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PLANTEAMIENTO

El presente trabajo esta dirigido a la recopilacion de informacion acerca de una bacteria pleomorfica que en los
Ultimos 12 afios ha tomado gran importancia, pues ha demostrado ser el agente causal de la Glcera duodenal y otras
patologia gastricas, ademas de haber tomado ya un lugar sumamente importante y trascendente para los
profesionales de la salud dedicados al estudio, diagnostico y tratamiento de esta enfermedad gastroduodenal y otras

patologias.

Por el aumento notable de informacion sobre la diversidad de estudios que han surgido de Helicobacter pylori,
existe la necesidad de elaborar una sintesis sobre las caracteristicas bacteriologicas y patogenicidad, por lo que
consideré necesario conjuntar en una investigacion bibliografica, los hallazgos y el conocimiento que han arrojado
los diversos trabajos de investigacion sobre esta singular bacteria, y que este trabajo se convierta en una guia y
fuente de consulta para los profesionales y estudiantes de las ciencias biolégicas que tengan un especial interés

sobre Helicobacter pylori.



JUSTIFICACION ¥ OBIETIVOS

En mi inquietud por conocer con mas profundidad sobre el conocimiento cientifico, junto con los motivos que
describo a continuacion, me estimularon a investigar las caracteristicas bacteriologicas “sui generis” de Helicobacter
pylori.

Un primera motivacion para abordar esta investigacion fue, que durante una etapa de mi vida familiar, dos de mis
seres queridos, se vieron afectados por una enfermedad gastrointestinal, que ain en manos de médicos
especialistas, fue dificil de establecer su diagnostico, lograndose determinar al agente patdgeno, como Helicobacter
pylori, después de un tiempo de la aplicacion y desarrollo de diversos procedimientos de laboratorio y estudios

clinicos.

Posteriormente, el interés que surgié durante mi formacion profesional, fue al abordar el estudio bacteriolégico de H.
pylori, sus caracteristicas estructurales, morfoldgicas, metabdlicas, cultivo e identificacion, entre otras, las cuales
observé que establecen una diferencia notable entre el estudio de esta bacteria patdgena gastroduodenal, con
respecto a los procesos microbioldgicos comunes y afines al diagndstico bacteriologico, que son utilizados en el

estudio de otros grupos de bacterias patdgenas.

Otros estudios importantes que me motivaron a desarrollar esta investigacion son: que desde el punto de vista
epidemioldgico, se ha descrito que H. pylori tiene una distribucion mundial, que en paises en vias de desarrollo
como Meéxico, las malas condiciones higiénicas pueden ser un factor predisponente para la infeccion por este
microorganismo y sobre todo, uno de los aspectos mas importantes en la patologia humana, por el dafio que causa
esta bacteria en la invasion y colonizacion de la mucosa géstrica, es que, en pacientes con gastritis cronica, H.
pylori al estimular la proliferacion celular y factores de crecimiento, junto con un incremento del indice de mutacién

del DNA de la mucosa gastrica infectada, puede influenciar su evolucion hacia un carcinoma gastrico.

Los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron:
«» Recopilar y analizar la informacion de diversas fuentes bibliogréficas haciendo énfasis en la informacion de los

Ultimos diez afios.

<+ Elaborar un documento, a manera de monografia, que sea fuente de difusion de los aspectos mas
sobresalientes sobre las caracteristicas microbioldgicas y metabdlicas, de estudios diagndsticos de laboratorio,
de los aspectos inmunoldgicos, de estudios epidemiologicos, mecanismos de invasion y establecimiento de la
gastritis o Ulcera duodenal, y los hallazgos que avalan la posible evolucion hacia algin tipo de carcinoma

gastroduodenal, en el humano.

< Se pretende proveer a profesionales, estudiantes o personas interesadas en Helicobacter pylori, una

herramienta de consulta para un mejor conocimiento de las caracteristicas de la bacteria.
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1. INTRODUCCION

Desde los albores del siglo XXI, la infeccién por Helicobacter pylori, sigue siendo desde
su descubrimiento por los médicos australianos Barry Marshall y Robin Warren (Figura
1) en 1982, uno de los fendmenos cientificos de mayor envergadura de la literatura
biomédica mundial, desde el momento en que ellos lograron su cultivo a partir de una

biopsia gastrica.

Figura 1 Robin Warren (izquierda) y Barry Marshall en su
laboratorio de Perth, Australia a mediados de los afios 801

Desde un principio, esta bacteria Gram negativa ha provocado un profundo interés entre
bacteriélogos, gastroenterdlogos, especialistas en enfermedades contagiosas, bidlogos

estudiosos del cancer, epidemidlogos, patologos y cientificos farmaceéuticos.

La posibilidad de que una bacteria fuese el agente patdégeno que causara la gastritis, las
Ulceras pépticas, y con el tiempo, la aparicion de un cancer, era un reto dificil de
demostrar; por lo que, para convencer a sus colegas y al mundo cientifico, Barry

Marshall bebié una suspension de Helicobacter pylori y con ello demostré y validé uno



de los principios, de los postulados establecidos por Koch, sobre la patologia
bacteriana; en este caso especifico, para la gastritis, y asi confirmo la hipétesis, de que

esta bacteria es el agente etioldgico de estos padecimientos gastricos’.

A partir de la confirmacién del agente patégeno, el diagnéstico y el tratamiento de esta
enfermedad gastroduodenal ha cambiado drasticamente. La enfermedad de la Ulcera
péptica, actualmente se considera como una enfermedad de tipo contagiosa, en la que

la eliminacion del agente etiolégico, es la cura.

Ante las evidencias que se acumulan dia con dia, se incrementa el consenso de
reconocer cada vez mas, la importancia que la infeccion por Helicobacter pylori tiene
sobre el desarrollo del cancer gastrico, ademas de evaluar también la posible accion
patbgena que esta bacteria puede generar en otras enfermedades del tracto
gastrointestinal. Otra investigacion, es la evaluacion de las terapias antimicrobianas, ya

que hasta el 2002, aun no se cuenta con alguna que sea efectiva®.

1.1 Resefia histoérica

A finales del siglo XIX Bizzozero describié la presencia de bacterias espirales en el
estdbmago de perros y gatos; sin embargo, no adquirié verdadera importancia hasta que
se cultivd Helicobacter pylori, en Australia en 1982, a partir de muestras de mucosa
gastrica de pacientes con Ulcera y gastritis. Desde 1989, se le considera la especie tipo

de un nuevo género, Helicobacter en el que existen al menos otras 19 especies.

La presencia de bacterias espirales en el estbmago humano fue descrita por primera
vez por Kreinitz en 1906. Sin embargo, no fue sino hasta inicios de los afos 80’s
cuando Robin Warren redescubrio el germen y establecidé por primera vez su relacién
con la inflamacién géstrica y la Ulcera. Robin Warren animé6 a Barry Marshall a intentar
aislar la bacteria. Los intentos de cultivar la bacteria resultaron infructuosos hasta que,
casualmente, los frascos de cultivo de la biopsia numero 35 quedaron olvidados durante
las vacaciones de Semana Santa de 1982; al regresar de vacaciones, Marshall observé

la presencia de unas bacterias en cultivo que no se correspondian con ninguna especie



conocida. Habia aislado por primera vez Helicobacter pylori, sin duda, uno de los

descubrimientos mas importantes en Medicina en los Gltimos 25 afios®.

A pesar de que muchos reportes en la literatura, anteriores a este suceso, informaron
de la presencia de bacterias en forma de espiral, ninguno establecié la correlacion de

esta bacteria como agente patégeno con la enfermedad gastroduodenal.

Debe tenerse presente que inicialmente H. pylori fue denominado como Campylobacter
pyloridis y luego Campylobacter pylori antes de nombrarlo como Helicobacter pylori en
1989; la literatura cientifica tiene pruebas del gran interés en Helicobacter por la
frecuencia de articulos de investigacion que han sido publicados sobre este

microorganismo como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2 Articulos sobre Helicobacter pylori citados en Medline desde su cultivo. La base de datos del Medline
se investigd de acuerdo a las palabras claves utilizadas como “Campylobacter pyloridis”, “Campylobacter
pylori” y “Helicobacter pylori”. El niimero total de articulos citados para las tres categorias se muestra por afios.
En 1999, fue el Ultimo afio en el cual existié una base de datos completa, 2091 articulos fueron publicados
sobre este topicol.



El nimero de articulos cada vez fue incrementandose cambiando las palabras claves de
Campylobacter pyloridis, a C. pyloris hasta Helicobacter pylori. De 1997 al 2000, hubo
mas articulos publicado sobre Helicobacter que sobre Salmonella y Bacillus, y el
ndmero de estudios divulgados fue comparable a los de Staphylococcus y

Mycobacterium, que estaban por debajo de Escherichia coli, la especie bacteriana mas

citada.

El descubrimiento de que H. pylori estaba implicado en diferentes patologias gastricas,
ha supuesto un cambio conceptual, ya que es la primera vez que una bacteria se
considera como causante de un proceso gastrico el cual era tratado de forma paliativa

pero no curativa’.

1. 2 De Campylobacter a Helicobacter

En los primeros estudios realizados con esta bacteria, se pensé que podia ser una
nueva especie dentro del género Campylobacter por su aspecto en la tincion de Gram y
su requerimiento microaerofilico, aunque presentaba ciertas caracteristicas atipicas. Sin
embargo, los estudios genémicos modernos, especialmente el andlisis de secuencias
del &cido ribonucleico ribosomal 16S (ARNr), permitieron demostrar que Campylobacter

y Helicobacter eran dos géneros diferentes.
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Figura 3 Imagen de Campylobacter jejuni en tincion de Gram?3



Figura 4 Imagen de Helicobacter pylori en tincion de Gram?

1. 3 Importancia de la infeccion por H. pylori

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo curvado que se encuentra en la mucosa
gastrica del estbmago humano y que se ha asociado con diferentes enfermedades

digestivas.

La implicacion de estas bacterias en la gastritis cronica activa, su asociaciéon con la
Ulcera gastroduodenal y su inclusiébn por parte de la Agencia Internacional para la
Investigacién en Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud (IARC) en 1994 colocé
a Helicobacter pylori entre los agentes carcindgenos tipo 1, lo que ha convertido a la

bacteria en uno de los microorganismos de mayor interés en patologia humana®.
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2.1 MANUAL DE BERGEY

El Manual de Bergey es la referencia primaria para describir las caracteristicas
bacterianas; actualmente existen dos versiones de este Manual, el Manual de Bergey
de Bacteriologia Determinativa (92. Edicion en 1994), el cual es un solo volumen de
referencia dedicado exclusivamente a la identificacion bacteriana y el Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistemética que es un compendio de cuatro volimenes que
contiene una informacién descriptiva mas detallada, y es util para la clasificacion de las
bacterias. La segunda edicion del primer volumen del Manual Bergey de Bacteriologia

Sistematica fue publicada en el verano del 2001°.

El Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, es la autoridad reconocida sobre la
taxonomia bacteriana, dividido en cuatro volimenes, donde cada volumen contiene
varias secciones y cada seccion contiene varios géneros relacionados. Brevemente, el

contenido de cada volumen es el siguiente:

Volumen 1 (1984). Bacterias gram negativas de importancia médica y comercial:
espiroquetas, espirilos y bacterias curvas, bacilos gram negativos aerdbicos y aerébicos
facultativos, anaerobios obligados, cocos gram negativos, aerobios y anaerobios,

bacterias reductoras de sulfato y de azufre, rickettsias y clamidias, micoplasmas.

Volumen 1l (1986). Bacterias gram positivas de importancia médica y comercial: cocos
gram positivos, formadores y no formadores de esporas, micobacterias y actinomicetos

no filamentosos.
Volumen 1lII (1989). Bacterias gram negativas restantes: bacterias deslizantes,
fototroficas, cubiertas, formadoras de yemas y apendiculadas; cianobacterias; bacterias

litotréficas y las arqueobacterias.

Volumen IV (1989). Actinomicetos filamentosos y bacterias relacionadas®.



En el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, la lista detallada de los géneros,

es la siguiente*:

Volumen |

SECCION 1
Las espiroquetas
Orden I: Spiroquetales
Familia I: Spirochaetaceaee
Género |: Spirochaeta
Género II: Cristispira
Género lll: Treponema
Género IV: Borrelia
Familia Il: Leptospiraceae
Género: Leptospira
Otros organismos
del

termitas y

Espiroquetas intestino
posterior de

Cryptocercus punctulatus

SECCION 2
Bacterias aerdbicas
microaerofilicas, métiles,

helicoidales / vibrioides Gram
negativas

Género: Aquaspirillum

Género: Spirillum

Género: Azopirillum

Género: Oceanospirillum
Género; Campylobacter
Género: Bdellovibrio

Género: Vampirovibrio

SECCION 3
Bacterias no moétiles (o rara
mente métiles), Gram
negativos, curvas
Familia I: Spirosomaceae
Género: Spirosoma
Género: Runella
Género: Flecotobacillus
Otros géneros
Género: Mycrocyclus
Género: Meniscos
Género: Barchyarcus

Género: Pelosigma

SECCION 4

Bacilos y cocos Gram

negativos aerébicos

Familia I: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Género: Xanthomonas
Género: Frateuria
Género: Zooglea

Familia Il: Azotobacteraceae
Género: Azotobacter
Género: Azomonas

Familia 1ll: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium
Género: Bradyrhizobium
Género: Agrobacterium
Género: Philobacterium

Familia IV: Methylococcaceae
Género: Methylococcus

Género: Methylomonas

Familia V: Halobacteriaceae
Género: Halobacterium
Género: Halococcus

Familia VI: Acetobactereaceae
Género: Acetobacter
Género: Gluconobacter

Familia VII: Legionellaceace
Género: Legionella

Familia VIII: Neisseriaceace
Género: Neisseria
Género: Moraxella
Género: Acinetobacter
Género: Kingella

Otros géneros
Género: Beijerinckia
Género: Ferxia

Género: Xanthobacter

Género: Thermus

Género: Halomonas

Género: Alteromonas

Género: Flavobacterium

Género: Alcaligenes

Género: Serpens

Género: Janthinobacterium

Género: Brucella

Género: Bordetella

Género: Francisella

Género: Lampropedia




2.2 REINO Procaryotae

El reino Procaryotae esta dividido en cuatro categorias: () Eubacterias Gram negativas

con pared celular, (II) Eubacterias Gram positivas con pared celular, (Ill) Eubacterias

sin pared celular y I(IV) Arqueobacterias, (Figura 5). Actualmente, a toda bacteria se le

asigna un género y una especie®.

Reino
Procaryotae

Eubacterias

Gram —
po*ue
tie ed

celular

Eubacterias
Gram —
negativas
que tienen
pared celular

capa fina de peptidoglicanos. Tipicamente,

Eubacterias
sin pared
celular

Arqueo
bacterias

carecen del 4cido muramico®.

