28)

Ulcera gastrica: Un 70 % de los pacientes con Glcera gastrica estan infectados con M.pylori,
se relaciona con la ingesta de aspirina o antinflamatoros no esteroidales. Nomura et al.
encontraron que de 150 pacientes japoneses con Glcera gastrica un 93 % estaban infectados
con H.pylorl. @

Ulcera duodenal: H.pylori detlencra la barrera mucosa e induce hipergastrinemia
posprandial, que es importante en la patogenia de la uiceracién. Un 90 - 95 % de los
pacientes con Ulcera ducdenal estan infectados con H.pylori. 5. 20 Nomura et.al.

encontraron que de 65 pacientes japoneses con Ulcera duodenal. un 95 % de ellos
presentaban IgG contra H.pylori. 25

Varias dietas basadas en &cidos grasos poliinsaturados pueden proteger contra la udlcera
gastrica inhibiendo et desarrolio de H.pyfori . El acido 3-linolénico en una concentracién de
1.8-25X 10 4 M. inhibe el desarrolio y a concentraciones de 10 -3 es capaz de matar a la
bacteria. (30 Los pacientes con ulcera gastrica secretan mas acido que los pacientes con
dispepsia no ulcerosa, la positividad a M.pylori se asocia con la disminucién de 1a secrecidn
gastrica. A"

Cancer gastrico: La gastritis superficial por M.pylori puede llegar a gastrilis crénica atréfica
y terminar en cancer gastrico, existiendo una correlacién entre los paises con aita prevalencia
de infeccion por H.pylori y una alta frecuencia de cancer gastrico, (4. 26)
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® DIAGNOSTICO:

Los mélodos que permiten el diagnéstico de las infecciones por H.pylori, se dividen en dos
grupos: Los que requieren endoscopia y toma de biopsias gastricas (Métodos Invasivos) y
los que no requieren endoscopia (Métodos No Invasivos). 4-32) Tabla 2 .

METODOS INVASIVOS

METODOS NO INVASIVOS
Cuitvo de biopsias

Prueba del aliento
Seroiogia Prueba de la ureasa
Tincién de Gram
| Histologia

Tabia No. 2 Métodos de diagnéstico. (4323

® METODOS INVASIVOS:

Los medios de agar sangre con y sin antibidlico se inoculan y son

Cultivo de biopsias:
la sensibilidad es mayor

incubados por mas de tres dias bajo condiciones microaerofilicas,
de! 80 % y su especificidad es del 100 %. 2.4.534)
Tincion de Gram: H.pylori es un bacilo helicoidal en forma de S, Gram negativo de 0.5 -
0.9.m de ancho y 2 -4 um de largo. @ ¢
Prueba de la ureasa: (CLO test) Una biopsia es colocada en caldo de urea de Chistensen,
produciendo un cambio cromatico de amarnlio a rosa, la especificidad es del 100% y la
sensibilidad del 92 % , existiendo algunos falsos positivos debido a la existencia de otros
gérmenes con actividad de la ureasa. (4-28.29)

H2N CO NH2 +H.0 ® NHy « H2NCO OH

HNCOOH + HQ ————*® NH3 + H2 COs

H2 CO» ¢—————2 H=- + HCOy
2NH; + 2H,O0 “—————> 2NH.* + 20H

Hidrolisis de la urea para formar amonio y carbamato, y espontaneamente se descompone
dando otra molécula de amonio y acido carbonico, (35.%6)

Histologia: Informa sobre la morfologia de la mucosa gastrica con una sensibilidad del 96 %
y una especificidad del 70 % , tefiidas con hematoxilina-eosina-safranina , Giemsa. 4.34)

Hyun Yang el.al. Compararon los altos niveles de amonio en el jugo gastrico y la prueba de

CLO test para el diagnostico de infecciones de H.pylori, estudiando 75 sujetos (44 con

gastritis cronica, 10 con dicera gastrica, 6 con Glcera duodenal, 8 con cancer gastnco y 7

nomales) por endoscopia tomaron biopsias para cultivo de M.pylori y para la prueba de
13
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CLO test y jugo gastrico para determinar los niveles de amonio. Los pacientes con cuitivo
positivo tenian altos niveles de amonio {13.7 = 5.8 mg/dl}, los cullivos negativos tenian unos
niveles de amonio de (4.9 = 2.4 mg/dl) , por io que consideran que la medicion de los niveles
de amonio en el jugo gastrico es un método simple, rapido y complela para el diagnostica de

infecciones de M.pylorl, 3%
& METQDOS NO INVASIVOS:

Prueba del alienfo: Se cuantifica a través de la medida de CO; expirado marcado con “C
tras la administracién oral de urea marcada con dicho isdtopo, la dosis de radiactividad es
baja y barata. Y la urea marcada con 13C no es radiactiva pero es mas cara debido al uso de
un espectrofotdmelro de masas para medir la hidrdlisis de la urea, con una sensibilidad del
95% y una especificidad del 96 %. La prueba consiste en administrar al paciente una
solucién de urea marcada con ¥¥C, cuando esta presente el H.pylori | la ureasa de la bacteria
hidroliza la urea administrada en amonio y didxido de carbono 3COz, el cual se absorbe a
traveés de la sangre y es transportado a los pulmones y al ser expirado es detectada con el

equipo ABCA 400.¢4
/NHz
Expurado a Abenta cumntficatie

s am 4 crem
BC=Q ————— BCOz + NH3
Pulmones

\NHz Sangre /

Diagrama No. 3 Hidrolisis de la urea. %
Es una prueba confiable, que refleja las infecciones de toda la superficie gastrica, es una
prueba inocua que se puede usar en mujeres embarazadas y niNos, par que usa isotopos no

radiactivos y los resuitados se pueden obtener hasta en 48 haras. (4
Serologia: Se basa en el hecho de que la infeccién por H.pylort provoca una respuesta
inmune tanto local como sistémica. 14-33

inmunidad Jocal: Se usan rmodeios animales para investigar las infecciones por H.pylosi
incluyendo cerdos gnolobidticos ¥ monos, observandose los linfocitos T y células plasmaticas
en {a mucosa gastrica de estos animales, pero ja respuesta inmune jocal todavia no es muy
investigada. ®  os linfocitos T se incrementan en los procesos cronicos de inflamacion y
los linfocitos B se incrementan con la produccion de autoanticuerpos, los linfocites T ayudan a
suprimir {a citotoxicidad, encontrados en la lamina propia del estémago normal en un namero

equivalente a los linfocitos B. (37
Los Ab IgG contra M.pylori se encuentran en monos y cerdos

Inmunidad sistémica:
gnotobidticos infectados por H.pylori . los conejos desarroilan altos niveles de Ab por
14
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inmunizacién y se ha observado una inhibicidén de crecimiento de aigunas cepas de H.pylori

por un disco impregnado con 25 ul de 5 diferentes sueros con niveles altos de 1gG Jo cual

indica un efecto antibacterial de los sueros. ¢!

Dentro de los métodos usados para medir los Ab estan los analisis por enzima fijada a

inmunoabsorbentes (ELISA), inmunoblot (Westemblot), hemaglutinacion {HA) fiacion de

complemento (FC), inmunofluorescencta indirecta {IFi) o aglutinacion en fatex, 633

Ensayo en fase sdlida: ELISA, IF], Inmuno Blot, son técnicas de fase solida, que rmiden la

unién de los Ab con los Antigenos (Ag). eslos meétodos pueden ser cuantitativos o

semicuantitativos, en la técnica de ELISA los Ab o Ag, se pueden ligar a una enzima,

reteniendo el compiejo su aclividad inmunoldgica, en este ensayo el soporte puede ser de

celuiosa, en microplacas de nylon, polivinio; la enzima usada debe lener una actividad

elevada, como es el caso de la peroxidasa de rabano picante, la galactesidasa, a fosfatasa

alcalina, los sustratos cromogénicos deben ser incoloros inicialmente y colondos tras la

degradacion como el paranitrofenilfosfato, la ortofenilendiamina y 1a ortololuidina. i

Ensayos liquidos o semisdlidos: La aglutinacidn en latex o la inmuncelectroforesis estas

dependen de la union del Ab con el Ag , estas pruebas son semicuantitalivas. En un

estudio de 42 gacientes dispépticos por el método de microaglutinacion resultaron 28

pacientes positivos para M.pylori. © Rauteli etal. reponaron que pacientes H.pylori

positivos tienen una elevacion en las subclases de Ab IgG2 e IgGa por lo que concluyen que

la gastntis cronica estimula la produccién de estas subclases. La especificidad y sensibilidad

de esta lécnica depende de la preparacion del Ag usado :

a) Ag crudo de ceéluias totales y sonicadas.

b} Ag purificado y Ag estable al calor.

c) Ag purificado como la ureasa.