* Categoria I: Eubacterias Gram negativas con pared celular. Agrupa a todas las

bacterias que presentan una pared celular con multicapas, que ademas contiene
una capa delgada de péptidoglicanos, la cual se localiza entre la membrana
citoplasmica y la pared celular. (El término eubacteria significa “bacteria
verdadera”, el cual distingue a estas células procariotas, de las arqueobacterias,

gue se clasifican en el dominio Archae).

Categoria Il: Eubacterias Gram positivas con pared celular. Contiene a las
bacterias con una pared celular, que muestra una capa gruesa compuesta

principalmente por péptidoglicanos.

Categoria lll: Eubacterias sin pared celular. Contiene a todas las bacterias que
carecen de pared celular. Estas bacterias tipicas son flexibles y carecen de una
morfologia definida. Las bacterias en esta categoria comunmente son llamadas

micoplasmas.

Figura 5 El reino Procaryotae esta dividido en cuatro
categorias definidas, segln la estructura de la pared
celular,. La mayoria de las bacterias son Gram
negativas con pared formada por multicapas con una

bacterias Gram positivas tienen la pared formada por
una capa gruesa de péptidoglicanos. Las bacterias que
carecen de pared celular, son llamadas micoplasmas;
y las arqueobacterias tienen la pared con un
polipéptido semejante a un péptidoglicano,  pero



* Categoria IV: Argueobacterias. Agrupa a las bacterias que no contienen al tipico
péptidoglicano, ya que este carece del acido muramico; es decir, no hay NAM
(dcido N-acetilmuramico) incorporado hacia la molécula semejante al
péptidoglicano en su pared celular. La taxonomia microbiana se encuentra
nuevamente en un estado de cambio, estableciendo las razones por las que
estas bacterias se ubican en la categoria IV. Las bacterias en esta categoria
son llamadas arqueobacterias, ya que cuando fueron descubiertas, se pensoé
gue eran los antepasados primitivos de las bacterias. Hoy en dia, se cree que
representa a sélo una de las tres lineas de la evolucion, dando lugar a las
arqueobacterias actuales. El concepto del dominio de taxonomia ha sido

propuesto para reflejar este acontecimiento evolutivo®.

2.3 CARACTERISTICAS MAS USUALES PARA CLASIFICAR A LAS
BACTERIAS

De las caracteristicas enumeradas, la mas importante para su identificacion, es el tipo
de célula, es decir, definirla como célula procaridtica. La siguiente caracteristica
corresponde a la morfologia, le sigue el metabolismo y la forma de reproduccién, que
se van utilizando de forma jerarquica para la identificacion bacteriana en general,
mientras que, para la asignacion de especie, es Util la serotipificacion, tipificacion y el
analisis del DNA, que proporcionan de manera importante, informacién diferencial en la

distincion de especies y su variacion®.

2.3.1 Genoma bacteriano (DNA)

La mayoria de los genes en las células bacterianas se encuentran dentro del
cromosoma. Los datos disponibles respecto a la secuencia del genoma indican que la
mayoria de los genomas procariotas consisten en una molécula Unica de DNA circular.
Muchas bacterias contienen genes adicionales en los plasmidos, que varian en tamafio,
desde unos cuantos kpb, hasta 100 kpb. Los replicones son circulos de DNA (que
integran a cromosomas y plasmidos), los cuales contienen la informacién genética

necesaria para su propia replicacién. En las procariotas, los genes no se encuentran
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separados del citoplasma a través de membranas, mientras que en las células
eucariotas se encuentran compartimentalizadas. Con algunas excepciones, los genes

bacterianos en general, son haploides. °

Los genes indispensables para el crecimiento bacteriano se encuentran en el
cromosoma, mientras que los pladsmidos contienen genes vinculados con funciones
especializadas. Muchos pladsmidos como portadores de genes, son los responsables de
transferirlos, de una bacteria a otra, asi como otros genes evolutivos independientes
pueden asimilarse por plasmidos que estan esparcidos entre esta poblacién bacteriana.
Una consecuencia de estos eventos genéticos se observa, por ejemplo, en la rapida
diseminacion de la resistencia bacteriana a los antibioticos transmitida por plasmidos,
después del uso sin un control médico adecuado de estos compuestos, principalmente

en los hospitales’.

2.3.2 Caracteristicas del cromosoma bacteriano

El cromosoma de una bacteria es de forma circular con una circunferencia de
aproximadamente 1 nm y es de 100 a 1000 veces mas largo que el soma bacteriano,
en el que se encuentra contenido. La mayoria de los cromosomas bacterianos
contienen millones de nucleétidos y codifican algunos miles de genes (Cuadro 1).
Cuando esta completamente superenrrollado, el cromosoma ocupa aproximadamente el

10% del citoplasma bacteriano®.

Como se muestra en el Cuadro 1, H. pylori contiene un cromosoma circular con 1,67

millones de nucleétidos con un total de 1590 genes.®



Cuadro 1. Genomas

Organismo

Numero de nucle6tidos — Numero de genes

Bacillus subtilis

4.2 millones de nucleétidos — 4225 genes

Borellia burgdorferi

1.4 millones de nucleétidos
bacterianos — 853 genes)

(910,000 cromosomas

Escherichia coli

4.7 millones de nucledtidos — 4000 genes

Haemophilus influenzae

1.8 millones de nucleodtidos — 1743 genes

Helicobacter pylori

1.67 millones de nucleétidos — 1590 genes

Methanococcus jannaschii

1.66 millones de nucleétidos — 1738 genes

Mycobacterium tuberculosis

4.41 millones de nucleétidos — aproximadamente 4000
genes

Mycoplasma genitalium

580,070 nucledtidos — 480 genes

Neisseria gonorrhoeae

2.2 millones de nucleotidos — 2200 genes

Staphylococcus aureus

2.8 millones de nucledtidos — 2400 genes

Thermotoga maritima

1.86 millones de nucledtidos — 1877 genes

Treponema pallidum

1.14 millones de nucledtidos — 1041 genes

Vibrio cholerae

4.0 millones de nucledtidos — 1041 genes

Herpes simple virus tipo 1 (HSV —
1)

150,000 nucledtidos — 75 genes

VIH (Virus de inmunodeficiencia
humana)

10,000 nucledtidos — aproximadamente 10 genes

Cytomegalovirus humano (HCMV)

230,000 nucledtidos — 208 genes

Saccharomyces cerevisiae

12.1 millones de nucleétidos — 5885 genes

Humano

4 hillones de nucleétidos — 30,000 genes

2.3.2.1 Secuencia del genoma

En agosto de 1997, se publicé la secuencia completa del genoma de H. pylori 26695,

sélo 15 afios después de que se cultivara por primera vez. Este es el sexto genoma de

procariotas que fue secuenciado. Posteriormente en enero de 1999, fue secuenciado el

genoma completo de J99, otra cepa de H. pylori, lo que permitié la comparacién de los

genomas entre si.

El conocimiento del genoma permite estudiar los genes especificos de H. pylori que son

indispensables para la colonizacién, la patogenicidad o la supervivencia de la bacteria *
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Figura 6_Representacion gréfica del genoma de H.

pylori 26695

Representacion  grafica del primer genoma
secuenciado de H. pylori. Se puede observar el
tamafo del genoma y los colores corresponden a

regiones que codifican para proteinas con funciones

diversas (tomado de: Tomb y col. Nature 1997; 388:
539-547).

oy
I N L Figura 7_Representacion grafica del genoma
L lae m’-’ de H. pylori J99.
~ . - Representacion grafica del segundo genoma
— T2 = FIbF
- - de H. pylori secuenciado. Se puede observar
- b
ol :" el tamafio del genoma (Tomado de: Alm y
o A col. Nature 1999; 397: 176-180).
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\

2.4 CLASIFICACION BACTERIANA

A continuacién se describe brevemente, las caracteristicas importantes para clasificar a

las bacterias.

2.4.1 Clasificacion de bacterias patdégenas para el hombre

Las bacterias patdgenas se encuentran en tres de las cuatro categorias del Reino

Procaryotae (Cuadro 2). Las arqueobacterias no contienen especies patdgenas.



Cuadro 2. Clasificacion de algunas bacterias patdgenas importantes, y la enfermedad de tipo

general que cada patégeno causa’.

celular

Eubacterias Gram positivas con pared

celular

Bacteroides fragilis
Bordetella pertussis
Campylobacter jejuni

Chlamydia trachomatis

Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Helicobacter pylori
Legionella pneumophila
Leptospira especies
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitides
Pseudomona aeruginosa
Rickettsia especies
Salmonella especies
Shigella especies
Treponema pallidum
Vibrio cholerae

Yersinia entrocolitica

Yersinia pestis

Infecciones quirdrgicas
Respiratorias
Gastrointestinal
Infecciones de los ojos /
genitourinario
Gastrointestinal
Meningitis

Ulceras

Neumonia

Fiebre

Genitourinario
Meningitis

Infecciones respiratorias
Gastrointestinales
Gastrointestinales
Genitourinario
Gastrointestinal
Gastrointestinal

Sistema linfatico

Actinomyces especies
Bacillus especies

Clostridium botulinum

Clostridium perfringens

Clostridium tetani

Corynebacterium
diphteriae

Listeria
monocytogenes
Mycobacterium leprae
Mycobacterium
tuberculosis
Nocardia especies
Streptococcus
pneumoniae
Streptococcus
pyogenes
Staphylococcus

aureus

Varias
Varias
Botulismo /sistema
nervioso

Infecciones de heridas
Tetanos / Sistema
nervioso

Respiratorias

Meningitis

Lepra

Tuberculosis

Respiratorias

Respiratorias

Respiratorias

Infecciones de la piel /

gastrointestinal

Eubacterias sin

pared celular

Arqueobacterias

Mycoplasma
pneumoniae
Ureaplasma

urealyticum

Respiratorias

Genitourinario

No patégenas

Puesto que la bacteria patégena de interés en este trabajo, es Helicobacter pylori, sélo

se describen las caracteristicas del grupo de las bacterias Gram negativas, al que esta

bacteria pertenece de acuerdo a las propiedades tintoriales que posee®.




2.4.1.1 EFubacterias Gram negativas con pared celular

Categoria |, Eubacterias Gram negativas con pared celular. Este grupo contiene al
mayor numero de bacterias, con gran variedad de especies, en el Cuadro 3, sélo se

muestran las bacterias de importancia patégena.

Cuadro 3. Eubacterias Gram — negativas No fototréficas con pared celular®

Bacilos aerébicos y cocos

Bordetella pertussis
Brucella abortus
Legionella pneumophila
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitides
Pseudomonas aeruginosa

Espiroquetas
Borrelia burgdoferi
Borrelia recurrentes
Leptospira especies
Treponema pallidum

Bacilos anaerdbicos rectos, curvos y
helicoidales
Bacteroides fragilis

Bacilos anaerdbicos facultativos

Escherichia coli

Bacterias Aerdbicas/ microaerofilicas,
moviles, helicoidales/vibrioides

Campylobacter jejuni
Helicobacter pylori
Ricketsias y Clamidias
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia trachomatis
Rickettsia especies

Haemophilus influenzae
Salmonella especies
Shigella especies
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis

Vibrio cholerae

Todas estas bacterias tienen la pared celular formada por multicapas, que por el tipo de
compuestos quimicos que integran su composicion, le confieren la caracteristica
tintorial de Gram negativas. Esta categoria esta dividida en dos grupos, basada en la
relacion entre la reproduccion bacteriana y la influencia de la luz: bacterias no

fototroficas y bacterias fototroficas.

Las bacterias no fototréficas son no fotosintéticas, por lo que no dependen de la luz
para su crecimiento. Con pocas excepciones, las bacterias patégenas Gram negativas
son - no fotosintéticas. El termino fototrépico indica que el crecimiento es dependiente

de la luz (de photo — luz y de trophic- comida) .
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2.4.1.2 Eubacterias Gram negativas no  fototroficas. Con
pared celular.

Este grupo se divide en 14 subgrupos de Eubacterias Gram negativas no fototréficas
gue tienen pared celular. Muchas son agentes causantes de serias enfermedades.
Realizan una gran variedad de funciones, aunque su clasificacion depende de dos

caracteristicas:

* Morfologia (utilizada para diferenciar 11 de los 14 subgrupos)
* Requerimiento de oxigeno para su crecimiento (utilizado para la diferenciacion

de 5 de los 14 subgrupos)

Otro caracteristicas que son importantes en la diferenciacién de las bacterias son: el

metabolismo, la movilidad y el tipo de reproduccion.

De estos subgrupos, seis son de importancia patégena. El proceso de clasificacion,
considerando las caracteristicas bacterianas mencionadas para ello, se realiza de una
forma ordenada a partir de grupos grandes hacia grupos pequefios. Al tomar en cuenta
una caracteristica diferencial, permite formar subgrupos especificos, por ejemplo, al
considerar la relacion entre el requerimiento de oxigeno y la morfologia, conlleva a cinco

subgrupos.

Bacilos aerobicos y cocos
Bacilos anaerobicos facultativos
Bacilos anaerobicos rectos, curvos y helicoidales.

Cocos anaeroébicos

L D B .

Bacterias Aerdbicas/ microaerofilicas, moéviles, helicoidales/vibrioides.

Dentro de estos subgrupos, se consideran Unicamente a aquéllos que tienen bacterias

de importancia médica®.

A continuacién, se muestran los géneros y las especies de las bacterias patégenas, de

acuerdo a la anterior clasificacion de los cinco subgrupos®:

11



Cuadro 4. Eubacterias Gram negativas con pared celular
Bacterias Gram negativas, Patégenas no fototroficas que afectan

al hombre, ubicadas en seis subgrupos. >

>

« Cocos y Bacilos aerdbicos
Bordetalla pertussis
Brucella abortus
Legionella pneumophilia
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa

*,

7
0’0

Bacilos anaerdbicos facultativos
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Salmonella (especies)
Shigella (especies)

Vibrio cholerae
Yersenia enterocolitica
Yersenia pestis

+» Bacilos anaerdbicos, rectos, curvos o helicoidales.
Especies Bacteroides.

«» Aerobicos / Microaerofilicos, mdviles, Helicoidales / Bacterias
vibrioides
Campylobacter jejuni
Helicobacter pylori

« Espiroquetas
Borrelia burgdoferri
Borrelia recurrentis
Leptospira (especies)
Treponema pallidum

+ Rickettsias y Chlamidias
Ricketsia (especies)
Chalmydia trachomatis
Chalmydia pneumoniae

Como se observa en el Cuadro 4, Helicobacter pylori esta clasificada dentro del grupo

de las Bacterias aerdbicas/ microaerofilicas, moviles, helicoidales/vibrioides.

Los microorganismos aerdbicos/microaerofilicos, helicoidales/vibrioides moéviles se
distinguen por tres caracteristicas: su requerimiento de oxigeno, su morfologia y
movilidad. Las bacterias moviles pueden ser de tipo aerdbica o microaerofilica; en

cuanto a su forma de tipo helicoidal o vibrioide, se localizan en una amplia diversidad de
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ambientes. De los dos géneros presentes en este subgrupo, Campylobacter jejuni es
uno de los agentes microbianos causantes de cuadros diarreicos; mientras que,
Helicobacter pylori coloniza el estémago y el intestino delgado, siendo el agente clave

en el desarrollo de las Ulceras gastricas”.

2.5 TAXONOMIA

Desde su cultivo en 1982, Helicobacter pylori ha estado sujeto a diferentes
denominaciones, hasta adquirir su nombre definitivo:

e CLO (Campylobacter like organism).

e GCLO (Gastric Campylobacter like organism).

e Campylobacter pyloridis.

e Campylobacter pyloric.

e Campylobacter pylori.

e Helicobacter pylori: (1989) especie tipo de un nuevo género, Helicobacter.

Helicobacter, Campylobacter, Areobacter y Wolinella pertenecen a un grupo distinto de
bacterias que se clasifican como: Superfamilia VI del ARNr, que esta relacionado

lejanamente con otras eubacterias.
Las especies del género Helicobacter se han dividido en (Cuadro 5):

o Las especies bacterianas que viven en el estomago.

o Las que viven en el intestino, tanto del hombre como de los animales. 3
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Cuadro 5. Bacterias del género Helicobacter y sus asociaciones’

Especies Flagelos Huésped Asociacion
Numero Tipo? habitual

Gastricas

PH. pylori 4-8 Up/Bp Hombre Gastritis cronica activa; fuerte

(especie tipo) asociacion con Ulcera péptica y
céncer gastrico

H. mustelae 4-8 Bp,L Hurones No patologia, a veces gastritis y
ulceracion

H. nemestrinae 4-8 Up/Bp Macaco No patologia

H. acinonyx 4-8 Up/Bp Leopardo Gastritis

H. felis 14-20 Bp.F Gato, perro No patologia/a veces gastritis

H. bizzozeronii 10-20 Bp Perro No patologia

H. salomonis 5-7 Bp Perro No patologia

°H. heilmannii >9 Bp Gato y perro | Gastritis

Intestinales

°H. cinaedi 1-2 Up/Bp Hamster No patologia  en hamster;
proctocolitis en hombres
homosexuales.

H. fennelliae 1-2 Up/BP - Proctocolitis en hombres
homosexuales

°H. canis 2 Bp Perro Enteritis, hepatitis Aislado de un
nifo

°H. westmeadii 1 Up - Bacteremia en hombres con SIDA

H. cholecystus 1 Up Hamster Colangiofibrosis, pancreatitis

H. hepaticus 2 Bp Ratones Hepatitis; coloniza en ciego y colon
Hepatitis; coloniza en ciego y colon

H. bilis 3-14 Bp,F Ratones -

H. rodentium 2 Bp (noE) | Ratones No patologia, puede colonizar en

H. muridarum 10-14 Bp.F Roedores estbmago y causar gastritis en
roedores viejos

H. trogontum 5-7 Bp.F Rata No patologia conocida

b"Flexispira 10-20 Bp,F Ovejas, Abortos ovinos; ha sido aislado de

rappini" ratones pacientes con diarrea crénica

ABREVIATURAS:

a Up: unipolar, Bp: bipolar, L: lateral, F: Fibrillas periplasmicas, (noE): sin vaina

® infecciones en el hombre

En la literatura se han reportado a otras especies que pertenecen al género
Helicobacter, también como agentes causales etioldgicos de patologias en el hombre; a
continuacién, se describen la taxonomia, el agente etioldgico y la enfermedad que

causan®’.
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Cuadro 6. Helicobacter pylori y otras especies relacionadas™®

Grupo Ill con rRNA Homélogo” Fuente Enfermedad en el hombre

Helicobacter nemestrinae Humano Gastritis
Helicobacter CLO-3 Humano Proctitis
Helicobacter pennelliae Humano Gastroenteritis, Sepsis,

Proctocolitis

“"Helicobacter sp cepa maiz™® Humano Artritis séptica

Helicobacter cinaedi Humano Gastroenteritis, Sepsis
Proctocolitis

“Flexispira rappini” Humano Gastroenteritis

(Helicobacter rappini)

a. Especies mas comUnmente reconocidas en la nomenclatura.
b. Indica la posicion filogenética basada en &cidos nucleicos

Como se observa en el cuadro anterior, existen otras especies de Helicobacter que
infectan la mucosa gastrica, pero son extremadamente poco frecuentes’. Asimismo,
otras especies de Helicobacter se estan aislando de sitios de tipo no géstrico en
humanos y pueden estar implicados en algunas de las enfermedades que carecian de
un agente etiolégico especifico®.
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3.1 CAMPYLOBACTERIAS

Las especies de los géneros Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas, Campylobacter y
Helicobacter son bacilos Gram negativos que se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza. Las campilobacterias estan presentes en muchas especies animales,
incluso en varias domésticas. El Vibrio cholerae produce una enterotoxina que causa el
célera, una diarrea acuosa profusa que conduce rapido a la deshidratacion y muerte. El
Campylobactetr jejuni es causa comun de enteritis en humanos. El Helicobacter pylori

causa gastritis y enfermedad por ulcera duodenal’.

3.1.1 Campylobacter - Helicobacter

Los microorganismos del género Campylobacter causan enfermedades tanto diarreicas
como sistémicas y se encuentran entre las causas infecciosas de mayor distribuciéon
mundial; la infeccién por Campylobacter de animales domésticos también muestra una
amplia distribuciéon. La clasificacion de las bacterias dentro de la familia
Campylobacteriaceae suele modificarse con frecuencia. Algunas especies previamente

clasificadas como Campylobacter se reclasifican en el género Helicobacter.

Como ya se sefialé anteriormente, en 1982, fueron observados bacilos en forma de
espiral que recordaban a Campylobacter en pacientes con gastritis tipo B. Los
microorganismos fueron clasificados al principio como Campylobacter, pero mas
adelante se incluyeron en un nuevo género, Helicobacter. Varias caracteristicas
separan H. pylori del género Campylobacter (Vease, Cuadro 7), en particular, H. pylori
posee un penacho de flagelos polares en un extremo (de cuatro a ocho flagelos), la

produccion de ureasa y con secuencias distintas de genes del ARN ribosomal (ARNr) *.

Helicobacter pylori es la especie asociada con gastritis y mas recientemente ha sido
implicada en la producciéon de Ulceras duodenales, asi como en el origen de cancer

gastrico™.



Cuadro 7. Pruebas bioquimicas y susceptibilidad a antibiéticos para la diferenciacién e identificacion

de Campylobacter y Helicobacter'?.

Reaccién  de | C. jejuni C. fetus ssp | H. pylor® | H. cinaedi H. fennelliae®
prueba fetus
Crecimiento a: - - + - - -
25°C
Crecimiento a: + + + + + +
37°C
Crecimiento a: + + +/- - - -
42°C
Oxidasa + + + + + +
Catalasa + + + + + +
Ureasa - - - + - -
Reduccion del + + + - + -
nitrato
Hidrélisis  del + - - - - -
hipurato
Susceptibilidad S S R R S S
al acido
nalidixico
Susceptibilidad R R S S S S
a cefalotina

& Antes Campylobacter pylori

> Antes Campylobacter cinaedi

© Antes Campylobacter fennelliae

3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Helicobacter pylori

3.2.1 Morfologia

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, en forma de espiral,
muestra dimensiones de 0,5 a 1,0 um de ancho y 3 um de largo,
microaerofilico, movil, posee de 4 - 8 flagelos polares recubiertos por

una vaina de estructura lipidica, que parecen tener la mision de proteger

Figura 8. Fotografia @ l0s flagelos de su degradacion por el medio acido, poseen una
de Microscopia
electrénica de

Helicobacter pylori®  facilmente a través de la mucosa gastrica. También posee una

estructura terminal bulbar, lo cual, tal vez le permite desplazarse mas

membrana citoplasmica con lipopolisacéridos que parecen constituir un mecanismo que
le favorece evadir la respuesta del huésped. Ademas, tiene una estructura Unica de

péptidoglicanos, que son diferentes a los que presentan otras bacterias Gram
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negativas. El agente patégeno también transporta una citotoxina vacuolizante, que

ejerce el fenotipo poco comudn de vacuolizacion en las células del huésped®.

3.2.2 Las formas cocoides de Helicobacter pylori. Formas de

muerte o de resistencia

Helicobacter pylori existe en dos formas: una forma espiral cultivable y una forma
cocoide. Ambas pueden encontrarse en el estbmago y en el duodeno, aunque la
mayoria presentan la morfologia bacilar espiral. La forma cocoide practicamente no se

adhiere a las células epiteliales, ni es capaz de inducir la produccion de interleucina 8.

La conversion morfolégica de la forma espiral a la forma cocoide se ha descrito en
Helicobacter pylori cultivado bajo diversas condiciones adversas, como: la aerobiosis, el
pH alcalino, la alta temperatura, una incubacion prolongada, el tratamiento con un

inhibidor de la bomba de protones, o con un antibi6tico, o el efecto del 6xido nitrico, etc.

Como aln se desconoce, el modo de transmisién de Helicobacter pylori, se especula
con la posibilidad de que la forma cocoide, sea una forma de resistencia, capaz de
soportar las condiciones adversas que encuentra esta bacteria, en el medio ambiente, y
que tal vez, sea reversible a la forma espiral, en el momento en que se vuelvan a dar las

condiciones 6ptimas®.

3.3 CARACTERISTICAS TINTOREALES DE Helicobacter pylori

La técnica de tincion a partir de una biopsia géstrica es un procedimiento fécil, rapido,
de muy bajo costo y alta utilidad, en el estudio de la infeccién por el microorganismo. Se
han utilizado diferentes tinciones como la de Gram (Véase apéndice, Pag.2), Gram
modificada o bien el examen en fresco utilizando un microscopio con contraste de
fases. Otras tinciones han mostrado su utilidad, no so6lo para determinar el diagndstico

de la infeccion, sino también para conocer el grado de patologia géastrica. Entre ellas



sobresalen las tinciones de Giemsa, Genta, la tincion triple de carbofucsina/azul de

Alcina/hematoxilina-eosina y tinciones de inmunohistoquimica.

Las tinciones previamente descritas, han sido modificadas, como la tincibn de Gram
modificada, utilizando como contracolorante carbofucsina y dejandola actuar durante un

tiempo superior al habitual (de 2-5 minutos).

La vision microscopica tiene una sensibilidad y especificidad menor que la del cultivo y
para obtener mejores resultados, es necesario realizar una muestra densa en el
portaobjetos, lo cual se consigue, ya sea, bien impregnando intensamente la biopsia a
lo largo del mismo, o bien colocando sobre el portaobjetos 2-3 gotas de la biopsia
homogeneizada. Para conseguir una buena sensibilidad se recomienda partir de dos

biopsias, una de antro y otra de cuerpo. ** 4

3.3.1 Tincion de Gram

La tincion Gram es un tipo de tincién diferencial, es decir, no se tifien del mismo modo
todos los tipos celulares. Las bacterias reaccionan de dos formas distintas a esta
tincion, las Gram positivas se ven al microscopio de color purpura y las negativas de
color rojo. La pared celular en Eubacterias esta formada por una estructura mas o
menos rigida de un peptidoglucano, la mureina. Las bacterias Gram positivas tienen
este compuesto como componente mayoritario de sus paredes celulares (hasta el 90%),
mientras que en las Gram negativas no lo es y no alcanza el 20% del total relativo. La
pared celular de las Gram negativas, es una estructura en capas multiples de bastante
complejidad, mientras que las de Gram positivas, suele ser una estructura mas gruesay

estar formada por un solo tipo de molécula.

El peptidoglucano es una molécula construida por un disacéarido, formado por N-
acetilglucosamina y N-acetilmuramico unidos a través de enlaces 3, y un tetrapéptido
unido a la N-acetilglucosamina que suele alternar aminoacidos L y D de la alanina, D-
acido glutamico y lisina o acido diaminopimélico. Estas cadenas se unen entre ellas
formando una ultra estructura a través de enlaces peptidicos entre los aminoacidos, que

termina rindiendo una estructura rigida y continua, que es la pared celular bacteriana.™



Las bacterias Gram positivas tienen diversas capas del peptidoglucano y las Gram

negativas solo una, diferencia que permite establecer una distincién sistematica.

Ambos tipos de bacterias absorben el colorante a través de su pared celular; sin
embargo, al lavar la extension con alcohol, las células se deshidratan contrayéndose el
peptidoglucano, como las Gram negativas dejan espacios en la estructuracion de su
pared celular sale el colorante de la célula, pero en las Gram positivas, no. Cuando se
trata la preparacion con el segundo colorante, las Gram negativas se tifien de rojo, pero
las Gram positivas, que no han dejado salir el primer colorante, se ven de color purpura.

(Ver apéndice, Pag. 2)*.

3.3.2 Tincidn de Giemsa

La tincion de Giemsa emplea como colorante fundamental, una mezcla de tiacinicos
catddicos, que colorean el nicleo, y la eosina para coloracién citoplasmatica. Estas
sustancias estan disueltas en alcohol metilico. Su fundamento esta en la disociacion
controlada de las sales de eosinato, que ocurre por la mezcla de Giemsa con agua
destilada. La cromatina nuclear adopta la tincién azul violacea algo distinta a la habitual
para los colorantes tiacinicos y que recibe la denominacién de efecto Giemsa (Vease

apéndice, P4g. 3) ™.

3.4 IDENTIFICACION

3.4.1 Vision microscopica

Helicobacter pylori presenta las misma respuesta caracteristica de tincién, al igual que
las bacterias, que han sido clasificadas como Gram negativas, es decir, mostrando la
coloracion rojiza caracteristica del colorante secundario de safranina; la tincién permite
observar al microorganismo en forma de bacilo curvado o espiral, cuando éste es
aislado a partir de la mucosa gastrica; y un poco mas recto, cuando se encuentra en

medios de cultivo artificiales. 3



La visibn microscépica cuando se utilizan colorantes cromogénicos (por ejemplo,

bromuro de etidio), muestra imagenes muy definidas, como se muestra en la siguiente

serie de laminas:

Bk S r'ﬁ\w N oF

Figura 9 Tincién de Gram a
partir de un cultivo en placa
de agar de Helicobacter
pylori

Durante su cultivo en medios
artificiales H. pylori, pierde su
estructura completamente
espirilar o de sacacorchos y
adquiere una estructura algo
mas recta, aunque sigue siendo
curvado. La bacteria se observa
de color rosa, ya que la bacteria
muestra la estructura tipica, de

un bacilo Gram negativo®.