Los niveles de IgG aumentan mas en pacientes sintomaticos que en los asintomaticos, al
1gG, igM son raramente

igual que los niveles de IgA pero en cantidades rmenores que
Los niveles de IgG son constantes por vanos meses antes de ser tratado el

encontrades.
paciente y después del tratamiento los niveles disminuyen. 8
{nauseas., vémito, heratemnésis, dolor

De 16 nifos con sintomas gastrointestinales
abdominal epigasifico) Steve et.al. encontraron que sélo el 45 % estaba infectado por

H.pylori ésto se comprobod por endoscopia, produccidn de ureasa, cultivo y niveles de Ab
séricos por medio de la técnica de ELISA con células bactenanas lisadas, con una

especificidad y sensibilidad del 80 %. 3%

En otro estudio, Yamamoto etal. realizd a 158 pacientes
cultivo, CLO test de las biopsias de antro y cuerpo, serologia de iIgG | IgA . e IgM contra
H.pylori. Con dos de estas pruebas positivas se consideraron pacientes posiivos para
H.pylori , con una sensibilidad del 98 % y una especificidad del 71 % para la IgG. del 14.3 %

y 60.8 % paralalgMydel 45 % y 100 % para la IgA. 3%

Cabree et.al. estudiaron la respuesta inmune de H.pylori en 69 nifios de 1 a 18 anos ccn
dolor abdominal y sintomas gastrointestinales, de los cuales 21 nitos (30 %) con histologia
pasitiva de los cuales 18 eran H.pylori positivos y 3 negativos, siendo todos positivas a los

endoscopia gastrointestinal.
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Ab IgG por ta técnica de ELISA con una sensibilidad del 86 %, por inmunoblot 20 de los 21
pacientes fueron positives, con una sensibilidad del 95 % (40t

Kreuning et.al. en 17 de 48 voluntarios sanos encontraron que tenian gastntis y M.pyforf se
observo en las biopsias de 14 de los 17 voluntanos, los Ab séncos !gG e IgA contra H.pylori
se midieron por ELISA . El indice de absorcidon de la IgG  correlacionésigniflicativamente con
el grado de colonizacion del antro pero no del cuerpo, en contraste el indice de absorcion de
la igA fue significativo con el grado de colonizacién del cuerpo pero no del antro. 41}

Cover etal. determinan que aproxmadamente un 60 % de cepas aisladas de H.pylori
poseen genes para ia expresion de Cag A, el cual fue delectado en 26 (81.3 %) de 22
pacientes con ulcera duodenal. 17 (68 %) de 25 pacientes con ulcera gastnca y 23 (59 %) de
39 pacientes con dispepsia no ulcerosa, por la técnica de Westembiot, usando antisueros
para Cag A, 1a observacién in vitro fue de un 95.5 % de las cepas comparadas con un 0 % de
cepas que no presentaron el gen para Cag A . El Ab igG contra Cag A se presentd en un
87.5 %, 76 % y 56.4 % en pacientes con Ulcera duodenal, ulcera gastrica y dispepsia no
ulcerosa respectivamente, estos datos demuestiran la asociacidon entre las infecciones de
H.pylori con 'a presencia de Cag A*y la presencia de ulceracion gastnca, indicando que fas

técnicas seroldgicas son métodos sensibles para detectar infecciones con cepas de H.pylori
Cag A~ . 42)

Con el meétodo de inmunoblot se evalua el diagnéstico de las infecciones por H.pylori, con
una especificidad y sensibilidad del 100 % . L as bandas cofrespondientes a 66. 51 y 14 Kda
no son criterics para diagndstico de infeccidn . pero al mencs dos de las siguientes bandas de

180, 120,90.75, 67y 29.5 Kda corresponden a un diagnéstico de infeccion por H.pylori. tabla
No. 3. 4a

INMUNOREACTIVIDAD DE 1gG CONTRA Aq de H.pylori

Peso molecular Kda Localizacion % de reactividad n=69
29.5 Sub. Pequeria de urea 91.3(63)

67 Sub. Grande de urea B9.8 (62)

75 Desconocido 75.4 (52)

S0 Desconocido 71.0(48)

120 Factor de patologia 855 (59)

180 | Desconocidn 68.1(47)

Tabla No. 3 iInmunoreactividad de 1gG contra H.pylori. (43)

Encontrando que el métode de inmunoblot evaila y confirma semicuantitativamente los
resultados de los meétodas seroidgicos para el diagndstico de infecciones por H.pylori. 43

Aguiar et.al. realizaron endoscopias a 65 nifios con enfermedad gastrica con un promedio de

edad de 9.5 afios, tomandose 3 biopsias (una para CLO test, otra para histologia, tedidas con
carbolfucsina y la Gltima para cultivo la cual se coioca en caldo tioglicolato) y S mi. de sangre

16




H.pytori

obteniéndose que 35 nifios de los 65 (53.85 %) fueron positivos por cultivo y por IFi con
titulos de Ab =1:20 con una sensibilidad del 94 % y especificidad del 100 %. 32

Raymond et.al. durante un periodo de 18 meses, detectd 115 nifos, 55 hombres y 60 mujeres
con edades de § a 16 anos, que referian dolor abdominal recurrente (DAR) , se les realizd
endoscopia tomando tres biopsias de antro, una se lind con hematoxilina-eosina, otra se
colocd en solucion salina a 4°C, olra muestra se colocd en 0.5 mL de urea de Chistensen al
2% y se examind después de una hora de incubacidn a 37 °C, la biopsia que gqueda se
suspendid en 0.5 mL caldo carne de higado homogenizandose para cultivo, inoculandose en
agar sangre o agar chocolate a 37 °C en condiciones microaerofilicas por 7 dias, M.pylori fue
confirmada por su morfologia, oxidasa, ureasa, catalasa positivas, serckbgicamente por
inmuncensayo enzimatico (EiA). Para 94 nifios los dos métodos fueron comparables, 52
nifios con serologia negativa y cultivo negativo con histologia similar, 42 niflos con cuttivo
positivo y serologia positiva e histologia positiva, 10 nifios con serologia positiva y cultivo
negativo, estos datos muestran que las pruebas seroldgicas para M.pylori son buenos
métodos para !a deteccidn de las infecciones en niftos y que los titulos de IgG correlacionan
con la edad. 44

Atherton et.al. encuentran que !a densidad de H.pylori se asocia a los cultivos
cuantitativamente y a estudios histologicos de la biopsia gastrica, de 29 pacientes dispépticos
infectados con H.pyfori , su densidad se correlaciona con Cag A y Vac A por PCR y el dafto e
inflamacion del epitefio y ulceracion gastrica, encontrando gue el cultivo es mas reproducible
que la histologia. (45)

Técnica Sensibilidad Especificidad
Histologia 93.6 % 977 %
| Cultivo 98.4 % 00.0 %
rueba de ureasa rapida 90.2 % 00.0 %
rueba del aliento 100.0 % 00.0 %
| Serclogia 984 % 884 %

Tabla No. 4 Sensibilidad y especificidad de las diferentes técnicas diagnosticas. (48
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®» TRATAMIENTO:

La eleccidn de un agente antimicrobiano para uso terapedtico depende de numerosos
factores como: mecanismos de accidn, via de administracidn, tipo de infeccidn, el estado
inrmune y tas condiciones clinicas del paciente, 1as pruebas de susceptibilidad in vitro a los
antimicrobianos son importantes, y las bactenas se pueden ctasificar en : Susceptibles por
que el microorganismo aislado responde favorablemente a la dosis terapéutica habitual del
antimicrobiano utilizado. Resistentes los microorganismos aistades que no responden a los
niveles de antimicrobianos alcanzables en sangre. 47

El tratamiento de las infecciones por H.pylori con antibiéticos es exitoso en la eliminacion de
la ulcera, pero no previene 1as infecciones recumentes despues de 1a terapia. ('60  Se han
probado numerosos antibidticos como monotratamiento, incluyendo entromicina, amoxicilina y
metronidazol por dos semanas, pero el uso de metronidazol sélo ha conducido hacia la

resistencia al medicamento, sin embargo esta resistencia disminuye cuando se combina con
bismuto. (1315

Se ha considerado un buen esquema de tratamiento et uso de dos antibidticos mas bismuto,
observandose Que el bismuto por si sélo no es efectivo y liene una actividad antbacterial |,
también actua en la mucosa gastrica inflamada y puede tener un efecto curativo en el
huésped, una combinacién de dos antibidticos amoxicilina y metronidazol 3 veces al dia por 3
semanas, mosird una buena emadicacidn y eliminé la recurrencia de la uicera; no fue
necesano el uso de bismuto. Actualmente se usan 4 medicamentos los cuales son:
tetraciclina, pantoprazol, metronidazol y sales de bismuto. Un método terapeutico nuevo,
sugiere que la presencia de adhesinas que se unen a carbohidratos (fucosa, ac. silico etc))
ingirendo preparados que contengan monosacaridos y disacarides reconocidos por las

adhesinas, pueden ser usada para prevenir el ataque de la bacteria y reducir la colonizacion.
21

Logan estudid 83 pacientes H.pylori positivos y los trato con omeprazel y amoxicilina, a los
cuales se les corroboro ia infeccidn y evolucion después del tratamiento, mediante la prueba
del aliento de 1a urea, presentando erradicacion un 67.9 % de los pacientes, el tratamiento fue
de dos semanas con 20 mg/12 h de omeprazol y S00 mg./6 h de amoxicilina. (Z7- 48 En otro
estudio Logan usd como tratamiento 500 mg./8 h de claritromicina y 40 mg./dia de omeprazol
por 4 semanas, observandose un 78 % de emadicacion. 49

La presencia de acido ascdrbico en el jugo gastrico, protege contra el desarroilo de cancer
gastrico y posiblemente contra Ulcera gastnica, en sujetos con gastnts crénica 13
concentracién de ac. ascorbico es menor que la de los controles sanos, este acido inhibe el

desarrollo de !a actividad de la ureasa, 1a concentracién de ac. ascérbico aumenta despuéas
de la erradicacion de H.pylori. ('3

ta mejor estrategia para la erradicacidn de las infecciones puede ser a través de la
inmunizacion. Una vacuna efectiva requiere de proteccidn antigénica, se inmunizaron
ratones oraimente con H.pylori sonicada, ureasa recombinante inactiva todas combinadas
con toxina de vibrio cholerae (CT)}, y ratones control, todos fueron desafiados con H.felis vivo,
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observandose alguna proteccitn en los grupos vacunados pero el 80 % de los vacunados con
urea B recombinante se elimind la infeccion y la urea A fue menos protectiva. La CT es una
endotoxina estudiada en ratones, pero en humanos causa diarrea por o que No se usa para
la vacuna y se busca un nuevo adyuvante como la enterotoxina labil at calor de E.coli LT
que es menos toxica. El grupo de Ora Vax en Boston reportan que la vacuna de urea-LT

confiere un 80 % de proteccidn contra H.felis comparada con un 70 % de proteccion usando
urea-CT. 59

Michetti et.al. demostraron |a proteccién de un 59 % de ratones inmunizados con la
subunidad de urea A y CT como adyuvante, Ferrero encontrd una proteccion del 25 % con el
uso de 1a subunidad de urea A y un 60 % de proteccion con la subunidad B, y se demostrd
que la administracion oral de esta vacuna no es téxica para los humanos. Ferrero etal. han
demostrado otras dos vacunas antigénicas potentes que producen inmunizacion intragastrica
con la proteina de choque témico A o B de M.pylori con toxina de cdlera 1a cual protege en
un B0 % y un 70 % respectivamente a ios ratones infectados con M.felis. (2451

Caselli et.al. quienes seleccionaron dos grupos de 50 pacientes H.pylori positivos separados
por edad, sexo, raza para ser comparados d és de la erradi 4n con una terapia dual,
con una dosis estandar de azitromicina 500 mg por dia por 3 dias incrementando la dosis de
omeprazol de 20 mg a 40 mg por una semana, la presencia antes y después de H.pylori se
determino por la prueba rapiia de la ureasa e histologia, 57 semanas después del
tratamiento M.pylorl se erradicd en 29 de 50 pacientes (S8 %) gquienes tomaron azitromicina
y 40 mg, de omeprazol, y en 44 de 50 (88 %) quienes tormaron azitromicina en una semana
seguida de 80 mg, dia de omeprazol, con lo que concluyen Gue la terapia dual con altas dosis

de omeprazol combinada con una dosis estandar de aziromicina tiene un alto exito de
erradicacion. 2%
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% RESISTENCIA:

La resistencia bacteriana esta definida como la capacidad de las bacternas de multiplicarse
ante fa presencia de antimicrobianos en un medio de cuitivo. 47)

Recientes reportes de Pérez Trallero, muestran que un porcentaje de pacientes con dlcera
gastrica se curan con un regimen de una semana de omeprazol, clantromicina y metronidazol
o timidazol, sin embargo el éxito de estos tralamientos puede depender del porcentaje de
resistencia de H.pylori . En un estudio en el norte de Espafa de enero de 1994 y febrero de
1996, se asilaron 425 cepas de H.pylori a las cuales se les probd la susceptibiiidad a
anlibidticos, 386 cepas de adultos con Ulcera gastnca o gastritis cronica y 39 cepas de ninos
con dispepsia persistente, usando el método de E test en placa de agar Bruceita con 7 % de
sangre de caballo y 1 % de vitox, incubadas a 37 © C en condiciones microaerofilicas. los
resultados obtenidos fueron para la clantromicina 7.1 % 30 / 424 (9.5 %) nifos y 6.8 % en
adultos, para el metronidazol el MIC = 8ug/mL 50.1 % 213/ 425 (66.7 %) en nifos y 48.4 %
en adultos. 52

En otros estudios. Alarcon, determind la resistencia de H.pylori al metronidazol (metro.) y
claritromicina (claritro.} durante 5 afos de 1991 - 1995 y se relaciono con el sexo y la edad
de los pacientes, aislandose 282 cepas de H.pylori usandc el método de dilucién en agar
Mueller Hinton con 7% de sangre de caballo incubadas por 5 dias a 35 °C en condiciones
microaerofilicas, la resistencia se considero con un MIC =8 mg / | para metronidazol y de MIC
=4 mg /! para clantromicina. 3 Los datos oblenidos se muestran en la tabla No. 5.

Afo 1891 1992 1993 1994 1995 total
No.cepas 15 18 24 83 1386 237
Metro. 9% 6.3 % 333% 186 % 21.6% 19.9%
Clantro. 0% 0% 4 % 34% 4.4 % 35%

Tabla No. 5 Resistencia al Metronidazol (Metro) y Claritromicina (Claritro). 3

Observandose una resistencia en 1as mujeres de 19.4 % y 3.6 % , en hombres fue del 20.3 %
y 3.5 %. en pacientes adullos de 226 % y 2.1 % y en nifos 14.4 % y 625 % para
metronidazol y clantromicina respectivamente. Observando que el porcentaje total es mas
alto para metronidazol que para ciaritromicina. 2
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Adamek et.al. encontraron que 195 pacientes ccn H.pylorl positivos fueron determinados por
prueba rapida de la ureasa, cuitivo e histologia, se determiné su resistencia a
antimicrobianos, aun después del tratamiento, ésto fue evaluado en 172 pacientes (88 %) 50
pacientes se les did una terapia dual por dos semanas con 2 000 mg de amoxicilina al dia y
122 pacientes se les did una triple terapia con 5 00-1 000 mg de claritromicina al dia, 1 000~
1500 mg de metronidazol al dia y 150 mg de omeprazol. Observandose una resistencia al

metronidazol en 36 de 172 pacientes (21 %) y a clantromicina en 3 de 172 pacientes (2 %) no
se notd resistencia a la amoxicilina. ¥9

Peitz et.al. en un estudio prospectivo, de 94 pacientes, 55 mujeres sanas con una media de
edad de 55 afos. 29 con ulcera gastnca, 19 con ulcera gastrica y 46 con dispepsia funcional,
el estado H.pylori positivo se determind por medio de cultivo e histologla y 1a resistencia de
M.pylori se detemind por E-Test. El cultivo preterapéutico fue exitoso en B7 casos (93 %) , la
resistencia al metronidazol fue encontrada en 38 pacientes (44%) y 2 pacientes resistentes a
claritromnicina (2.3%) las infecciones de H.pylori fueron curadas en 86 casos (91 %). @9
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® PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Las infecciones de la mucosa gastrica asociadas a M.pylori son la principal causa de las
enfermedades acido péplicas como gastrilis, Glcera gastrica, cancer gastrico !as cuales
fienen una prevalencia de infeccién que se incrementa con 1a edad. Adquiriendose mas
tempranamente en paises en vias de desarroilo y con niveles socioecondmicos bajos. Por lo
que se hace necesario identificar 1a frecuencia de aislamiento de M.pylori en pacientes

adultos y pediatricos Mexicanos que manifiesten malestares gastricos, asociados a estas

er iades acido pépti . para poder prevenir su cronicidad y su alta freceucia, que

acudan al Centro Médico Nacional sigio XXI del IMSS.

Determinar la prevalencia de los Ab séricos contra H.pyforl por métodos inmuncenzimaticos

(ELISA), asi como d su ibilidad a diferentes antimicrobianos para dar un

tratamiento adecuado.
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® OBJETIVOS:

1.Determinar 1a frecuencia de aistamiento de H.pylori en pacientes pediatricos con DAR y

adultos con dicera géastrica del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

2.Determinar la respuesta inmune humoral IgA e IgG a diferentes Antigenos de H.pylori
(extracto celular total , ureasa y proteina Cag A) en nifios con DAR y adultos con dlcera

gastrica infectados con H.pyfori.

J.Determinar la susceptibilidad antmicrobiana de las cepas de M.pylori aisladas a los

oS (M i !, Claritromicina y Amoxicilina) .

® HIPOTESIS:

La frecuencia de aislamiento de H.pylorl en nifios serd menor que la frecuencia en adultos y
todos los pacientes con cultivos positivos tendran titulos de anticuerpos = 1 unidad elisa (u.e)
y de los cultivos positivos en niflos tendran una resistencia al metronidazol mayor que en los

adultos.
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@ DISENO DE INVESTIGACION:

TIPO DE ESTUDIO:

Este estudio es prospectivo, comparativo, transversal y observacional.

POBLACION DE ESTUDIO:

Se incluyeron 74 pacientes adultos y 74 pacnentes pedlamcos con enfermedad &cido péptica,
a los que se les realizd endc del tubo d ivo superior y Que se les tomaron 2
biopsias de antro y 2 biopsias de cuerpo gastrico, asi como muestra sanguinea.

E! estudio se realizé en el Laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Investigacion Médica
de Enfermedades Infecciosas y Paras:tanas del Hospl!al de Pediatria con la colaboracion del

servicio de Gastroenterclogia del H 1 de P jades del Centro Médico Nacionat
Siglo XXI del IMSS.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes pediatricos y adultos que se sometierdn a endoscopia del tracto digestivo superior
por enfermedad acido péptica , que presentaron histologia y/o cultivo positivo para H.pylori .
que consintieron entrar al estudio en el caso de los aduitos, o que el padre o tutor de los
pacientes pediatriccs aceptardn que el infante ingresara al estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
Pacientes que hubieran recibido antibidticos o sales de bismuto en ei dltimo mes previo a la
primera endoscopia, pacientes con supresion del sistema immune como SIDA o cancer.

VARIABLES DEPENDIENTES:
Frecuencia de titulos positivos de Ab IgG e IgA séricos contra H.pylori en la muestra de
estudio, frecuencia de aisltamiento de M.pylori de 1as biopsias de jos pacientes.