Figura 10 Tincion de Gram a

partir de biopsia gastrica

Cuando se realiza una
extensién a partir de una
biopsia de antro gastrico y se
tife con Gram, se pueden
observar los bacilos de
morfologia curvada y Gram

negativos®.



www.frelicobacterspain. com

Figura 11 Tincion de Gram a
partir de una biopsia

gastrica.

Al aplicar la tincion de Giemsa
a una extension de biopsia de
antro gastrico, se pueden
observar los bacilos de

morfologia curvada®.

Figura 12 Tinci6én con bromuro
de etidio a partir de biopsia
gastrica

El bromuro de etidio es capaz
de intercalarse entre las bases
del ADN de la bacteria y emite
fluorescencia que permite su
observacién en un microscopio
de fluorescencia. En esta
imagen se puede observar la
morfologia espiral o de
sacacorchos de H. pylori°.
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4.1 CULTIVO

4.1.1 Transporte y conservacion de la muestra

Debe tenerse presente, que H. pylori es un microorganismo labil, por lo que, el
procesamiento de la muestra debe realizarse de una forma rapida, una vez que esta ha
sido obtenida.

No obstante, la mejor alternativa parece ser, el procesar la biopsia durante las primeras

cuatro horas, posteriores a la recolecta de la muestra®®.

Figura 13. Si el procesamiento es
inmediato, se debe introducir la biopsia en
un tubo estéril con 0,5 mL de suero salino,
para evitar la desecacion de la biopsia. H.
pylori permanece viable en el suero salino,

hasta aproximadamente por 6 horas®.

Figura 14 Si la siembra se realiza con un
periodo mayor a las 6 horas de la toma, la
biopsia debe introducirse en un medio de
transporte semisélido para aumentar la
viabilidad de la bacteria hasta por 48 horas,

si se conserva en refrigeracion a 4 'C.*3

4.1.2 Procesamiento de la muestra

Previo a la inoculacién, es conveniente realizar una homogeneizacién adecuada de la
biopsia con un mortero de cristal o preferiblemente, con un triturador eléctrico con un

pequefo volumen de suero fisioldgico. El objetivo no es romper completamente el tejido,
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sino incrementar la liberacion de las bacterias de la superficie del mismo. Una vez
realizada la homogeneizacion de la muestra, se deben colocar dos gotas del

homogeneizado en un medio selectivo y otras dos, en otro medio no selectivo'® **.

4.1.3 Medios de cultivo

H. pylori es un microorganismo capaz de crecer en
distintos medios de cultivo, siempre y cuando se tome en
cuenta, que requiere diferentes factores de crecimiento. Es
dificil de cultivarlo en medio liquidos, aunque se ha
logrado hacerlo con menores dificultades a partir de caldo

de Brucella, Infusion cerebro-corazon, en Mueller-Hinton y

tripticasa soya; todos ellos suplementados con

Figura 15 Cultivo Helicobacter
pylori3

nutrimentos, siendo mas comunmente utilizado, el suero

bovino fetal.

Los medios de cultivo sélidos base mas frecuentes son el: agar Mueller-Hinton y el agar
Columbia y los suplementos mas cominmente empleados son: la sangre o derivados
de ella. Otros suplementos son el suero de caballo, lisado de eritrocitos, extracto de
levadura, peptona, sangre de carnero, caballo o humana o productos derivados de la

sangre y rico en nutrimentos.

Dos aspectos importantes a considerar en relacion con la sangre son: en primer lugar la
cantidad utilizada, ya que un aumento en la proporcion al 7-10% mejora
significativamente el crecimiento en comparacion con el 5%. En segundo lugar el tipo de
sangre utilizada, encontrandose un crecimiento mas denso con sangre de caballo al
10% vy lisada al 7%.

Con el objeto de evitar el sobrecrecimiento de contaminantes que pueden acompaiar a
H. pylori en la biopsia es necesaria la utilizacion de inhibidores que no afecten su
viabilidad. H. pylori es resistente in vitro a la vancomicina, sulfametoxazol, trimetoprim,
cefsulodina y polimixina B, los cuales pueden utilizarse en los medios selectivos para su

aislamiento® 4,



4.1.4 Condiciones de incubacion

H. pylori es un microorganismo microaerofilico que requiere para su crecimiento una
atmosfera con las siguientes caracteristicas: 5-10% de O,, 5-10% de CO, y 80-90% de
N, a 35-37 °C, una humedad del 95% y un periodo de incubacion de 7 a 10 dias
(extraordinariamente prolongado comparado con el resto de las bacterias Gram
negativas), antes de considerar negativo el cultivo. Estas condiciones se obtienen bien
utiizando cabinas microaerofilicas (Figura 16) o con sobres comerciales que
proporcionen las caracteristicas anteriores. Estos ultimos proporcionan resultados

satisfactorios, pero tienen como inconveniente, la necesidad de reemplazar los sobres

una vez que son abiertas las jarras®®.

4.2 CARACTERISTICAS DE CULTIVO

Figura 4  Jarra  de
anaerobiosis para el
crecimiento de H. pylori,
Existen sistemas que
permiten la creacion de una
atmosfera adecuada para el
crecimiento de H. pylori y de
otros microorganismo
microaerofilicos, cuando se
introducen en una jarra con
las placas de cultivo. La jarra
debe cerrarse
herméticamente para
conseguir la adecuacion de la
atmosferals,

Al cabo del periodo de incubacién, se observan las colonias. En agar sangre, las
colonias son pequefias (alrededor de 1 a 2 mm de diametro), translicidas, e incoloras.

En agar con tetrazolium, las colonias son rojas, y contrastan facilmente con el color

amarillo del medio.



4.2.1 Morfologia colonial
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Figura 17 Las colonias de H. pylori
presentan una morfologia caracteristica con
aspecto brillante y transparente de 1 a 2

mm de diametro®.

Figura 18 H. pylori crece en medios de
cultivo artificiales con suplemento de sangre
0 derivados, después de 5 dias de
incubacién en atmdsfera microaerofilica 'y a
35 °C®,

Figura 19 H. pylori puede conservarse, una
vez crecido, en un congelador a -80 °C o en
nitrégeno liquido®.



4.3 TECNICA PARA AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE

Helicobacter

El siguiente procedimiento tiene como propdésito el estudio de la biopsia, para lograr el
aislamiento e identificacion de Helicobacter pylori como posible agente causal de un
cuadro gastroentérico. *°

Muestra en stuart, tioglicolato o
caldo brucella con 10% de suero de
caballo

Tincion de
impronta con Macerado con arenay caldo Brucella o
Gram. Giemsa o tioglicolato- urea rojo de fenol

Fucsina

Observacion de
bacilos curvos

Cultivo por estria cruzada en Incubacién del caldo a37°Cy
gelosa BHI, Casman, Columbia, observar la hidrolisis de urea
GC o Mueller Hinton con desde los 10 minutos después y
antibiotico y sangre de caballo 7% durante 24 horas.

Incubar a 37° C en atmdésfera de
CO, y observar cada 72 horas

Observar colonias puntiformes, hacer tincion de
Gram, Giemsa o0 Fucsina para observar bacilos
curvos en formade "S” o “"alas de gaviota”

Pruebas diferenciales del cuadro 8-2 Oxidasa y
catalasa positivos
Hidrolisis de la urea

Sensibilidad a cefalotrina y carbenicilina
Resistencia a acido nalidixico

Conservacion a -70° C en caldo Brucella con 10%
de suero de caballo y gliceron al 20% para
estudios de sensibilidad a los antimicrobianos,
biologia molecular y factores de patogenicidad

Diaarama 1 Aislamiento e identificacion de Helicobacter



4.3.1 Caracteristicas diferenciales de las especies del género

Helicobacter4 10

L CARACTERISTICAS . H.fennelliae H.cinaedi H. pullorum | H.

o Hemo + + + +
o Lisis

Oxidasa + + + +
Catalasa + + + +
Ureasa - - - +
Reduccidén de selenito - - -/+ -
Fosfatasa alcalina -/+ -/+ - +
Ind6cil acetasa + -/+ - -/+

Crecimiento a
37° C en atmosfera normal - - - -

37° C microaerofilica + + + +
37° C en anaerobiosis - - + -
Resistencia a
Acido nalidixico 30 mg - - - +/-
Cefalotina 30 mg - + + -
Cefoperasona -l+ + + -
Carbenicilina - -/+ + -
a = | odas las pruebas de acverdo a publicaciones previas y andlisis con programas i Dsc con cepas de referencia.
E - r"C,‘Lqu m'g‘mmiemtog Lﬁumamos, POY’CH’WO u mono V\D%GKUG.

Cuadro 8 Pruebas que se llevan a cabo para la diferenciacion de las diferentes especies de Helicobacter

4.3.2 Caracteristicas bioquimicas

Helicobacter pylori posee diferentes enzimas que utiliza para obtener energia o para
defenderse del ambiente hostil en el que se encuentra. Estas caracteristicas
bioguimicas se han utilizado como métodos de identificacién. Las enzimas principales

gue pueden detectarse en el laboratorio y que permiten una identificacién correcta de H.
pylori son:



Figura 20 Ureasa: Es una enzima capaz de hidrolizar
la urea produciendo amonio y como consecuencia se
produce una alcalinizacion alrededor de su sitio de
accion. Esta caracteristica puede detectarse en el
laboratorio mediante el cambio de color (rosa) que se

produce al variar el pH del medio que contiene urea

www helicobacterspain. com

(Véase apéndice, pag 3)

Figura 21 Catalasa: Es un enzima capaz de
descomponer el agua oxigenada y convertirla en agua
liberando oxigeno. Esta liberacion de oxigeno se

observa visualmente por la produccion de burbujas.

Figura 22 Oxidasa: Es un enzima capaz de oxidar un
determinado sustrato formando un compuesto

coloreado (parpura) en presencia de oxigeno. *

4.4 RESISTENCIA A pH EXTREMADAMENTE ACIDO.

4.4.1 Capacidad de crecimiento de H. pylori a pH entre 2-3.

La mayoria de las bacterias resisten poco el medio acido que presenta el estdmago,
debido a la excrecion de los jugos gastricos (con alto contenido de protones); sin
embargo, algunas bacterias presentan tanto la capacidad de revertir esta acidez al

minimo, mediante el efecto de bombear protones (H*) hacia el exterior de la célula,
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como la biosintesis de proteinas protectoras contra la acidez (denominada: respuesta

de tolerancia a la acidez).®

Algunos microorganismos sobreviven en ambientes &cidos, al inducir el incremento del
pH del entorno, en el caso de Helicobacter pylori durante su crecimiento, es capaz de
invadir y habitar en el estbmago, contrarrestando la acidez del entorno (pH entre 2 y 3),
por la degradacion de la urea y liberacién del amoniaco (NH3), el cual, a su vez al

reaccionar con el agua, neutraliza el medio. °

4.5 METABOLISMO

El metabolismo es la suma de todos los procesos quimicos que tienen lugar en una
bacteria. Incluye los procesos usados para obtener energia, convertir la energia en
formas utilizables y en ultima instancia, para realizar un trabajo, como rotar un flagelo
bacteriano o biosintetizar sus propios compuestos quimicos celulares. Las diferencias
metabdlicas, de la misma manera que cualquier otra diferencia, pueden ser utilizadas en

la taxonomia microbiana > ** 1" 18,

Algunos procesos o vias metabdlicas son comunes en todos los organismos, pero otros
son unicos o limitados a grupos especificos de organismos. Esto es especialmente
cierto en el caso de las bacterias, ya que presentan una gran diversidad de vias

metabdlicas. Como resultado de ello, las bacterias son diferentes en:

Su dotaciéon de enzimas
Su manera de metabolizar varios sacaridos.

Su habilidad para metabolizar varios aminoacidos.

* % % %

Su habilidad de transformacioén fotosintética.

A veces la actividad metabdlica de un microorganismo es altamente extraordinaria que
puede utilizarse en el diagndstico de una enfermedad. Por ejemplo, en el caso que nos
ocupa de Helicobacter pylori, este posee un enzima, la ureasa excepcionalmente activa,

la cual hidroliza a la urea en biéxido de carbono y amoniaco. Esta caracteristica singular

9



de H. pylori ha promovido el desarrollo de

pruebas de aliento simples y no invasivas

para el diagnéstico de Ulceras y por lo
tanto, como resultado positivo importante
de la prueba diagnéstica, ser indicativa de
la presencia de H. pylori, al detectar esta

actividad enzimaética sobre la urea.

En este tipo de pruebas de aliento, el

Amoniaco

+

carbono

Di6xido de

2NH;

CO;

paciente ingiere una disolucion acuosa

preparada con urea en polvo (que

contiene el is6topo *C no radioactivo),

Figura 5 La enzima ureasa de Helicobacter pylori
convierte la urea en amoniaco y diéxido de carbono.

posteriormente el paciente respira a través de un popote que se encuentra dentro de un

pequenio vial de la prueba; durante este proceso queda atrapado el biéxido de carbono.

Después, el vial es sometido a la determinaciébn de su contenido de 18co, Una

concentracion alta de **CO,, indica que la urea ha sido degradada por el Helicobacter

pylori. (Las moléculas organicas en el cuerpo contienen principalmente al is6topo del

C*?, por lo tanto la presencia de *CO,, indica que la urea en solucién en la prueba,

estuvo siendo degradada por la ureasa bacteriana.

5,16,17,18

[*Clurea

ﬁanﬂre—p 1gQ, en el alento

Figura 24. Eltest
que muestra la
hidrolisis
enzimatica al
ingerir urea (el
carbono 14 es un
isétopo
radioactivo, y el
carbono 13 es un
isGtopo estable) la
enzima ureasa se
presenta en altas
concentraciones
en la infeccion por

Helicobacter
Dv|0ril19, 20, 21, 22, 23,
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5.1 DISTRIBUCION DE Helicobacter pylori

Hasta hoy, los estudios epidemioldgicos han estimado que H. pylori reside en el tracto
gastrointestinal de aproximadamente el 40% de los adultos en paises desarrollados, y
no menos del 80%, en los de los paises en vias de desarrollo. Por lo anterior, estos
resultados sugieren, que H. pylori, es la causa mas comun de las ulceras pépticas. (El
término péptico se deriva de la palabra griega: “digestion™). Las Ulceras pépticas existen
tanto en el estbmago, como en el duodeno, o bien, en la regién superior del intestino

delgado que est4d mas proxima al estomago®.

H. pylori también se ha relacionado con la gastritis cronica (la inflamacién de estémago)
y con el cancer de estbmago. Mundialmente, el cancer de estbmago, es el segundo tipo
mas comun de cancer, después del cancer de pulmén. El concepto de Ulcera péptica
por una etiologia bacteriana, es la primera dificultad para la comunidad médica,
aceptarlo, debido a la creencia predominante de que las Ulceras resultan por la
producciéon de acido, aunado a menudo, con la tensién o estrés de la vida diaria, junto
con el estilo de vida. En una demostracién dramatica, como ya fue descrito, Barry
Marshall ingirié una suspension del H. pylori, y como consecuencia, contrajo la gastritis
grave. Posteriormente, Marshall se tratd con bismuto y amoxicilina, con lo que logré la

curacion de la infeccion y la gastritis®.

La ruta de transmision del H. pylori ain no es comprendida del todo. El reservorio de H.
pylori parece ser el hombre, y el agente patdgeno aparentemente se trasmite de
persona a persona. Por los resultados en estudios epidemioldgicos, parece ser que
Helicobacter pylori probablemente es adquirido durante la infancia por via oral - fecal u
oral —oral (A través de las secreciones salivales o por el contenido gastrico repetido
mecanicamente). Por lo que, el control de la infeccion por H. pylori debe considerar
estas posibles rutas durante la infancia y la infancia temprana; se debera promover y
establecer la higiene personal y que la poblacion alcance mejores condiciones de
vida, ya que ambas situaciones juegan un papel critico en el establecimiento de la

infeccion®.



5.2 CARACTERISTICAS DE LA VIRULENCIA

* Enzima ureasa
Urea———» amoniaco + biéxido de carbono

\ Recubrimiento alcalino

de proteccion

* Ataque especifico

¢ Antigenos de grupo sanguineo de Lewis sobre la

superficie de las células epiteliales del estomago.
e Proteinas en la pared celular de H. pylori

e Polisacaridos extracelulares
\ﬁ "
* Citotoxina

Mata células epiteliales del estomago

* Movilidad
5 — 8 flagelos

Figura 25 Factores de virulencia de Helicobacter pylori

Las enzimas metabdlicas que
posee Helicobacter pylori pueden
ser utilizadas para producir dafio
en los tejidos y para defenderse
de las condiciones adversas del
ambiente en el que tiene que
sobrevivir. Pero ademas, H. pylori
posee otras caracteristicas que le
permiten colonizar la mucosa
gastrica del estbmago, e inducir
danos en los tejidos o liberarse de
los mecanismos de defensa del

huésped®.

La virulencia de H. pylori esta relacionada con serias caracteristicas, como se describen

en la Figura 6. Entre las caracteristicas de virulencia, se pueden destacar:

* Primero, H. pylori produce una ureasa altamente activa, esta calculado que es de

10 a 100 veces mas activa que otras ureasas bacterianas; la ureasa cataliza a la

urea a bioxido de carbono y amoniaco, compuestos que favorecen, que H. pylori

moldee un escudo protector alcalino, alrededor de si misma. Lo cual, es

especialmente importante en el ambiente acido del estbmago. Sin embargo, las

pruebas también indican que H. pylori podria necesitar un ambiente acido en

presencia de urea. El acido del estbmago podria proporcionar al agente patégeno, la

proteccién en contra del incremento suicida de pH.

* Segundo, H. pylori debilita el bafio de moco protector del estbmago y del duodeno,

lo que permite al acido penetrar hasta la capa inferior de la sensible linea de la

mucosa. Tanto el acido, como la bacteria, irritan el recubrimiento gastroduodenal y

causan las llagas o Ulceras.®



H. pylori es capaz de sobrevivir en el acido del estbmago, ya que segrega enzimas
gue neutralizan ese acido. Este mecanismo permite a H. pylori confeccionarse un

area segura donde establecerse (la linea de moco protector).”

Un tercer factor de virulencia, es la movilidad H. pylori posee de cuatro a ocho
flagelos polares muy fuertes, los cuales le confieren una gran movilidad y le
permiten desplazarse a través de la mucosidad viscosa que cubre la pared del
estdbmago, lo cual le evita ser eliminado mediante los mecanismos defensivos del

huésped. *°

Un cuarto factor de virulencia, es la morfologia estructural de tipo espiral. La forma
espiralada propia de la estructura de la bacteria le permite introducirse a través de la
capa de moco gastrico, actuando al desplazarse, en forma semejante a un
sacacorchos, y por lo tanto, favoreciendo su acercamiento a las células epiteliales

gastricas® >.

Un quinto factor de virulencia, es una citotoxina vacuolizante que produce la
formacion de &cidos en el citoplasma de muchos tipos diferentes de células
eucariotas®. Este efecto lo producen mas de la mitad de los aislamientos clinicos de
H. pylori y aquellos que poseen la toxina se han asociado con cuadros mas graves
de la enfermedad. La toxina esta codificada por un gen denominado vacA, que esta
presente en todos los aislamientos, produzcan o no la toxina, aunque la secuencia

del gen parece ser diferente®°.

El sexto factor de virulencia, son las adhesinas. Posee una gran variedad de
adhesinas que reconocen de forma especifica a los receptores de la mucosa

gastrica y se unen a ellos, iniciando la colonizacién bacteriana® °.

El séptimo factor de virulencia, es la proteina CagA. Se ha descrito la presencia de
una proteina codificada por el gen cagA que podria estar implicada en el proceso de
activacion de la toxina vacuolizante (cagA= gen asociado a citotoxina). La presencia
de esta proteina podria influir en la respuesta inflamatoria y aumentar la secrecion
de interleucina. El gen cagA se encuentra localizado en una regién del cromosoma

que se conoce como Isla de patogenicidad (PAI). 3



* Helicobacter pylori presenta diversos factores que propician el medio para su
colonizacién en el ser humano, en el siguiente Cuadro 9, se describen los factores

de virulencia y patogenicidad, que coadyuvan a la supervivencia en el huésped. °

Cuadro 9. Factores de virulencia y patogenicidad?
Virulencia Patogenicidad

Hidrolisis en amonio y H,0 Chotoxinas vacushizanies
Interferencia con la retrodifusion

Colonizacién g jps hidrogeniones
Proteccion frente a Incremento de la
metabolitos H,0, produccion de gastrina

Hipoclorhidria transitoria ~ Degradacién de Ja mucina

Afinidad por la I ..
mucosa gastrica  Inhibicion de la unidn
epitelio-ldmina
Permanencia en el medio

Adhesinas, hemaglutininas,
rece p'l.’l Nes mucosos

Respuesta inmunoldgica

Activacion inmunoldgica
Dario tisular - Lesion mucosa

5.3 IMPLICACION DE Helicobacter pylori EN EL PROCESO DE LA
APOPTOSIS

El mecanismo patogénico responsable de la amplia diversidad de manifestaciones

clinicas de H. pylori ain no esta totalmente del todo esclarecido.

En 1994, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) a través de su Agencia para la
Investigacién en Cancer (IARC), considerd que H. pylori era un agente carcinégeno del

grupo 1 para el hombre.

El mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica es un proceso biolégico que
depende del balance entre proliferacién y muerte celular programada, o apoptosis. La
progresion tumoral es un proceso multipasos, en el que la regulacion de la proliferacién

y la muerte celular programada estan alteradas. * 2



El papel de H. pylori en la carcinogénesis gastrica, se apoya casi exclusivamente en
datos epidemiolégicos y en estudios prospectivos histopatolégicos. Pero no hay

evidencias de que H. pylori o sus productos citotoxicos tengan efecto mutagénico.

La apoptosis es un proceso codificado genéticamente, irreversible, activo y fisioldgico
que se caracteriza por distintos cambios morfolégicos y bioquimicos en la célula. Este
proceso juega un importante papel en la homeostasis y desarrollo de los tejidos,

incluyendo el tracto gastrointestinal.

La apoptosis sucede bajo condiciones fisiolégicas normales, participando la célula
activamente en ella ("suicidio celular"). Asi, este tipo de muerte celular es la que con
mas frecuencia ocurre durante la renovacion celular normal, la homeostasis tisular, la
embriogénesis, la induccién y el mantenimiento de la tolerancia inmune, el desarrollo del

sistema nervioso y la atrofia tisular dependiente del sistema endocrino.

Durante la apoptosis, la célula activa un mecanismo intrinseco de suicidio que
sisteméaticamente la transforma mediante cambios morfolégicos y bioquimicos
caracteristicos. Estos incluyen translocacion de fosfolipidos (fosfatidilserina) desde la
superficie interna a la externa de la membrana plasmatica, agregacion de la cromatina,
condensacion citoplasméatica y nuclear, y formacién de cuerpos apoptéticos que
contienen ribosomas, mitocondria morfolégicamente intacta y material nuclear. In vivo,
estos cuerpos apoptaticos son rapidamente reconocidos y fagocitados por macrofagos o
células epiteliales adyacentes. Debido a estos eficientes mecanismos para eliminar

células apoptéticas in vivo la respuesta inflamatoria estéa eliminada. 2

5.3.1 Induccidn de apoptosis

H. pylori induce apoptosis e incrementa la proliferacion de células epiteliales gastricas
como se deduce de distintos estudios. EI mecanismo de induccidn de apoptosis durante

la infeccién por H. pylori, es desconocido *%.

La adherencia puede ser importante en la induccién de apoptosis por el microorganismo
debido al contacto del microorganismo con las células epiteliales. Sin embargo,

extractos solubles de H. pylori o altas dosis de lipopolisacarido purificado pueden

6



también inducir apoptosis, sugiriendo que puede no ser necesaria la bacteria completa.
La induccién de apoptosis puede, no solo, depender de la bacteria entera y de los
productos bacterianos, sino también de la respuesta inflamatoria asociada. Los
mediadores inflamatorios Interferon g (IFN- g) y Factor de necrosis tumoral a-(TNF-o)
aumentan la apoptosis inducida por H. pylori. Un posible mecanismo para su
interaccion, es a través de la regulacién del receptor Fas sobre la célula epitelial
gastrica por citocinas. Otras sefales potenciales desde H. pylori o desde la respuesta
inflamatoria para inducir apoptosis, incluyen amonio, ureasa, radicales oxigeno y

ceramida, pero esto, no ha sido examinado en detalle.

La infeccion con cepas con el gen cagA se han asociado con una enfermedad mas
severa y con un mayor riesgo de desarrollar cAncer géastrico. Un estudio realizado en
pacientes adultos (Peek y cols., 1997) con H. pylori, sugiere que la infeccién con cepas
cagA positivas, produce un aumento de la proliferacion de las células epiteliales
géstricas, pero que no esta asociado con un aumento de apoptosis, dando lugar a una

alteracion en el proceso de renovacion celular normal del epitelio gastrico.* 2°

5.3.2 Regulacién de apoptosis

Como muchas funciones de las células animales, el programa de muerte celular esta
regulado por sefiales desde otras células, las cuales pueden activarlo o suprimirlo.
Estas interacciones célula-célula son parte del complejo control "social" que garantiza

gue células individuales trabajen para el bien del organismo, como un todo.

En el estudio de los mediadores moleculares de apoptosis se ha visto un aumento de la
expresion del supresor tumoral p53 y de la proteina pro-apoptética BaK en respuesta a

la infeccién por H. pylori. *2°

La proteina p53 es esencial para la induccién de apoptosis como respuesta a un dafio
cromosémico. Actla por bloqueo de la replicacion del ADN de las células dafiadas.

Si las lesiones del cromosoma no pueden ser reparadas en cierto tiempo, las células
mueren por apoptosis. El gen que codifica p53 esta inactivado por mutacion en el 50%

de los canceres humanos incluyendo los gastricos, lo que permite a las células

7



cancerosas sobrevivir y proliferar, aun cuando su ADN esté dafiado; lo que favorece la
acumulacién de futuras mutaciones. La deficiencia en la expresion de p53 tiene

similares efectos a la sobreexpresion de Bcl-2.

Los altos niveles de Bcl-2 promueven cancer por inhibicion de apoptosis, prolongando,
de este modo, la supervivencia celular. Ahora esta bien establecido que Bcl-2 es el
miembro prototipo de una gran familia de genes que codifican proteinas que pueden
inhibir (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-xL) o promover (por ejemplo, Bax, Bcl-xS, BaK) la
apoptosis. La sobreexpresion de Bcl-2 puede conducir a células resistentes a la

apoptosis y de ese modo favorecer el crecimiento maligno. * %

54 Helicobacter pylori Y LA ENFERMEDAD ULCEROPEPTICA

En conjunto, la presencia de sustancias con actividad citotéxica, de enzimas que
procuran un ambiente adecuado para la bacteria y de mediadores inflamatorios (ya sea
producidos por el microorganismo o por el sistema inmunolégico del hospedero)
neutralizan los sistemas de defensa de la mucosa géstrica, permiten la penetracién
tisular y estimulan la inflamacion local, todo lo cual hace posible que la colonizacion
evolucione hacia infeccién, y de alli a gastritis y ulceracion. Aunque se requiere la
confluencia de otros factores, Helicobacter pylori es, también, el principal agente
etiolégico de la ulcera duodenal. En esta entidad, como resultado de fenOmenos de
metaplasia, células epiteliales gastricas aparecen en el duodeno y con ellas, viene la
bacteria, causando una intensa inflamacion local que deteriora la resistencia de la
mucosa, permitiendo el ataque del acido clorhidrico y conduciendo finalmente a la
ulceracion.'®

En el origen de la Ulcera duodenal es muy importante la ya mencionada interferencia de
H. pylori con los mecanismos que controlan la produccion de &cido clorhidrico. Los
pacientes infectados por el microorganismo sufren marcada hiperproduccion de
gastrina, ya que el amonio generado por la bacteria interfiere con la sefal acida que, en
condiciones normales, sirve como mensaje de retroalimentacién negativa sobre las

células G del antro, creando un falso ambiente de alcalinidad. Asi, aumenta la liberacién



de gastrina y es mayor el estimulo sobre las células parietales, de manera que éstas

liberan altas cantidades de &cido clorhidrico (figura 26).2°
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ULCERA DUODENAL

Figura 26 La colonizacion de Helicobacter pylori conduce a gastritis y ulceracién. Aunque se requiere
la presencia de otros factores, la bacteria es el principal agente etiolégico de la Ulcera duodenal al
alterar los mecanismos que controlan la produccion de &cido clorhidrico2.

5.5 DE LA ENFERMEDAD ULCEROSA, AL CANCER GASTRICO

Si bien, el adenocarcinoma gastrico es una neoplasia de origen multifactorial, hoy dia se
considera que en la génesis de la misma, ocupa un papel fundamental la infeccién por
Helicobacter pylori. Numerosas y extensas investigaciones epidemiologicas han
confirmado la existencia de una sélida asociacion entre el desarrollo de cancer gastrico
y la infeccion por esta bacteria. Tal asociacion es mas consistente en el caso de los
adenocarcinomas que aparecen en regiones diferentes y aquellos de variedad intestinal
o difusa. Es preciso sefialar que la mayoria de personas infectadas con H. pylori, no

desarrollaran cancer.