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Metodologia de !a técnica de ELISA , procesamiento de la muestra. Tiempo, temperatura de
incubacién y condiciones microaerofificas.
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® DISENO EXPERIMENTAL:

MATERIAL:

Asas bacteriolégicas

Aplicadores

Algodén

Barra magnetica

Bolsas de plastico

Bolsas de papel

Bandejas

Cajas petri desechables (BBL)
Criotubos (Nunc)

Espatula

Frascos

Gasas

Gradillas

Guantes

Hisopos estériles
Homogenizadores

Hielera

Jarras de anaerobiosis (BBL)
Matraz Edenmeyerde 1 Ly 2L (Pyrex)
Mechero Bunsen

Mechera Fisher

Micropipetas automaticas de 1, 50, 100, 200 ulL (Labsystemns)
Multipipeta de 20 a 200 ub (Costar)
Placas para dilucion (Labsystems)
Placas para ELISA (Labsystems)
Pinzas

Pipetas graduadas

Pipetas Pasteur

Porta objetos

Propipetas

Probetas graduadas

Puente de tincién

Puntas para micropipeta

Tubos de ensayo

Tubos eppendorf

Vacutainer

Vasos de precipitados de 100, 250, 500 mL (Pyrex)
Sobres de Campy Pack (BBL)
Sobres de Campy Pack Plus (BBL)
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EQUIPO:

Autoctave (Fehimex)
Balanza analitica (Sartorius)

Balanza granataria (Mettler Toledo)

Campana de flujo laminar (Nuaire)

Centrifuga (Sorvall RT 60000)

Congelador de - 20 © C (Fisher Scientific Isatemp)

Congelador de - 70 ° C (86C Freezer Forma Scientific)
Lavador de placas para ELISA (Labsystems)

Lector de ELISA (Labsysterns)

Microscopio éptico (Nikon)

Parrilla de agitacién y calentamiento (Lab-Line)
Potencidmetro (Beckman RS 232)

Refrigeradorde 02 C

Sonicador (Vibra Cell)

Vortex (Vortex-Genie mod K-550-G)

MUESTRAS:

Suero
Biopsias gastricas de antro y cuerpo.

REACTIVOS:

Solucién salina al 0.9%
Caldo urea

Caldo brucella

Caido brucella con glicerol

Agar chocolate ¢/s antibidtico

Agar sangre c¢/s antibidtico

Buffer de carbonatos pH 9.6

Buffer salino de fosfatos (P8S) pH 7.3
PBS + timerosal + teween 20 (PBSTT)
PBSTT + gelatina 0.1 % (PBSTTG)
PBSTTG + gammaglobulina 0.5% (PBSTTGG)
PBSTTG + albumina 1% (PBSTTGB)
Solucién desinfectante

Solucién reveladora de dietanciamina

Etanol al 70%
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#® DIAGRAMA DE FLUJO
TOMA DE MUESTRA

ENDOSCOPIA SANGRE
Buwoouas +3 asmL
TRANSPORTE CENTRIFUGACION
;0.5"106@0!!\!:&1 *2&1}@"/10"\1\
CULTIVO H.pylor SEPARACI DEL SUERO
AQar sangns CI's antixLcs Oecantacsn
MORFOLOGIA COLONIAL RESPUESTA IMNUNE
Colomas, . poquenas de 1-2mm
Convexas, transtucdas.
/ — ELISA
POSITIVO NEGATIVO
AISLAMIENTO NO H.pylori
Bacilo Gram negatrvo igA vs 19G vs
EXT , TOTAL EXT, TOTAL
CATALASA (+) l l
IgA vs IgG vs
UREASA (+)
UREASA UREASA
OXIDASA (+) IgA vs IgG vs
Cag A Cag A

ANTIBIOGRAMA

Agar sangre incubar en conckaones POSITIVO 21ue POSITIVO 21 ue
Microaerofilicas {5% Oz, 5% COa, 2% Hz
yBB% Nz} a37:C/T2h

NEGATIVO < 1u.e NEGATIVO < 1ue
ue = undades elisa
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& METODOS:

ENDOSCOPIA: Se coloca ia punta del endoscopio de visidon anterior en el esfinter
criofaringeo del esdfago, se ejerce una presién suave, se insufla disminuyendo cantidades de
aire, para visualizar la luz esofagica, se pasa el aparato mediante vis:ion directa hasia e!
estdémago, se explora el cuerpo y antro gastnco y se hace una flexion retrégrada de la punta
del endoscopio para ver el cardias, el fondo se cruza el piloro y se expiora la pnmera y
segunda porcion dei duodeno. al extraer el endoscopio todo lo anterior se repite, quedando
tas lesiones en fotografia o en cintas de video y se toman las biopsias de las lesiones. (20

TRANSPORTE DE BIOPSIAS: Las biopsias se transportaron al laboratoric en wolimenes
pequedos de 0.5mL de caldo Brucelta.

Las muestras se procesaron dentro de las 2 h después de haberse tomado, s ésto no fue
posible, se guardaron en caldo Bruceila con glicerol a-70oC . 2%

CULTIVO Y AISLAMIENTO: En un cnotubo se colocaron 0.5 mL de solucidn salina 0.9 %
en el cual se colocd una de 1as biopsias (antro y/o cuerpo ) se eliquetd y se guardd, la otra
biopsia se maceré completamente en un homogenizador de vidrio con cakdo Brucella, det
macerado se colocaron dos gotas en la placa de agar chocolate con y sin antibidtico se
extendié por difusidn, y se realizd el mismao procedimiento para las otras biopsias , las placas
se incubaron en jarras de anaerobiosis con catalizador y un sobre de Campy pak, para dar
las condiciones microaerofilicas (5 % 0z, 5 % CQO;z .2 % Hz y 88 % N32) a 37 ° C por 3 dias, si
no se observd crecimiento se continud la incubacidn por 7 dias, si no hay crecmiento se
raportd como regativo, y si presenta contammantes se realizaron subcullives en medios con
antibidtico, para punficar. 2- ¢

MORFOLOGIA COLONIAL: H.pylori presenta colcnias, circulares, pequefias de 1 - 2 mm.
~onvexas. translucidas, con una pequena hemolisis en el agar sangre dando un color
grisaceo en el medio. ‘2 %

CATALASA: Las colonias se transfirieron a la superficie de un porta objetos con un apticadar
y se agrego 1 gota de perdxido de hidrogeno at 3 %, la aparicion sostenida de burbujas
constituyd un resultado positivo. (3

UREASA: Las colonias se transfineron a un tubo de ensayo ccn caldo urea {anaranjado) se
agitd y la observacién de un cambio cromatico a rosa mexicano dentro de un periodo no mas
de 2 minutos con lo cual se indicd un resultado positivo, esto se realizd a temperatura
ambiente. (9

TINCION DE GRAM: En un portacbjetos limpio se colocd una gota de agua y una colonia
con lo que se hizo una suspensidn, se dejd secar y se fijd al caler, se adiciond cristal violeta
por un minuto, se lavo, se adiciond lugot por 30 segundos, se lavé, se decolord con alcohol
acetona, se lavo, se adiciond safranina por 30 segundos, se lavd y se dejd secar vy se
observo al microscopio, observandose un bacilo Gram negativo helicoidal en forma de S. que
cormresponde a la morfologia de H.pylori . 5)
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ANTIBIOGRAMA: El ensayo se realizd con una tira plastica que contiene gradientes

continuos de antibidtico.  Se utilizd una tira (E test) de cada uno de los antibidticos probados
metronidazol, claritromicina y amoxicilina por placa. (59

Se realizd en agar Columbia o Brucella con 10 % de sangre de caballo, el inoculo se prepard
de 2 placas con crecimiento abundante y sin contaminantes ,se suspendio en 5 mL de caido
Columbia o Brucella ajustando a la escala turbidimétrica del tubo 3 de Mac Fadand que
equivale aproximadamente a 0.5 X 10 ¢ Unidades formadoras de colonias (CFU) / mL Las
placas de agar se inocutaron con un hisopo con la suspensidn bacteriana. se dejd secar
unos minutos antes de colocar \a tira plastica de E test , 1a cuarta placa se dejo como control
de crecimiento. las placas se incubaron a 37 oC por 72 h bajo condiciones microaerofilicas
{5% 02 , 10 % CO2 , 85 % N 2). Los resultados de E test se interpretd de acuerdo al punto
de interseccidon de la inhibicidn del crecimiento y ia escala de Concentracion Inhibitena

Minima (MIC) sefialada en la tira. De acuerdo al MIC obtenido se clasificaron como sensibles
{S) y resistente (R).1%) TablaNo 6.

E! crecimiento de la cuanrta placa se suspendid en caldo Brucella con glicerol al 15%

Yy se
congeld a =70 © C en cnotubos los cuales se marcaron con el nimero de muestra. (%4

ANTIBIOTICO i SUSCEPTIBLE 1 RESISTENTE
Metronidazot | <16 png/mL i > 32 ug /mt
Clantromicina ] <2 pg/mbL 1 > 8 pg / mL
Amoxicilina 1 <1 pg/mi i >4 pug/ mL

Tabla No.6 Clasificacion de cepas susceptibles y resistentes. (%%

SEROLOGIA: Las muestras de sangre se centnfugaron a 2500 mm por 10 min. se

separard el suero y se guardo a -20 °C hasta su uso. Las técnicas que se realizaron son las
siguientes;  155)

ELISA PARA Ab IgG CONTRA EXTRACTO TOTAL DE H.pytori EN SUERO
@®Acoplamiento del antigeno.
Se adicionaron 50 ulL de antigenc concentrado (1 mg/mL ) en 10 mbL de buffer de carbonatos

pH 9.6 v se agito con vortex. De esta solucion se adicionaron 100 plL a cada pozo de la

placa, de esta manera cada pozo tendria una conceniracion de antigeno de 0.5 ng / pozo. Se
incubo a temperatura ambiente.

®Bloqueo de uniones inespecificas.