Aunqgue hasta el momento no se conocen por completo los mecanismos responsables
de la induccién neoplasica por parte de esta bacteria, ni por qué hasta un 90% de los
portadores nunca desarrollan enfermedad maligha, las pruebas disponibles indican que

H. pylori actia como un cofactor de primer orden. Por una parte, los productos



derivados del metabolismo bacteriano favorecen la produccién local de sustancias
carcindgenas, como radicales libres, nitritos y nitrosaminas; por otra parte, la infeccion
en si misma altera las propiedades fisicas y quimicas de la mucosa, disminuyendo la
produccion de &cido ascoérbico y otros agentes antioxidantes. Ademas, la lesion del
epitelio se traduce, inicialmente en atrofia y metaplasia intestinal, que luego deviene en

displasia y transformacién maligna.

Otra neoplasia estrechamente relacionada con H. pylori es el linfoma no Hodgkin del
estdmago, que tiene enormes similitudes histolégicas con el tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT, siglas del inglés Mucosa-Associated Lymphoid Tissue). En
condiciones normales, la pared del estdbmago carece de tejido linfoide, pero como
resultado de la infeccion cronica por el microorganismo, los linfocitos comienzan a
infiltrar la submucosa y se organizan formando un tejido especializado; ademas, el
estimulo antigénico constante induce la proliferacion monoclonal de linfocitos T. Mas
adelante y por razones todavia desconocidas, tales células empiezan a exhibir un
comportamiento maligno y proliferan sin ningan control, dando lugar al linfoma géstrico
(figura 27). En algunas series, hasta un 98.4% de estos linfomas coexisten con gastritis

crénica activa, una lesién claramente vinculada con la infeccién por Helicobacter. 2
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Figura 27 Secuencia de eventos que conduce a la aparicion de linfomas MALT en la pared
gastrica. El estimulo antigénico persistente, debido a la presencia de infeccion cronica, promueve la
infiltracion y proliferacion de linfocitos en la pared gastrica2s.
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6.1 DIAGNOSTICO

Al igual que en cualquier otra condicion, el diagndstico es esencial antes de iniciar el
tratamiento. Existen diferentes métodos para diagnosticar la infeccion producida por H.
pylori. Los métodos pueden diferenciarse segun el tipo de muestra que se utiliza, si
requieren o no la endoscopia (agresivos 0 no agresivos) y a la forma de detectar el
microorganismo (directamente la propia bacteria o de forma indirecta), cualquiera de

estas pruebas son de alta especificidad y sensibilidad. *

Cuadro 10 Principales métodos de diagnéstico utilizados en la deteccién de la

infeccién por H. pylori

Agresivos .
No agresivos

(biopsia gastrica)

. * Técnicas moleculares: jugo
i * Cultivo astrico, saliva o heces
Directos * Histologia gasiico,
P * Antigeno en heces (en
* Teécnicas moleculares . S
: L investigacion)
(en investigacion)
L * Prueba del aliento con urea (UBT)
. * Ureasa rapida * loai
Indirectos Serologia _
* Anticuerpos en saliva (en

investigacion)

A la hora de elegir uno u otro método, hay que tener en cuenta el objetivo del
diagnéstico (epidemioldgico, diagndstico o de seguimiento), el centro en el que nos
encontramos (experiencia del personal y disponibilidad de medios) y las caracteristicas
del paciente (prevalencia de H. pylori en la poblacion, edad del paciente, medicacion
previa, etc). No se debe olvidar que los métodos han sido elaborados para el
diagnostico de la infeccién, y que en el caso de la endoscopia, que incluye toma de
biopsia para estudio histol6gico, permite ademas diagnosticar el tipo de enfermedad.
Por otra parte, el cultivo es imprescindible para conocer la sensibilidad a los
antimicrobianos, con el fin de aplicar el tratamiento méas efectivo en cada paciente, pero

también para conocer los porcentajes de sensibilidad en cada poblacién.'®?” 282




6.2 METODOS DIRECTOS AGRESIVOS

6.2.1 Cultivo

El aislamiento mediante el cultivo de H. pylori, es sin duda, el método altamente
especifico en el diagnéstico del microorganismo. No obstante su sensibilidad varia
notablemente en relacion con diferentes variables como: la recoleccion, transporte y
almacenamiento de la muestra, los medios de cultivo utilizados y las condiciones de
incubacién (porcentaje de CO, y humedad, principalmente). Se puede considerar como
un método tedioso e incluso de dificil realizacion, pero debe efectuarse de rutina si se
realiza la endoscopia, ya que aporta un gran niumero de ventajas en el estudio de la
bacteria. Entre ellas, destaca el conocimiento de la sensibilidad a los diferentes
antimicrobianos, la caracterizacion de factores de virulencia y la posibilidad de la

tipificacion de cepas con fines epidemiolégicos®® 3.

La muestra mas habitual para el cultivo de H. pylori, es la biopsia a partir de la mucosa
gastrica. ElI microorganismo se encuentra predominantemente en la parte antral del
estdbmago, excepto en individuos tratados con inhibidores de la bomba de protones
(IBP) (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol) y antihistaminicos
anti-H,, en los que se encuentran densidades mas grandes en el cuerpo. Igualmente, se
encuentra en mayor proporcion en el antro gastrico, en comparacién con el duodeno,
incluso en pacientes con duodenitis. Debido a la distribucién “parcheada”, para el
aislamiento, se recomienda la toma de varias biopsias. Se han utilizado otras muestras
gastricas como jugo gastrico, la obtenida mediante la prueba del hilo ("string test") y el
aislamiento a partir de vomitos, aportando diferentes resultados. H. pylori se ha
cultivado puntualmente también de muestras extragastricas, como placa dental,

esofago, recto y vejiga urinaria.

Cualquier antibidtico con actividad frente a H. pylori, reducird considerablemente el
namero de bacterias en el estbmago. Si el paciente ha estado en tratamiento con
antibidticos, Es necesario, esperar al menos cuatro semanas, tras la ultima dosis para

obtener resultados satisfactorios en lo que respecta al cultivo.®® 3



6.2.2 Histologia

El estudio histoldgico de la biopsia permite conocer las lesiones de la mucosa, ademas
de detectar la infeccidn por H. pylori. La confirmacién histolégica de la inflamacién de la
mucosa es fundamental para el diagndstico de la gastritis y su clasificacion. Ademas

permite detectar zonas de metaplasia intestinal.*®

6.2.3 Técnicas moleculares

A continuacién se describen diferentes técnicas a nivel molecular utilizadas par ala

identificacion y tipificacion de Helicobacter pylori.

6.2.3.1 Tipificacion molecular de H. pylori

El diagnéstico molecular y la tipificacion de H. pylori pueden darnos informacion
invaluable para estudios epidemiolégicos y clinicos, asi como para determinar la
estructura genética de las poblaciones y entender la evolucién del microorganismo.
Técnicas sensibles y eficientes que nos permitan diferenciar los aislamientos clinicos,
se han desarrollado técnicas moleculares basadas en el alto grado de variabilidad

genémica entre las cepas de H. pylori. 3

6.2.3.2 Ribotipificaciéon

El principio de este método esta basado en la digestion del DNA cromosomal de
diferentes cepas de H. pylori por endonucleasas de restriccion seleccionadas tales
como: Hindlll, Haelll y Dral. Subsecuentemente, tales patrones de digestiéon de los
genes ARNr son visualizados por hibridacién con sondas especificas de ADN o ARN
marcadas radioactiva o no radioactivamente. Este método ha sido aplicado

exitosamente para tipificar aislamientos de H. pylori. *3

6.2.3.3 Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP)

El ADN cromosomal intacto es digerido por endonucleasas de restriccién y separado
por corrimiento en electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE). Los mapas
genéticos pueden ser construidos por hibridacion con los fragmentos de restriccion con

sondas de Acido desoxirribonucleico (ADN) preparadas de genes conocidos. =



6.2.3.4 Proteina C reactiva — polimorfismo en la longitud de fragmentos

de restriccion (PCR-RFLP)

Los fragmentos de ADN son primero amplificados usando PCR con iniciadores
generados a partir de genes conocidos, seguido por digestiones con enzimas de
restriccion. Las cepas de H. pylori se pueden diferenciar con esta técnica utilizando los

genes de las ureasas incluyendo a ureA, ureB, ureC y ureD. *®

6.2.3.5 Amplificacién de fragmentos (AP-PCR o RAPD)

Esta técnica involucra amplificaciones al azar de fragmentos de ADN con iniciadores de
secuencias de nucleétidos disefiados arbitrariamente. Los perfiles de fragmentos de

ADN amplificados azarosamente pueden discriminarse entre las cepas probadas. *3

6.2.3.6 Tipificacion por secuenciacion de DNA

Este método esta basado en la amplificaciéon por PCR de genes conocidos, que son
polimoérficos y comunes para todas las cepas de H. pylori. Subsecuentemente, las
secuencias de nucleétidos de los fragmentos amplificados de diferentes aislamientos

son determinadas y comparadas por la secuenciacion directa del ADN. *3

6.2.3.7 Tipificacioén por proteina C reactiva (PCR) de alelos especificos

Este método ha sido recientemente desarrollado para detectar cepas "ulcerogénicas”
basado en regiones representativas de los genes vacA y cagA de las cepas de H. pylori.
Se utilizan iniciadores especificos que son generados de regiones individuales para
caracterizar de alelos especificos del gen a estudiar (por ejemplo para vacA el tipo de

alelo de secuencia sefial sla, slby s2 y regién media m1y m2).

6.3 DIRECTOS NO AGRESIVOS

6.3.1 Técnicas moleculares

En los ultimos afios se han desarrollado numerosas técnicas que permiten detectar la

presencia del ADN de H. pylori directamente en la biopsia géstrica, aunque también en
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otras muestras, como heces, saliva 0 agua. La mayoria de las técnicas se basan en la

PCR, tanto clasica como en tiempo real. El objetivo de todas ellas ha sido:

v' Deteccion de genes especificos de la bacteria. Permite detectar H. pylori en
diferentes muestras. Se ha utilizado el estudio del gen de la ureasa (ureA o
ureC), el gen 16S ARNTr u otros genes.

v Deteccion de factores de virulencia.

v Deteccion de mecanismos de resistencia.

6.3.2 Antigeno en heces

Es un método directo no invasivo que permite la deteccién de antigeno de H. pylori en
muestras de heces. Existen varios sistemas comerciales que permiten detectar la
presencia de antigeno en heces con anticuerpos policlonales o monoclonales y pueden

existir pequefias diferencias entre ellos®* %,

Se ha descrito como valida para establecer el diagndstico inicial, verificar la eficacia del
tratamiento en las cuatro o seis semanas posteriores a su realizacién y comprobar la
reaparicion de una infeccion. Se trata de un ensayo cualitativo (no cuantitativo). La
técnica aporta una informacién muy valiosa por la facil obtencién y conservacion de las
muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de microbiologia y no necesita la
colaboracién del paciente (como en el caso de la prueba del aliento). Es muy util en
nifios pequefios. Puede utilizarse tanto para el diagndstico de colonizacién por H. pylori

como para el seguimiento después del tratamiento erradicador.

El primer equipo comercializado fue el Premier Platinum HpSA (Meridian diagnostics)
consiste en una técnica de analisis inmuno-enzimético preparado con anticuerpos
policlonales anti-H. pylori. Presenta excelente especificidad, pero existen datos

variables de sensibilidad (de 57,7% a 96,6%, segun los estudios).

Recientemente, se ha desarrollado un sistema de inmunocromatografia ImmunoCard
STAT HpSA (Meridian Diagnostics) realizado con anticuerpos monoclonales que

presenta valores de sensibilidad de 73 a 96%, aunque todavia esta poco estudiado. **
33



Por lo tanto, en funcién de los estudios actualmente disponibles, el sistema mas
recomendable es el sistema de EIA con anticuerpos monoclonales por sus mejores

resultados en cuanto a sensibilidad de la técnica y por la buena reproducibilidad.®*

6.4 INDIRECTOS AGRESIVOS

6.4.1 Ureasa rapida

H. pylori posee una ureasa que le capacita para la colonizacién y persistencia en la
cavidad gastrica. Se localiza tanto en la membrana externa como en el espacio
periplasmico, y estd compuesta por complejos de una estructura hexamérica. La
potencia de la ureasa es muy superior a la de otras bacterias. 3* %

La enzima cumple tres funciones principales: Proteccion frente al acido de la mucosa
gastrica, provision de nitrégeno en forma de amonio y como factor de virulencia en la

patogenia de la Ulcera gastrica.

Fundamento de la prueba rapida de la ureasa: Consiste en detectar la presencia de la

enzima de la siguiente forma: H. pylori descompone la urea en anhidrido carbénico y
amoniaco, lo cual genera un pH basico que va a ponerse en evidencia mediante el
cambio de color del medio de naranja-amarillo a rosa fuerte debido a la accién del
indicador de pH. 3%

NH,-CO-NH, -> CO,+ NH;

La prueba de la ureasa rapida se puede realizar directamente con la muestra de biopsia
gastrica, obtenida mediante endoscopia digestiva alta. Para el diagnéstico se
recomiendan dos biopsias, una de cuerpo y otra de antro. Las muestras pueden ser
inoculadas en la misma sala de endoscopias por o que no necesitan ningin medio de
transporte. Existen diferentes reactivos comerciales dirigidos a detectar la enzima a
partir de la biopsia. Todos ellos contienen urea a diferentes concentraciones (Se estima
gue hasta un maximo del 6%, porque concentraciones superiores pueden inhibir la
enzima) y un indicador de pH y varian en el disefio de los mismos: existen "test" de
gelosa como Clotest®, HUTtest® y Hpfast® en los que la muestra se introduce en un

medio semisodlido que contiene los reactivos, "tests" de membrana, en los que los



reactivos estan contenidos en una tira de papel, como Pyloriteck® y Pronto Dry® y

"tests" en medio liquido como Helicochek®.3* *°

En general son sistemas comerciales muy sencillos de utilizar y los resultados se
interpretan en un intervalo corto de tiempo (media hora), observando el cambio en el
color del reactivo. Los resultados de sensibilidad y especificidad son en general

superiores al 80% y 90%, respectivamente.

También se puede utilizar una solucion preparada en el laboratorio que contenga urea
al 3-4% e indicador de pH; sin embargo, los resultados de sensibilidad pueden resultar
algo menores. La solucion se puede preparar con 60 g/L de urea, 0,012 g/L de rojo
fenol, 2 g/L de KH,PO,, 1 g/L de peptona, 5 g/L de NaCl y 10 g/L de glucosa en agua

destilada.?* %

6.5 INDIRECTOS NO AGRESIVOS

6.5.1 Prueba del aliento (Urea Breath Test, Ubt)

Es un método indirecto que se basa en la presencia de la ureasa de H. pylori. El
paciente ingiere una solucién con urea marcada isotépicamente con **C (no radioactivo)
o *C (radioactivo) y se recoge el aliento durante 30 minutos, después de la ingestion de
la solucién de urea; previamente se habra recogido otra muestra de aliento basal. Si H.
pylori se encuentra en el estbmago, éste hidroliza la urea gracias a su ureasa y se libera
CO, marcado (**C o **C) que se absorbe, difunde a sangre y transporta a los pulmones

y es liberado con el aliento®.