Se descartd e! sobrenadante de las piacas y se adicionaron 200 ul de buffer salino de

fosfatos con timerosal, tween 20 y gelatina 0.1 % (PBSTTG) a cada pozo. Se incubo a
37 oC durante 3 horas.
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@®Unidn de anticuerpo primario.

Se descartd el sobrenadante de las placas y se lavaron 3 veces con Buffer salino de
fosfatos con timerosal, tween 20 (PBSTT). Las diluciones se prepararon de la siguiente
manera: en una placa de micredilucion se adiciond en las hileras A.C.E y G, 99 ul de Butfer
salino de fosfatos con timerosai, tween 20, gelatina 0.1 % y gamma globulina 0.5 %
(PBSTTGG) .

L.os sueros se agitaron en vortex y se adicionaron 1 uL en el pozo respectivo obteniendo de
esta manera una dilucion 1:100 . Se mezc!d la placa y se adicionaron 10 pl de esta dilucion
por duplicado a la placa sensibilizada ya lavada y 90 nlL de PBSTTGG obteniéndose asi una
dilucién 1:10, la dilucidn final fue de 1:1000, se incub6 a37 ©C 1 hora .

®Unidn de anticuerpo secundario.
Se descand el sobrenadante de las placas y se lavaron 3 veces con PBSTT. Se adicioné a
cada pozo de la placa 100u:L de una dilucidn 1:1000 de conjugado anti-igG acoplado a

fosfatasa alcalina, 10 L de conjugado en 10 mL de PBSTT con gamma globulina, albumina
1% (PBSTTGB) para una placa, se incubd a 37 »C 1 hora.

@Desarrollo de color.
Se descano el sobrenadante de las placas y se lavaron 3 veces con PBSTT, y se adicionaron
100uLde sustrato recientemente preparado, 2 pastillas de 5mg de para-nitrofenilfosfato (p-
NPP) en 10 mL de buffer de dietanolamina pH 9.8 para una placa. Se incubd a temperatura
ambiente por 20 min. y se leyd a 405 nm en lector de ELISA.
ELISA PARA ANTICUERPO 1gG CONTRA UREASA.

®Acoplamiento del antigeno.

Se diluyd el antigeno con el amortiguador de carbonatos a 0.5 ug / pozo, y se adicionaron
100 pl de la dilucidn a cada pozo de fa microplaca, y se incubd todalanoche a4 2 C .

@Bloqueo de uniones inespecificas

Después de la incubacion se lavd 4 veces la microplaca con PBSTT, se adiciond a cada pozo
200 pl de PBSTT + leche descremada al 2.5% . y se incubd 1 horaa 37°C

®Unién de anticuerpo primario.
Después de la incubacién se lavd 4 veces la microplaca con PBSTT, se adicionaron 100 pb
del suero humano diluido 1:400 en PBST + leche descremada al 2.5 % ,para 1gG , y se
Incubd por 1 hara a 37°C .
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@®Unién de anticuerpo secundario.
Después de la incubacion se lavd 3 veces la microptaca con PBSTT, se adicionaron 100
ul del conjugado anti IgG humano acoplado a fosfalasa alcalina a una dilucién 1:1000, se
incubé por 1 horaa 379 C.
@®Desarollo de color.
Después de la incubacion se lavé 3 veces la microplaca con PBSTT. se agregaron 100 L a
cada pozo del sustrato de fosfatasa (5 mg / § mL de amortiguador de dietanolamina) e
incubd a temperatura ambiente durante 45 - 60 min.  se leyo en el lector de ELISA a 405 nm.
@Controles.

En cada microplaca se incluyd una mezcla de suero positivo en 2 pozos diferentes y una
mezcla de sueros negativos también en 2 pozos diferentes.

ELISA PARA ANTICUERPO igA CONTRA UREASA.
®Acoplamiento del antigeno.

Se diluyd el Ag con el amortiguador de carbonatos a 0.5 ug / pozo. se adicionaron 100 ul de
la dilucion a cada pozo de la microplaca. Se incubo toda lanoche a4 » C.

®Blogqueo de uniones inespecificas.

Después de la incubacion se lavo 4 veces la microplaca con PBSTT. Y se adicionaron a cada
pozo 200 ul de PBSTT + leche descremada al 2.5 % , seincubd 1 horaa 37 °C.

@®Unidn de anticuerpo pnmario.
Después de la incubacién se lavd 4 veces la microplaca con PBSTT, se adicionaron 100 pl
del suero humano diluido 1 : 50 en PBSTT + leche descremada al 2.5 %, para IgA se incubd
1th.a37eC.
@®Union de anticuerpo secundario.

Después de la incubacion se lavd 3 veces la microplaca con PBSTT, se adicionaron 100l
del conjugado anti IgA humano acoplado a fosfatasa alcalina, a una dilucién 1 : 1000. se
incubo 1h.a37¢<C.
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®@Dasarrolio de color,

Después de la incubacién se favd 3 veces 1a microplaca con PBSTT. Se agregaron 100 uL a
cada pozo del sustrato de fosfatasa (Smg / 5 mL de amortiguador de dietanolamina). Se
incubd a temperatura ambiente durante 45 - 60 min, Se leyb en lector de ELISA a 405 nm.

@®Controles.

£n cada microplaca se incluyd una mezcla de sueros positivos en 2 pozos diferentes y una
mezcia de sueros negativos en 2 pozos diferentes.

ELISA PARA ANTICUERPO IgG CONTRA Cag A.
®Acoplamiento del antigeno.

Se diluyé el Ag con el amortiguador de carbonatos a 0.1 g / pozo, se adicionaron 100 il de
1a dilucién a cada pozo de la microplaca, se incubd todalanoche a4°C.

@Bloqueo de uniones inespecificas.

Después de la incubacion se lavé 4 veces la microplaca con PBSTT, v

e adicionaron a cada
po20 200 nL de PBSTT +leche descremada al 2.5 % yseincubd 1 h.a

S
37eC.
®Unién de anticuerpo primario.

Después de la incubacidn se lavd 4 veces ta microplaca con PBSTT, se adicionaron 100 pL

del suero humano diluido 1 : 200 en PBSTT + leche descremada al 2.5 % , para gG.se
incubd 1 h.a 37 <C.

@®Unidn de anticuerpo secundario.
Después de la incubacion se lavd 3 veces la microplaca con PBSTT, se adicionaron 100 ull

del conjugado anti 1IgG humano acoplado a fosfatasa alcalina, a una dilucién 1 : 1000, se
incubd 1h.a37<C.

@®@Desarollo de color.

Después de la incubacitn se lavd 3 veces la microplaca con PBSTT, y se adicionaron 100 ul
a cada pozo del sustrato de fosfatasa aicalina (5 mg / 5 mL de amoriguador de
dietanolamina) se incubd a temperatura ambiente durante 45 - 60 min. Se ley6 en lector de
ELISA a2 405 nm. Se utilizaron 2 controles positivos y 2 controles negatives por cada placa.

NOTA: Para I1gA la dilucion del antigeno fue de 0.5 pg/ pozo
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® DISENO ESTADISTICO:

Para describir las diferentes caractensticas de las muestras como las edades, sexo de los
pacientes, cultivos positivos, ¥ su serclogia, se usaron medidas de tendencia central y para la
comparacion de los porcentajes se efectud mediante la Chi cuadrada (X?).

A+B

C+D

HO®

A
C
A+C B

Xi= n(AD-BC)? :
(A+C) (B+D) (A+B) (C+D)

P=TABLAS O COMPUTADORA

A = Verdadero positivo

B = Faiso positivo

C = Verdadero negativo

D= Falso positivo

n= Total

SENSIBILIDAD = A
A+C

ESPECIFICIDAD = .

b___.

B+D
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* RESULTADOS:

Ourante el penodo de estudio se registraron 74 pacientes adultos con (lcera gastnca (23
mujeres y 51 hombres) mostrado en la figura No.1, de 18 a 83 anos de edad con una media
de 49 = 30 anos. también se registrarén 74 pacientes pediatncos con dolor abdonunal cronico
recurrente (DAR) (47 mujeres y 27 hombres) mostrado en la figura Mo 1 de 3 a 17 afcs de
edad con una media de 10 = 7 anaos, los cuales acudieran al Hospital ce Pediatna y de
Especralidades cet Centro Meédico Macwonal Siglo X dei iMSS por presentar sinlcmas de
estas enfermedades acido péplicas como es el dclor emigastnco Guemante O TCITOsSIVO
az2spués de 2 a 3 h de la comida. con menor frecuencta rauseas y vamito

FIGURA No. 1

Distribuc:n por sexo de la poblacion est

m Adultos

No. Personas
® Ninos

Femenino Masculino

Figura No. 1 Se estudiaron 74 pacientes aduitos con ulcera gastinca de los cuales fuercn 23
mujeres y 51 hembres y 74 pacientes pediatncos cen DAR siendo 47 mujeres y 27 hombres.

Cuanda los pacientes aceptaron entrar ai estudio se les realizo una endcszopia y se tomaron
biopsias ce antro y cuerpo gastrnco para la realizacién de pruebas mucrotioldgicas cemo el
cultivo de las biopsias para !a obtencién de las cepas de H.pylori con lo cual se cbuenen la
frecuencia de aislamienta en 1a poblacion la cual fue de 55/ 74 (87 %) en adultos con uicera
gastnca y de 27 /73 {36.84 %a) en ninos zon DAR mostrado en la figura No 2
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FIGURA No. 2
Frecuencia de aislamiento de H.pylori en la
poblacidon estudiada

‘

03 Adultos
@ Nifos

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

Figura No. 2 Frecuencia de aistamiento de H.pylori en toda la poblacidn observando un
(87.83 %) en adultos con ulcera gastnca y un (36.48 %) en niios con DAR.