Los resultados se miden como la relacion de *C o **C/**C de la prueba con respecto al
estandar. Tanto el sistema radiactivo como el no radiactivo presentan similares
porcentajes de sensibilidad, aunque generalmente se prefiere el no radiactivo, si se

dispone del espectrémetro de masas.

Estas pruebas tienen una excelente sensibilidad (95%) y especificidad (100%) para el

diagndstico y seguimiento del tratamiento antimicrobiano, con la ventaja de ser una
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prueba global que valora la presencia de H. pylori en el estbmago y no se ve sometido
al sesgo que pueden tener otras pruebas por la distribucién “parcheada” de la bacteria
en el estbmago. También tienen otras ventajas, como el ser una prueba no invasora y
no depender de las condiciones de transporte, ni de la experiencia del personal técnico.
La prueba del aliento indica una infeccion actual por la bacteria, ya que en una infeccion
pasada, el resultado seria negativo. Por esto, es util como seguimiento del tratamiento
realizado, 4 a 6 semanas después de finalizado. Recientemente, se esta utilizando un
nuevo analizador con espectrometria de infrarrojos que permite la realizacion de la

técnica en la consulta del clinico en pocos minutos.*

6.5.2 Serologia y anticuerpos en saliva

Los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente a
H. pylori en suero, saliva u orina. Las técnicas serologicas se realizan con una muestra

de suero.

La serologia es util en el estudio de poblaciones seleccionadas; sin embargo, su
principal problema radica en que no puede diferenciar la infeccion activa de la
expaosicion previa al microorganismo. H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto
local como sistémica. El sistema inmune responde con un aumento transitorio de IgM,
seguido de un aumento de anticuerpos de los tipos IgG e IgA que persisten durante la
infeccién. Puesto que los anticuerpos IgM se detectan soélo transitoriamente, tienen poco
valor para el diagnéstico. La principal respuesta sistémica es de tipo IgG por lo que la

deteccion de estos anticuerpos es la mas utilizada para el diagnéstico.™

Se han utilizado varias clases de antigenos, que van desde células enteras o sonicadas,
hasta antigenos parcial o altamente purificados (ureasa, etc.). La deteccion de
anticuerpos especificos contra algunas proteinas del microorganismo, como CagA y
VacA puede tener especial interés en estudios sobre virulencia. La técnica mas utilizada
es el Inmunoensayo enzimatico (EIA) cuantitativo, que permite, ademas del diagndstico
primario, la monitorizacion del tratamiento. Los métodos serologicos cualitativos
muestran peores resultados y los métodos rapidos no se recomiendan. Las técnicas que
detectan anticuerpos en saliva y en orina son atractivas, ya que estas muestras son

faciles de obtener, pero en ellas, la concentracidon de anticuerpos es mas baja que en



suero. Los métodos basados en la técnica del Western Blot se utilizan para el estudio

de la respuesta frente a antigenos concretos, como CagA y VacA.*®

6.6 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

La determinacion de la sensibilidad in vitro de H. pylori a los agentes antimicrobianos es
importante, ya que la resistencia primaria o adquirida a varios antibioticos, se asocia con

la ausencia de erradicacion de la bacteria en el estbmago.

6.6.1 Dilucién en agar

Es el método de referencia, pero no aplicable de forma rutinaria para cada cepa,
aunque es valido para confirmar los resultados obtenidos por otros métodos y realizar

estudios con el objeto de conocer la tasa global de resistencia en un area determinada.

6.6.2 Difusion con E-test

Es un método cuantitativo para realizar las pruebas de sensibilidad in vitro basado en la
difusion. ElI método del epsilometro estd especialmente recomendado en organismos
exigentes y cuando se deben probar pocos microorganismos o pocos antibiéticos. Tiene
diferentes ventajas sobre los métodos tradicionales de dilucion en agar, dilucion en
caldo o difusién en agar. La correlacion de este método con la diluciéon en agar no es

buena cuando se estudia metronidazol.

6.6.3 Difusion con discos

Es el método mas facil y barato para determinar la sensibilidad in vitro, pero no hay
muchos estudios de correlacion entre los valores de la Inmunidad medida por células
(CMI) vy los didmetros de inhibicion en el caso de H. pylori, por lo que no es el método
mas adecuado. Teniendo en cuenta que el método de dilucion en agar no es aplicable
de rutina y el método del E-test es caro y que también se observan discrepancias con

metronidazol. 3" 38 39
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7.1 CONCEPTO GENERAL DE INMUNIDAD

El cuerpo humano posee un sistema inmunoldgico complejo que le otorga inmunidad,
contra la invasién de microorganismos patdgenos. La inmunidad entonces, se considera
como la adquisicion por el organismo de propiedades defensivas nuevas y especificas
como consecuencia de una infeccion. Ampliando este concepto, bajo esta
denominacion se indica el conjunto de factores humorales y celulares, especificos o no
de la sustancia introducida, que protegen al organismo contra las agresiones
infecciosas y parasitarias o toxicas y contra las proliferaciones malignas (exceptuando

los fenémenos de tolerancia).*

El sistema inmunolégico funciona en dos niveles (Figura 28). Por una parte, con limites
amplios en su interaccion con los microorganismos, al utilizar mecanismos severos
inespecificos 0 no-selectivos. Estos mecanismos actian contra un diverso numero de
microorganismos, incluyendo entidades bioldgicas, como los virus. Por otro lado, el
sistema inmunoldgico puede ser especifico o de limites selectivos sobre sus
interacciones microbianas. Los mecanismos especificos incrementan la capacidad del

organismo para reconocer con exactitud a microorganismos particulares. °
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Los mecanismos inespecificos de la inmunidad abordan
a los microorganismos en general, denominada inmunidad natural o inmunidad innata,
ya que es del todo funcional, desde el nacimiento, o adn, en ausencia de un contacto

previo con los microorganismos.

Los mecanismos especificos de la inmunidad que actian contra microorganismos
individuales, es denominada inmunidad adquirida, ya que ésta, s6lo se desarrolla
después de su interaccion con microorganismos patdgenos particulares, y no de
inmediato después del nacimiento. Estos mecanismos responden a una estimulacion
molecular. Representan un potencial para la inmunidad, estos vienen a jugar un papel
importante en su interaccion con los microorganismos, al estar limitada la inmunidad

natural. ®

7.1.1 Mecanismos de la inmunidad natural

Cuando los microorganismos entran en contacto con el organismo, estos usualmente
confrontan mecanismos innatos o naturales en la primera inmunidad. La inmunidad

natural puede interactuar como “una sombrilla de proteccion” contra los

3



microorganismos patégenos, cuando estos penetran en el cuerpo y causan enfermedad.
(Figura 29). La inmunidad natural es la primera linea de defensa del organismo.

Existen tres mediadores de la inmunidad natural®:

* Barreras antimicrobianas
* Compuestos quimicos antimicrobianos

* Células fagociticas

T ; I 1 1

Microorganismos

[ 1

Inmunidad
Natural
(No especificos)

Células
fagociticas

Sustancias
quimicas

Barreras fisicas

Inmunidad Adquirida
(Especifica)

Figura 29 Inmunidad natural: actia como una sombrilla que protege al organismo al
interaccionar con los microorganismos en general, antes de que los mecanismos de inmunidad
adquirida, entren en funciones.

7.1.2 Compuestos quimicos antimicrobianos

Para esta investigacion en particular, s6lo se hara mencion de las sustancias quimicas
antimicrobianas. En general, en el organismo existen diversas sustancias quimicas

antimicrobianas que integran la inmunidad natural:



Mucosidad

Grasas y acidos grasos
Acidos estomacales
Lisozima

Interferén

Transferrina

D N N N N N RN

Lactoferrina

De este grupo, por la relacion que guardan con H. pylori, se puntualiza sobre la

importancia de la mucosidad epitelial y los acidos estomacales.

Las mucosas de las membranas, recubren a las células de los epitelios, las cuales
secretan una sustancia llamada moco. Por ejemplo, los microorganismos que son
atrapados en el moco del tracto respiratorio o de la pared estomacal, son expulsados

por las células epiteliales.

Acidos estomacales: La acidez del jugo géstrico impide el crecimiento de un gran
namero de microorganismos. El jugo gastrico es una mezcla de &cido clorhidrico,
enzimas y mucosa secretados por el estbmago. Esta mezcla es altamente acida, ya
gue presenta un pH inferior a 3.0. El ambiente acido del estbmago es una excepcional y
formidable barrera quimica contra la mayoria de los microorganismos patdégenos y sus
toxinas. Sin embargo, hay varias enfermedades gastrointestinales, de ciertos patégenos
microbianos y sus toxinas, que pueden sobrevivir durante su paso a través del

estomago. °

7.1.3 Proteccion del estbmago

e e
Durante la digestion, la comida se desplaza de la boca al _ | ,C “"v:'\’
. . . s Frsmdpnen  — ,’-_ - 'JI
esoOfago y al estbmago. El siguiente suceso es la secrecion del === ‘{L"Q;'/ \
. . o . : . -
acido clorhidrico estomacal y la enzima pepsina. Del estobmago,
Esophageal —
. ., . ., Sphincte -~
la comida pasa al duodeno, donde contindan la digestion y ?/;:\
.'\'phmr"-r—.q‘l:\_ ¥ )l
D.;udu.un-_-.___w.-/d' =T _//
e N T
Figura 30 Estémago y

duodeno



absorcion de los nutrimentos (Figura 30). Sin una proteccién por la presencia de la

mucosa estomacal, el acido clorhidrico y la pepsina alterarian a la pared de estémago.

Para protegerse, el tejido de estdbmago da trabajo a un numero de defensas y

mecanismos de reparacion.

La primera linea de defensa es una capa mucosa, la cual contiene bicarbonato que
neutraliza al acido del estbmago. Después, las membranas celulares en la pared del
estdbmago, contienen lipidos, los cuales repelen a los iones solubles en agua, como por
ejemplo, los hidrogeniones. Finalmente, cualquier idon que traspasa la capa de la
superficie es retirado por el flujo sanguineo. La circulaciéon de la sangre es también
esencial para desarrollar la mucosidad, y para mantener la capa alcalina, la cual es

continuamente liberada de fibrina y detritus celulares debajo de la mucosidad.

En ausencia de la capa mucosa, el acido empezaria a atacar la primera capa del
estbmago. Normalmente, esto no seria un problema, porque la primera capa del
estdbmago esta siendo liberada constantemente. Pero si el forro interior es destruido
mas rapido que reemplazado, puede desarrollarse una Ulcera. Con la acidez y la falta
persistente de mucosidad, la Ulcera podria crecer y llegar al flujo de sangre subyacente
lo suficientemente profundo. Cuando eso ocurre, la Ulcera puede haber perforado la
pared de estdbmago y el acido clorhidrico del estbmago y pepsina pueden directamente,

actuar sobre el tejido. **

7.2 PATOGENICIDAD MICROBIANA

Una enfermedad es un estado de las funciones disminuidas en una persona, animal, o
planta. Especificamente, se consideran las propiedades y los mecanismos de los
microorganismos, que les permiten causar la enfermedad. Las enfermedades causadas
por microorganismos o parasitos multicelulares son llamadas en general, enfermedades
transmisibles o infecciosas o contagiosas. Las enfermedades que resultan por alguna

otra causa, son denominadas no infecciosas o no transmisibles.



Hay muchas otras causas de enfermedades no transmisibles, ademas de las
alteraciones genéticas, incluyendo la radiacion ultravioleta, que causa cierta clase de
cancer de piel, y el humo de tabaco, agente causal del cancer de pulmoén junto con las
enfermedades del corazon por alteraciones cardiacas. Los términos transmisibles y
contagiosos no determinan que un microorganismo debe invadir nuestro cuerpo o
colonizar su superficie. Por ejemplo, un microorganismo puede ser responsable de una
enfermedad si produce toxinas, los cuales pueden acumularse en la comida o el agua

por lo que, al ingerir la comida o el agua contaminadas, sobreviene la enfermedad.

Conforme se aprende mas acerca de una enfermedad, el hombre cambia sus ideas
acerca de la naturaleza de ella, Por ejemplo, hasta mediados de los afios ochenta, se
creia que las Ulceras se desarrollaban como consecuencia del estrés y el tipo de dieta;
sin embargo, al descubrir la presencia de Helicobacter pylori en los tejidos alterados que
conforman la lesion, se demostré que la presencia de esta bacteria es la principal causa

de la mayoria de estas Ulceras. ®
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Figura 31. El curso clinico de la infeccion por Helicobacter pylori es altamente variable y es influenciado
por otros agentes microbianos y factores del medio. 4243

7.4 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION POR

Helicobacter pylori

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica humana produce una gastritis superficial
que puede permanecer asi durante el resto de la vida o bien, al cabo de afios o
décadas, puede desarrollar un Ulcera péptica (duodenal o gastrica) 0 una gastritis
atrofica, que podria ser el primer paso para la evolucién a un cancer gastrico. También
puede desarrollarse un tipo de linfoma, poco frecuente, que es el linfoma gastrico tipo

MALT (mucosa associated lymphoid tissue).



Todavia no se conoce claramente, por qué en unos pacientes la enfermedad es casi
asintomatica, mientras que en otros, se producen enfermedades digestivas de diferente
gravedad. Existen factores genéticos predisponentes en el paciente, como el grupo
sanguineo, el tipo de antigeno Lewis o el tipo de HLA. También existen factores
ambientales como las condiciones socioecondémicas, el consumo de tabaco o la dieta (la
ingestion de sal actia como factor agresivo de la mucosa, mientras que el consumo de
alimentos anti-oxidantes actia como factor protector), que pueden influir en el desarrollo
de un tipo u otro de la enfermedad. Por otro lado, los factores de patogenicidad de la

propia bacteria pueden tener su efecto en el desarrollo de la enfermedad.™® **

7.4.1 Gastritis

La gastritis, que se origina después de la infeccion por H. pylori, puede desarrollarse sin
manifestaciones o bien originar la expresion clinica propia de gastritis aguda (dolor
epigastrico, nduseas y vomitos). La gastritis aguda por H. pylori es un diagnéstico poco
frecuente y cuando se ha descrito ha sido tras ingestién accidental o en voluntarios. Su
curso es de 7 a 10 dias y puede evolucionar a la eliminacion espontanea de H. pylori o,

mas frecuentemente, a su cronicidad (Figura 32).