Una vez que observamcs la frecuencia de aisltamento de M.pylori en adultos y niics, se
realizéuna correlacion con la edad de los pacientes, de lo cual cbservamos en la figura No. 3
una menor frecuencia de aislamiento a la edad de 29 a 39 anos. aumentando hasta ia edad
de 40 a £0 aies y dismunuye a la edad de 73 a 383 anos esto puede ser causado por gue no
tocas las muestras tienen la misma cancentracion del microorganmismo y no se desarrolla en
gran cantidad ya que regquiere de ccndiciones mucroaerofilicas para su desarrolio, io cuai
dificufta su recugeracien.

Enla figura No. 4, en nifos observamos una menor frecuencia de aislamiento a la edad de 2
a 5 anos. y aumenta graduaimente con 1a edad hasta los 12 a 14 afos y a los 15 a 17 afcs
se cbserva una disminucién, lo cual puede ser explicado por que Ias biopsias no contengan la
cantidad suficiente cel micrccrganismo para que se desarrolle.
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FIGURA No. 3

Frecuencia de aislamiento de H.pylori en adultos con
ar edad

No. Personas - e e 5
° R 0 H.pylori positivo

1=18-18, 2—29-39. 3=40-50, 4—51-61
5=62-72, 6=73-83

BHoG

Figura No. 3 Frecuencia de aistamiento de H.pylori ¢on respecto a la ecdad en adultos con
dlcera gastrica observando una mencr frecuencia ala edad de 29 a 39 ancs y una maxma a

ia edad de 40 a 50 aros

FIGURA No. 4
Frecuencia de aislamiento de H.pyl/ori en nifios con
DAR y su distribucién por edad

Yo
O H.pylori positivo

Figura No. 4 Frecuencia de zislamiento de H.pylori cocn respecio a la edad en rinos ceon
DAR, cbservando una menor fracuencia a la ectad de 2 a § afics v una mayeor frecuencia a la

=gad de 12 a 14 ados
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Posteriormente las muestras sanguineas de todos 10s pacientes se ceminfugarén a 2 500
PmM/10 min, para decantar los sueros a tubos ependori. a los cuales se les determind la
presencia de los anticuerpos (Ab) IgG e IgA contra H.pylori por la tecnica de ELISA en
donde se observd que en adultos se presenta una frecuencia mayor de Ab 1gG vs extracto
total ya que en este extraclo se encuentran todos ias Ag de H.pylori . sequdo del Ab IgG vs
Cag A siendo este Ab el que ncs indica si las cepas son patégenas o no con 1o que nos
damocs cuenta que la mayona de las cepas obtenidas son patdogenas. como se muestra en |a
figura No §

FIGURA No. 5
Frecuencia de IgG e IgA a los diferentes Ag de

H. pylori de Ios adultos con ulcera gastrica
3 TGRS [ s sy

@ Scrotogia
positiva

Al 2 3 4 s

1=1gG ext.tot. 2=igG ureasa, 3=igA
ureasa, 4=igG Cag A, S=IgA Cag A

Figura No. 5 Sercprevalenc:a de Ab 1gG e IgA a los diferentes antigenos de H.pylori en
adultos con Glcera gastnca, observandose una mencr frecuencia al Ab 1gG vs ureasa y una
mayor al Ab igG extracto total

Cbservandese resuitadcs similares en !os sueros c¢e los nifios comparados con los aduitcs
pero en menor frecuencia como para el Ab 1gG vs extracto total fue el ce mayor frecuencia ya
Gue en este Ag se encuentran incluideos todos los Ag de H.pylori . por gue ios mios no
tenen ulcera gastnca por o cual se cuede exphcar la frecuencia menor comparada con oS
adultcs, mostrado en la figura No. ©

Teniend~ la frecuencia de los Ab IGG e !gA vs los Ag de H.pylori se procedié a correlacionar
con 1a ecad de los pacientes, para darnos cuenta £: nuestra poblacion se comparta como en
otros pa:ses en donde aumenta gradualmente cor .a edad, ctservando que en ios adultes
con ulcera gastrica el Ab I5G vs Cag A aumenta gradualmente con |a edad y e! Ab IgA vs Cag
A se cbserva una mayor frecuencia a !a edad de 18 a 32 aflos en campar zién con los de 23
“a 47 anos. y en las demas edades aumenta graduaimente con la edad, cemo se muestra en
latabla No. 7
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FIGURA No. 6
Frecuencia de 1gG e IgA a los diferentes Ag de
H.pylori de los nlnos con DAR

M Serologia positiva

1=1gG ext.tot 2=1gG ureasa 3=IgA
ureasa 4=IgG CagA S5=IgA CagA

Figura No. 6 Seroprevalencia de los Ab IgG e IgA a los diferentes Ag de H.pylori en nifios
con DAR. observando una menor frecuencia al Ab IgA vs Cag A y una mayor frecuencia al Ab

igG extracto total.

TABLA No. 7
FRECUENCIA DE LOS Ab igG e IgA CONTRA EL ANTIGENO Cag A DE Helicobacter pylon
EN ADULTOS CON ULCERA GASTRICA ]

EDAD (anges) i 119G (%6) ! 19A {%%) i TOTAL (personas)
18 3 32 I 9 (90.00) i 5 (50.00) i 10
33247 ] 23 (25.83) i 3 (125 i 24
48 a 62 i 19 (90.47) ! 4 (19.04) 21
53a77 i 15 (88 23) i 2 (76 47) ; 17
78 a mayores i 2 (100.00) 2 {100.00) 2
TOTAL (personas) 57(50 54) ! 48 (64 £5) 73

Tabla No. 7 Relacion de la seroprevalencia de los Ab 1gG e IgA vs Cag A de H.pylori con la
edad de los adultos con uicera gastrica. cbservando gue aumenta gracualmente con la ecad

excepto con el Ab IgA a la edad de 18 a 32 anos.
Para los Ab IgG e IgA vs ureasa se cbserva que el Ab IGA aumenta gradualmente con la edad

hasta un (100 %) a la edad de 63 anos en adelante para el Ab IgG es mayor a la edad ce 18
a3 32 afics que a la edad de 33 a 47 afios y en adelante aumenta gradualmente con la edad.

como se indica en la tabla No. 8
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TABLA No. 8

FRECUENCIA DE LOS Ab 1gG e IgA CONTRA EL ANTIGENO UREASA DE Helicobacter
pyfor EN ADULTOS CON ULCERA GASTRICA

EDAD (anos) IgA (%) IgG (%) TOTAL (personas)
18a32 5 (50.00) 5 (50.00) [¢]
33247 18 (75.00) 10 (41.66) 24
48 a 62 15 (71.42) 11 (52.38) 21
63a77 17 _(100.00) 9 (52.94) 17

78 y mayores 2 (100.00) 2 (100.00) 2

TOTAL (personas) 52(72.9) 37 (50.00) 74

Tabla No. B Relacién de |a seroprevalencia de los Ab IgG e IgA vs el Ag ureasa de H.pylori
con la edad de los adultos con ulcera gastnca en donde se observa que aumenta con la edad.

Para el Ab 1gG vs extracto total se observa que a la edad de 18 a 32 afics un (B0%) y
aumenta hasta un (100%) a las demas edades hasta los 78 a fos en adelante ya que en esta
extracto se encuentran incluidos todos los Ag de H.pylori, como se muestra en ia tabla
No. 9

TABLA No. 9
FRECUENCIA DEL Ab 1gG CONTRA EL ANTIGENO EXTRACTO CELULAR TOTAL
DE Heficobacter pylori EN ADULTOS CON ULCERA GASTRICA
EDAD (afios) 19G (%) TOTAL (personas)
18 a32 8(80.00) [+]
33a47 24 (100.00) 24
48 a 62 21 (100.00) 21
63a77 7 (100.00) 7
78 a mayores 2 {100.00) 2
TJOTAL (personas) 72 (97.29) 74

Tabla No. 9 Relacion de la seroprevalencia del Ab IgG vs extracto total, en adultos con
Oicera gastrica observando que casi en todas las edades se observé un (100 %).

En los niflos con DAR se observa que los Ab IgG e IgA vs el Ag Cag A de H.pylori no se

observa el aumento gradual con la edad, Jo cual nos indica que algunas de !as cepas son
patégenas a algunas edades, como se muestra en la tabla No. 10

39




H.pylori

TABLA No. 10

FRECUENCIA DE LOS Ab 1gG e IgA CONTRA EL ANTIGENO Cag A DE Helicobacter pylori EN
NINOS CON DOLOR ABDOMINAL CRONICO RECURRENTE
EDAD (anos) 19G (%) IgA (%) TOTAL
(personas)
3as 5 (33.33) 2 (13.33) 5
6a8 4 (28.57) 2 (14.28) 4
gail 6 (31.57) 4 (21.05) 9
12a14 13 (76.47) 7 (ai17) 7
15217 § (55.55) 2(2222) 9
TOTAL 33 (44.59) 17 (22.87) 74

Tabla No. 10 Relacion de la seroprevalencia de los Ab IgG e IgA vs el Ag Cag A de H.pylorl
en ninos con DAR, en donde no se observé un aumento gradual con la edad para en Ab igG
y si se observé este aumento para IGA hasta la edad de 12 a 14 anos.

Para los Ab IgG e IgA vs ureasa de H.pylori en ninos con DAR , se observé que para los Ab
IgG e IgA aumentan gradualmente con la edad como se observa en otros paises, como se
muestra en la tabla No. 11

TABLA No. 11

FRECUENCIA DE LOS Ab 1gG E IgA CONTRA EL ANTIGENO UREASA DE Helicobacter pytori
EN NINCS CON DOLOR ABDOMINAL CRONICO RECURRENTE

EDAD (anos) 1gG (%) IgA (%) TOTAL

{personas
3a5 4 (26.66) 3 (20.00) 5
6a8 0 3 (2142 4
9ail 7 (36.84) 7 (36.84 E
12314 7 (41.17) B (47.05 7
15a17 5 (55.55) 4 _(44.44 9
TOTAL 23 (31.08) 25 {33.78) 74

Tabta No. 11 Relacién de la seroprevalencia de los Ab 19G e IgA vs el Ag ureasa en nifos
observando un aumento gradual con !a edad.

Para el Ab 1gG vs extracto total de M.pylori en nifios con DAR, se observa que a la edad de
3 a 5 afos es mayor que a la de 6 a 8 afos y en adelante aumenta graduaimente con la edad
hasta un {66.66%) siendo la mayor frecuencia de todos los Ab contra los Ag de H.pylori ya
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que en este se encuentran incluidos todos 10s Ag de H.pylori , como se muestra en Ja tabla
No. 12

TABLA No. 12

FRECUENCIA DEL Ac IgG CONTRA EL ANTIGENO EXTRACTO CELULAR TOTAL
DE Helicobacter pylori EN NINOS CON DOLOR ABDOMINAL CRONICO
RECURRENTE
EDAD (anos) 19G (%) TOTAL rsonas)

3a5 7 (46.66) 5

6a8 5_(35.71) 14
9a it 10 (52.63) 9
12a 14 9 {52.84) 17
15217 6 (66.66) ]
TOTAL 37 _(50.00) 74

Tabia No. 12 Relacion de la seroprevalencia del Ab 1gG vs extracto total en nifos con DAR,
observando un aumento gradual con la edad.

Después procedimos 3 realizar los antibiogramas para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas aisladas de H.pylori tanto de adullos como de nifios, usando
agar sangre sin antibidtico y una tira plastica de E-test la cual contienen un gradiente de
concentraciones de los antimicrobianos, usamos una tira por ¢aja, los antimicrobianos usados
fueron matronidazoi, amoxicilina y claritromicina ya que estos son usados en el tratamiento de
estas enfermedades #cido peépticas y asi elegir los antimicrobianos adecuados para cada
paciente y asegurar una erradicacién, de los cual observamos que en los adultos con Glcera
gastrica se observa una resistencia al metromidazol en un (72.40%); a claritromicina un
{13.79%) y en los nifios con DAR se observd una resistencia mayor que en los adultos al
metronidazol el cual fue del (100%) y para claritromicina un (42.85%) mientras que en
adultos y nifios no se observo resistencia alguna a la amoxicilina, 1a cual debe ser usada en
todos los tratamientos de estas enfermedades, datos mostrados en las tablas No. 13y 14.
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TABLA No. 13
SUSCEPTIBILIDAD DE Helicobacter pylori AISLADO DE ADULTOS CON ULCERA GASTRICA
A TRES ANTIMICROBIANOS
ANTIMICROBIANO RESISTENCIA (%) SENSIBILIDAD (%) TOTAL

_{cepas) |

METRONIDAZOL 32 _(72.40) 16 (27.58) S

CLARITROMICINA 8 {(13.79) 50 (86.20) 5

AMOXICILINA 4] 58 (100.00) ¢

TABLA No. 14

SUSCEPTIBILIDAD DE Helicobacter pyfori DE NINOS CON DOLOR ABDOMINAL CRONICO
RECURRENTE A TRES ANTIMICROBIANOS

ANTIMICROBIANO RESISTENCIA (%) SENSIBILIDAD (%) TOTAL
{cepas)
METRONIDAZOL 7 {100.00) 0 7
CLARITROMICINA 3 (42.85) 4 (57.14) 7
AMOXICILINA ] 7 _(100.00) 7

Tanto en la tabla No. 13 y 14 no se cbserva alguna cepa resistente a amonxicilina 1a cual debe
ser de gran uso para el tratamiento de estas enfermedades acido pépticas.
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# DISCUSION DE RESULTADOS

Con nuestro estudio se muestra que la posibilidad de adquirir las infecciones por H.pylori
ocurren a temprana edad y aumentan gradualmente con la edad. Obteniendose un
{36.48%) de frecuencia de aislamiento de H.pylori en nifos con DAR y un (87.83 %) en los
adultos con Glcera gastrica (X2 = 41.48 y una P < 0.001), toda 1a pobiacidn fue diagnosticada
por endoscopia, toma de biopsias y métodos microbioldgicos como fa prueba de la ureasa, 1a
catalasa, la oxidasa las cuales deben ser positivas y 13 tincion de Gram.

Se observa que hay una mayor frecuencia de aislamiento de H.pylori en los paises en vias
de desarrollo que en los paises desarrollades, Jo cual es una explicacion légica de porgue
encontramos un Mayor porcentaje de frecuencia de aislamiento en nuestro estudio, porque la
ciudad de México es un pais en vias de desarrollo.

La frecuencia de aislamiento de H.pylori es similar a la de otros estudios realizados en nifios
y aduttos como lo reportan:

Mones y cols, en Barcelona reportaron que las personas de 1 a 20 afcs de edad tenian una
frecuencia de aislamiento de H.pylori de un {20 %) y las personas de 40 ancs o mayores
su frecuencia fue de un (80 %), En laindia las personas de 1 a 20 afos de edad tenlan
una frecuencia de un (60 %) y las personas de 20 afios en adelante presentardn una
frecuencia de un (80 %). (4

En otro estudio Bourkeb y cols, en el Oeste de Australia reportaron que para personas de 25

a 34 anos de edad su frecuencia de aislamiento de H.pylori fue de (35 %) y a la edad de 55
a 64 anos su frecuencia fue de (62 %). @

Otro estudio de Hassall y cols, reportarén que los nifos de la India menores de 18 afios
teniendo una frecuencia de aislamiento de H.pylori de (85 %) y los niflos caucasicos

menores de 18 afios tienen una frecuencia de asilamiento de H.pylori de (15 %) y con
menores nesgos. @8

Con respecto a la prueba seroldgica (ELISA) de los diferentes antigenos de H.pylori, la
presencia de los anticuerpos (Ab) especificos para H.pyfori muestran una correlacion con la
presencia de las infecciones tanto en nifics como en adultos. Por lo que las técnicas

serologicas son buenos métodos no invasivas para realizar el seguimiento de las infecciones
de H.pylori .

En los aduttos con Uicera gastrica el Ab con una menor seroprevalencia fue el Ab 1gG contra
la ureasa y con una mayor seroprevalencia ei Ab 1gG contra el extracto celular total, siendo el
Ab IgG el que es mas especifico para estas infecciones, correlacionandose con la presencia
de H.pylori, con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 80%.

En los nitos con DAR el Ab con menor seroprevalencia fue el Ab IgA contra Cag Ay con una

mayor seroprevalencia el Ab IgG contra el Ag extracto celular total, con una sensibilidad del
80 % y una especificidad del 80 %. Observando que tanto en adultos como en nifios los
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Ab IgG tienen una mayor seroprevalencia ya que este Ab es de memoria por lo que se
encuentra en mayor proporcion y principalmente el Ab 1gG vs el Ag extracto total.

Con respecto a la edad de los adultos con llcera gastrica, se observo gue a lodas las edades
1a seroprevalencia de los Ab IgG es mayor a la de los Ab IGA en las determinaciones de los
Ag de M.pylori como Cag A y ureasa aumentan gradualmente con la edad en algunos
rangos se observa una pequefia disminucion pero a la edad de 78 afos en adelante es del
(100 %), tanto para los Ab IgG como para los IgA, para el Ab IgG vs extracto celular total se
observa un (B0 %) a la edad de 18 a 32 aflos y a todas las demas edades un (100 %)
L.a correlacion con la edad es significativa. (r = 0.5).

A todas las edades de los niflos con DAR la seroprevalencia del Ab IgG es mayor que la del
Ab IgA en las determinaciones de los diferentes Ag de H.pylori como en los Ag Cag A y
ureasa aumentan gradualmente con la edad y para el Ab IgG vs Extracto celular total se
observa una seroprevalencia mayor a todas las edades en comparacién con los otros Ag
hasta un (66 %), pero esta seroprevalencia es menor en comparacion con la seroprevalencia
de los adullos con uicera gastrica. Esto puede deberse a las actividades que desempefian
los adultos, ya que tienen un nivel de vida con mayores presiones que los nifos, tanto en sus
hogares como en sus trabajos en la ciudad de México, se pudiera deber también a otros
factores como son el ingerir bebidas alcoholicas, tabaco y el uso de acido acetilsalicilico, lo
cual no ocurre en los nifos, otra posible explicacidn es que nuestro estudio se realizd en la
ciudad de México que esta en vias de desarrollo.

La seroprevalencia de las infecciones por H.pylorl en nuestro estudio es similar a otros
estudios realizados en otros paises tanto en niftos como adultos:

Goto K. y cols, en Hiroshima que es la excepcion de los paises desarrollados, reportaron que
ala edad de 0 a 10 afios tenian una seroprevalencia de un 6 %, de 11 a 20 afos un 14 % de
21 a 30 anos un 31 % de 31 a 40 anos un 61 % y mayores de 50 afos un 80 %, por medic de
1a técnica seroldgica ELISA para medir Ab 1gG. '8

Crabtree y cols. en el norte de Europa reportaron que para 2 839 personas se observd una
frecuencia de aistamiento de H.pylori de un 49.58 % y una seroprevalencia a la edad de 25
a 34 afios de un 4B % y de 55 a 64 afos de un 50 %. (18

Con respecto a las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de H.pylori
aisladas de adultos con Ulcera gastnca a los tres diferentes antimicrobiancs usados se
encontro que un (72.40 %) de las cepas son resistentes al metronidazol, un (13.8 %) de las
cepas son resistentes a clantromicina y ninguna cepa fue resistente a la amoxicilina. De
ias cepas de H.pylori aisladas de ninos con DAR a los tres antimicrobianos usades fue
(100 %) de !as cepas son resistentes al metronidazol, un (42.85 %) de l!as cepas son
resistentes a la claritromicina y ninguna cepa fue resistente a la amoxicilina, de igual manera
que con los adultos conuna (X 2=65.84 y una P < 0.001).
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Lo cual concuerda con lo reportado por otros autores como

Pérez Trallero en Espafa quien reporé que de 425 cepas de H.pylori provenientes de 386

adultos con ulcera y de 39 nifios dispépticos, se determiné la resistencia antimicrobiana por
el método de E-test obteniendo los resultados siguientes :

Antimicrobiano ADULTOS NINOS TOTAL
Claritramicina 1 6.8% 95 % 7.1%
Metronidazol 1 48.4 % 66.7 % 50.1 %
Amoxicilina 1 0% 0% 0%

De donde observd mayor resistencia en nifios que en aduitos para clantromicina y
metronidazol y no encontro resistencia a la amoxicilina, 1o cual nos indica que 1a amoxicilina
es un antimicrobiano importante en el tratamiento de estas enfermedades acido pépticas.
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@ CONCLUSIONES:

H.pylori esla causa mas comun de 1as infecciones gastrointestinales humanas, como la
Ulcera gastrica, gastritis etc.

La frecuencia para adquirir 1as infecciones de M.pyfori es mayor en los adultos que en
los ninos.

La seroprevalencia tiene una cofrelacién significativa con 1a edad, de tal forma que ia
seroprevalencia es menor en ninos y aumenta gradualmente con la edad.

El antigeno de M.pyfori extracto celular total tienen una mayor seroprevalencia tanto en
nidtos como en adultos ya que en este extracto se encuentran incluidos todos los
antigenos de M.pylori.

La resistencia de las cepas de H.pylori es mayor en las cepas aisladas de nifios con
DAR que las aisladas de adultos con tlcera gastrica y no se observo ninguna cepa
resistente a la amoxicilina. Por 1o cual este antimicrobiano es de buena eleccion para uso
en la terapia de estas enfermedades scido pépticas.

Nuestro estudio muestra la aita prevalencia de estas infecciones por H.pylori en la
poblacidon estudiada, por lo gue se sugiere que se continue el desamolio de estos
estudios para 1a obtencién de mas datos informativos sobre estas infecciones en nuestro

pais, ya que hay muy pocos estudios epidemioldgicos realizados en México, ya que la

gran mayoria de l0s estudios se realiza en otros paises.
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@ APENDICE:
@® MEDIOS DE CULTIVO:

® GELOSA CHOCOLATE:

Base de agar gelosa chocolate (bioxon)
Hemcglobina..
Pollennquecxmlemo

...5q.
10mL

En un matraz de 2 litros disolver 1a base de agar con 500 mL de agua desionizada mas S0 mL
de excedente.

£n un matraz de 1 litro disolver 1a hemoglobina con 500 mL de agua desionizada fria mas 50
mL de excedente. En caso de que queden grumos se filtra a otro matraz usando una gasa.
Esterilizar durante 15 min a 1219 C y 15 ib. Enfriar ambas soluciones a 40 — 459C, ala base
afiadir 1a hemoglobina y polienriquecimiento, mezclar bien y distribuir en las placas dentro de
una campana de flujo laminar y luz UV para evitar el agua de condensacitn, guardar las
cajas en boisas de plastico bien cerradas y etiquetadas en el cuarto frio.

® GELOSA CHOCOLATE CON ANTIBIOTICO.

Base de agar gelosa chocolate (bioxon)
Hemoglobtina...
Pohennquecxmlemo

..5q.
.10mL

En un matraz de 2 litros disolver la base de agar con 500 mL de agua desionizada mas 50 mL
de excedente.

En un matraz de 1 litro disolver 1a hemoglobina con 500 mL de agua desionizada fria mas 50
ml. de excedente. En caso de que queden grumos se fiitra a otro matraz usando una gasa.
Esterilizar durante 15 min a 1219C y 15 Ib. Enfriar ambas soluciones a 40 — 459C, a la base
se le ahade la hemoglobina, el polienriquesimiento y una mezcta de 10 mg de acido
nalidixico, 5 mg de trimetropnm, 3 mg de vancomicina , 2 mg de anfotericina B en un mL de
agua, mezclar bien y distribuir en las placas dentro de una campana de flujo laminar,
mantener las cajas abiertas durante 15 min en la campana de flujo laminar y luz UV para

evitar el agua de condensacién, guardar las cajas en bolsas de plastico bien cerredas en el
cuarto frio.
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® AGAR GELOSA SANGRE:

Base de agar sangre. ...40g.
Agua desionizada... .1000mL
Sangre de camero.. .50 M1

Disolver 1a base en un matraz de 2 litros con 1000 mL mas 55 mbL de excedente de agua,
esternlizar durante 15 min a 121 9C y 15 Ib, enfriar de 40 a 45 °C, afnadir 1a sangre, mezclar y
distribuiria en las placas dentro de una campana de flujo laminar, mantener las cajas abiertas
durante 15 min con luz UV para evitar el agua de condensacion, guardar las cajas en bolsas
de plastico bien cerradas y etiquetadas en el cuarto frio.

® AGAR GELOSA SANGRE CON ANTIBIOTICO:

Base de agar sangre...................
Agua desionizada..
Sangre de camero.

Disclver la base en un matraz de 2 fitros con 1000 mL mas 55 mL de excedente de agua,
esterilizar durante 15 min a 121 9C y 15 b, enfriar de 40 a 45 ° C, afiadir la sangre, y una
mezcla de 10 mg de acido nalidixico, 5 mg de trimetropnm, 3 mg de vancomicina , 2 mg de
anfotericina B en un mL de agua mezclar y distnbuirta en las placas dentro de una
campana de flujo laminar, mantener las cajas abiertas durante 15 min con luz UV para evitar

el agua de condensacion, guardar 1as cajas en boisas de piastico bien cerradas y etiquetadas
en el cuarto frio.

® CALDO BRUCELLA:

Base de caldo brucelta
Agua desionizada.

..28g.
00 mi

Disolver completamente y esterilizar por 15min a 1219Cy 151b.
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@ CALDO BRUCELLA CON GLICEROL:

Agua desionizada.
Glicerol

Disolver completamente, adicionar los 15 mb de glicerol y esterilizar por 15 mina 121°Cy 15
b.

® REACTIVOS:
@ PRUEBA DE UREASA PARA H.pylori :

{Dulbeco’s phosphate buffered salme)
Rojo de fenol 1 %...

Disolver la urea en D-PBS y filtrar con membrana de 0.22 11 a un matraz estéril y adicionar el
rojo de fenol al 1 % en condiciones de esterilidad.

® SOLUCION SALINA:

..0.9g.

Agua desionizada 100 mL

Disolver completamente y esterilizar por 15min 2 121°C y 15 1b.

® BUFFER DE CARBONATOS:

NaxCOs..
NaHCOs.
NaNas...
Agua desionizada

Disolver conpletamente en un vaso de precipitado

. guardaria en un frasco oscuro en el
cuarto frio.
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® BUFFER DE FOSFATOS (PBS):

..30 g en 500 mL de agua desionizada.

A) NaH2PO....
53.5 g en 500 mL de agua desionizada.

B) NazHPO....

Mezclar 60 mL de A con 200 mL de B para obtener un pH de 7.3

® BUFFER SALINO DE FOSFATOS CON TIMEROSAL Y TWEEN 20 (P8STT):

Agua desionizada

Disolver completamente en un vaso de precipitado y guardar en el cuarto frio.

® PBSTT CON GELATINA 0.1 % (PBSTTG):

PBSTT...
Gelatina.

Calentar el PBSTT a bano de agua a 60 °C adicionar la gelatina agitando con cuidado para
que se disuelva durante 30 min, guardar en frascos oscuros en el cuarto frio.

® PBSTTG CON GAMMAGLOBULINA 0.5% (PBSTTGG):

PBSTT.
Gelatina..
Gammaglobulina bovina

Calentar el PBSTT a baito de agua a 60 °C adicionar la gelatina agitando con cuidado para
que se disueilva durante 30 min, enfriar la solucién y se adiciona la gammaglobulina, se

guarda en frascos oscuros en el cuarto frio.
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@ PBSTT GAMMA GLOBULINNA 0.1 % CON ALBUMINA 1 % (PBSTTGB):

.1000 mi
Gammaglobulina bovina, ...5g.
Albumina sérica bovina.... .ig

Al PBSTT se le adiciona 1a gammaglobulina y 1a albdminase agita con cuidado para que se
disuelva durante 30 min, se guarda en frascos oscuros en el cuarto frio.

® SOLUCION DE ETANOL:

Etanol..........

. .70 mL
Agua destilada.

.30mL

Mezclar el etanol con el agua se etiqueta y se guarda.

@®SOLUCION DESINFECTANTE:

Sanitizing agent germicide-algicide-decdorizer (ROCCAL) Il 10 %.
Cloro....c.cuueees

Agua destilada.

Mezclar todo, etiquetar y guardar.
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