La gastritis cronica se caracteriza por infiltracion
inflamatoria cronica, constituida por linfocitos y células
plasmaticas, con presencia de foliculos linfoides y un
grado variable de actividad (infiltracién inflamatoria
aguda). La gastritis cronica por H. pylori es un proceso
dinAmico que evoluciona hacia la atrofia que afecta al

antro y a la mucosa transicional y se extiende en

direccion al cuerpo. También se puede asociar a

Figura 32 En la imagen se observa

el aspecto de la mucosa del metaplasia intestinal como respuesta a la agresion
estomago cuando se realiza una o i o _
endoscopia  digestva en un  Cronica. En areas metaplasicas no se detecta H. pylori y
paciente con gastritis  antral
asociada a H. pylori. ®

la inflamacién es menor que en las no metaplasicas. La

atrofia y la metaplasia son dos procesos diferentes que
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pueden presentarse de forma independiente.™® ¢4’

7.4.2 Ulcera péptica

La asociacion de H. pylori con la Ulcera duodenal es clara,

Localizaciones
més frecuentes de |
la dlcera

ya que el 90-95% de los pacientes con Ulcera duodenal,

presentan este microorganismo y la Ulcera cicatriza al
erradicar la bacteria. Con respecto a la Ulcera géstrica,
también existe una clara relacién, aunque sélo un 70% de

este tipo de Ulcera esta asociado con la presencia de H. £

"' buedeno

pylori, pero algunas ulceras son causadas por el uso _ o

. ) ) Figura 33 Localizaciones mas
prolongado de antiinflamatorios no esteroides (AINES),  frecuentes de la dicera péptica.
asociados a la aspirina o ibuprofeno. En algunos casos,

tumores cancerosos de estbmago o pancreas pueden causar Ulceras.*®

La ulcera péptica es una llaga en la cubierta del estémago o duodeno, que es el
comienzo del intestino delgado. Las Ulceras se originan principalmente a nivel gastrico o
del duodeno (Figura 34).% *

Figura 34 Imagen de Ulcera duodenal
observada mediante endoscopia
digestiva ®
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Figura 35 Imagen de Ulcera géstrica

observada mediante endoscopia ®

www. helicobacterspain.com

7.4.3 Cancer gastrico

En el afio 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (IARC) incluyé a H. pylori como agente bioldgico
carcindgeno para el hombre (categoria 1) basandose en evidencias epidemioldgicas
que le asocian con cancer gastrico.® Por otra parte, el papel de H. pylori en el cancer
gastrico también se comprende, porque la gastritis crénica es un factor de riesgo para
el desarrollo de este tipo de cancer. Ademas, el 70% de los pacientes con cancer

géstrico son positivos para H. pylori.*®
H. pylori es considerado un factor de riesgo en el desarrollo del cancer de estémago,

con una prevalencia de la infeccién por H. pylori entre el 69 y el 94% en pacientes con

cancer gastrico, comparado con el 47 al 76% en el grupo control. * 405152
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Figura 36 Imagen de Carcinoma
Gastrico observada mediante
endoscopia (Atlas Endoscoépico, Dr.
Eduardo Segal)>

Figura 37 Imagen observada mediante
método Endoscépico de Carcinoma
Gastrico  (Atlas  Endoscopico, Dr.
Eduardo Segal)®®

7.4.4 Linfoma gastrico tipo MALT

El 90% de los pacientes con linfoma MALT son positivos para H. pylori. Es un tipo de
linfoma que se localiza preferentemente en el antro del estémago, dado que es la zona
donde existe mas tejido linfoide. Ademas, varios estudios apoyan la asociacion de H.
pylori con esta enfermedad, puesto que tras la erradicacion de la bacteria se ha

observado la regresion del linfoma. =

Definicién: MALT: “Tejido Linfoide Asociado a Mucosas”

El linfoma MALT es un Linfoma no Hodking de células B, extranodal, encuadrado dentro
del grupo de los linfomas de la zona marginal (junto a los Linfomas B Esplénico y

Linfoma B Ganglionar de la zona marginal).

Clasificacion:

12



e Linfoma MALT de BAJO GRADO: Se observan células linfoides maduras tipo B.

Ademas en muchos casos existe trisomia del cromosoma 3 (como, en general,

ocurre con los linfomas de la zona marginal).

e Linfoma MALT DE ALTO GRADO: En el que ya hay células centroblasticas (y en

algunos casos células de tipo inmunoblastico).

*Se han descrito algunos casos de paso de Linfoma de BAJO a ALTO grado
**|a leucemizacion de este tipo de Linfoma es excepcional.

Patogenia:
Asintomélicos "F
InfiHrade
It rie __—
Grewlriife obofica
watoinmane [fpo A)
P M""bu...
G trifis anvibral MALT PHH
supericil menroa| G oastsilis atrifica
multifocal (tipo B)
sstritis R
antral difusa -
1]=
Ca. difuso gh:':u
Oicera
duodenal {metaplasia)
: ] Ca. intestinal
LINFOMA
28,54

Figura 38 Proceso de infeccion de Helicobacter pylori.

El proceso comienza con una
inflamacién de la mucosa géstrica con
mas 0 menos grado de destruccion de
células gastricas. H. pylori se aloja en
ellas, creando una nube de amonio
gracias a que posee un enzima, la
ureasa, para defenderse del medio
acido. Alli, actia extracelularmente
sobre las vacuolas de mucina, y
provocando en muchos casos, una
erosion de la mucosa. Inicialmente

puede existir una gastritis antral difusa

y los linfocitos emigran a territorio gastrico, hasta los capilares de la lamina propia.

Posteriormente, puede aparecer una colonizacion de los foliculos con rara infiltracion

medular. En caso extremo, se desarrollara el linfoma tipo MALT gastrico.

3,28, 54
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Figura 39 Imagen de Linfoma tipo
MALT observada mediante
endoscopia (Atlas Endoscépico, Dr.

53
Linfoma Malt Eduardo Segal)

Figura 40 |Imagen observada
mediante método Endoscopico de
Linfoma Gastrico (Atlas Endoscépico,

Linfoma Dr. Eduardo Segal)*®
Gastrico

7.4.5 Manifestaciones extradigestivas

Se ha intentado asociar la infeccibn por H. pylori con diferentes enfermedades no
digestivas como cardiovasculares (aterosclerosis, cefalea primaria, fendbmeno de
Raynaud primario), de piel (rosacea, alopecia areata, urticaria idiopéatica cronica),
autoinmunes (Sindrome de Sjogren, neuropatia isquémica Optica anterior no arteritica),
hepaticas (encefalopatia hepatica) y respiratorias (bronquitis crénica, asma bronquial,

cancer de pulmén). 3
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8.1 EPIDEMIOLOGIA

En 1982, cuando Barry Marshall y Robyn Warren aislaron por primera vez el agente
patégeno gastrico Campylobacter pyloridis, ningun gastroenter6logo hubiese
pronosticado que casi 20 afios después, esta bacteria demostraria ser una de las
bacterias mas comunes en las infecciones humanas y el agente etiologico superior en
las enfermedades gastrointestinales. Hoy en dia, esta bacteria bajo la denominacion de
Helicobacter pylori, queda establecida como el agente etiolégico de gastritis aguda o
cronica y como el factor predisponente en el desarrollo de la Ulcera péptica, del
carcinoma gastrico y del linfoma (MALT) -tejido linfoide asociado a la mucosa con

células-B.>>%°

8.2 PREVALENCIA DE LA INFECCION

La infeccidn por Helicobacter pylori es ubicua e infecta a hombres y mujeres. Aunque la
infeccion ocurre alrededor del mundo, existen diferencias significativas en la prevalecia
de la infeccién dentro y entre los paises. En general, la incidencia de H. pylori en los
paises en desarrollo es mas baja, que aquellos en vias de desarrollo. Esta diferencia en
la prevalencia de la infeccién se atribuye a la ruta de adquirir la infeccion por H. pylori
durante la infancia. Esto se ilustra con estudios de la conducta en China del Sur, en
general la prevalencia de la infeccion en sujetos chinos fue significativamente mas alta
que en los sujetos de origen australiano.* Al examinar los datos relacionados con la
edad, la incidencia mostré una relacion directa con la edad por debajo de los 10 afios
con una relacién directa con la ruta de adquisicién de H. pylori., la prevalencia de la
infeccibn en nifos australianos es del 4%, en comparacion con el 27% en nifios

chinos.>®*’

En un grupo de estudio de adolescentes chinos, la tasa de infeccion fue del 70%; en

Nigeria, la tasa de prevalencia mostr6 datos importantes, el 58% de los nifios

seropositivos con un afio de edad llega al 91% a los 10 afios.>® *°



Los datos epidemioldgicos de otros paises en desarrollo y en vias de desarrollo avalan
esta observacién, con una prevalencia del 0 al 5% de la infeccién por H. pylori, en
nifios menores de 10 afios residentes en paises desarrollados en comparacién con un
13 a 60% en nifios residentes en paises en vias de desarrollo. Durante estas edades se
ha observado un aumento comin de la incidencia de 0.5 a 2% por afio ° ®% 62 6364,

La incidencia de la infeccion se ha propuesto que aumenta de los sujetos jévenes a los
adultos. Es decir, las personas son inicialmente infectadas durante la infancia y en el
caso de los paises en desarrollo, los niveles de infeccion de H. pylori disminuyen en la
juventud, sobre todo en los paises en desarrollo, lo cual se atribuye a una mejoria
gradual en la atencion médica, en las condiciones de saneamiento y en un incremento

en la calidad 6ptima de vida®.

A continuacion, en la figura 14 se muestra como el nimero de individuos infectados es
superior en paises subdesarrollados, que poseen tasas de prevalencia mas altas al

compararse con los sujetos de estudio de los paises desarrollados.

Figura 41 Prevalencia mundial de Helicobacter pylori2

Como se observa en la figura anterior, la incidencia es muy alta en Africa, Asia y en
muchas partes de América Central y del Sur, mientras que es relativamente baja en el
norte y oeste de Europa, Norteamérica y Australia. En los Estados Unidos y Europa
Occidental los nifios son infectados con escasa frecuencia. En contraste, del 60 al 70 %
de los nifios de los paises subdesarrollados muestran seropositividad a la bacteria a la

edad de 10 afios y la prevalencia de la infeccién se mantiene alta. ®®



En los paises occidentales se encontré que la prevalencia de la infeccién por el
Helicobacter pylori en los adultos de cualquier edad, oscila entre el 20 y el 40 %,
mientras que en los paises del Tercer Mundo, alcanza cifras del 60 al 80 %.%° Estos
datos indican, sin lugar a dudas, que la infeccién por esta bacteria ocupa el primer lugar,
por su frecuencia, entre todas las infecciones bacterianas que afectan al género
humano.®” %

Por los datos arrojados en los diversos estudios epidemiolégicos, se puede concluir que
en los paises no desarrollados, el aumento de la incidencia, en relacion con la infeccién
con respecto la edad, estan intimamente relacionados, debido a que la mayor parte de
la poblacion se encuentra ya infectada, durante la infancia, ya que prevalecen pésimas
condiciones socioecondémicas y de higiene basicas. Posteriormente, las generaciones
mas jovenes se han infectado con menos frecuencia, en cuanto se mejora la higiene
basica. La incidencia de la infeccién por H. pylori, en paises desarrollados es menor
comparandose con los paises en desarrollo, lo que confirma que la situaciéon socio —

econdmica, es un factor determinante e importante.58

8.3 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION.

La adquisicion natural de la infeccion por H. pylori, en su mayor parte, ocurre durante la
infancia. Una vez que la bacteria se establece en la mucosa gastrica, persiste a lo largo
de la vida. Algunos estudios en la nifiez indican, que en los primeros afos de vida, es
comun que la bacteria sea de tipo transitoria, antes de que se establezca la infeccion;
sin embargo, en estudios de la incidencia, el monitoreo demostré que H. pylori incide en
los mismos nifilos durante varios afios. Aunque diversos estudios demuestran la pérdida
de la bacteria en nifios, como los realizados por Granstrom y col.®®; desafortunadamente
no hubo control del uso de antibiéticos, factor que puede afectar el estado de
permanencia de H. pylori. Otros estudios concluyen que, la tendencia a la baja de la
prevalencia, indica que la infeccién podria ser coman en nifios pequefios’. Otro grupo
de estudios muestra una diferencia en nifios, en cuanto a la adquisicion y la pérdida de
la infeccion al considerar el nivel socioeconémico y las caracteristicas raciales ; por

ejemplo, la adquisicién de la infeccién entre nifios afroamericanos, fue cuatro veces
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mayor, que en los nifios caucasicos. Tomando en consideracion las evidencias, se
puede establecer que la apariciéon de la infeccion sucede en los primeros afios de vida y
puede ocurrir de forma espontanea; sin embargo, es importante considerar que son
necesarios otros estudios, para determinar cuales factores pueden dar lugar la

adquisicion natural de la infeccién en los nifios®.

8.3.1 Origen de la infeccidn

El reservorio de la bacteria parece ser el estbmago humano, dado que el
microorganismo posee caracteristicas muy particulares para adaptarse a este medio
hostil. Si bien, todavia no se han dilucidado por completo los mecanismos de
transmisién de la infeccion, se conoce que los factores que muestran una relacion
directa con la alta prevalencia, incluyen: el hacinamiento dentro de las viviendas,
compartir las camas, la ausencia de agua corriente en el hogar, el contacto cercano de
persona a persona o, donde los alimentos son compartidos, por ejemplo asilos y sitios

de reclusion. 2% %8

Las malas condiciones de higiene ambiental, directamente relacionadas con el nivel

socioecondmico, constituyen el mayor factor de riesgo para adquirir la infeccién.

Diversos estudios han propuesto que el origen de la adquisicion de H. pylori ocurre en
un ambiente comun. En particular, los animales y el agua se han considerado como

posibles fuentes potenciales de la infeccion®.

8.3.1.1 Los animales como fuente potencial de H. pylori

Algunos estudios demostraron la posibilidad de adquirir Helicobacter pylori durante la
convivencia y el manejo de animales o sus productos, por ejemplo, la actividad de los
carniceros en los rastros o los pastores cuidadores de ovejas. "

En el Centro Médico Santa Isabel de Boston en Estados Unidos de Norteamérica, un

grupo de investigadores realiz0 valiosos estudios, donde quedd demostrada la
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participacién de la mosca doméstica como transportador de H. pylori, al tomar muestras

de alimentos y/o de heces contaminados con esta bacteria (Figura 42).

Aguas
contaminadas

Figura 42 Esquema de los mecanismos involucrados en la transmisién de la
infeccion por H. pylori. Estudios recientes han demostrado que la mosca comin
es un eficiente transportador de la bacteria y cumple un papel importante al
contaminar los alimentos. >°

La bacteria viable fue aislada de las heces de los portadores y con potencial para
infectar, lo cual es una evidencia adicional a favor de la teoria que considera a la via
fecal-oral, como la principal ruta de transmisién, como mas adelante se describe con

mayor detalle en las evidencias de transmision por esta ruta.”

8.3.1.2 El agua como fuente potencial de H. pylori

En paises de América del Sur, algunos estudios informan que un mayor numero de
nifos pequefios se han infectado con H. pylori, por la ingestién de agua surtida de
fuentes externas, que cuando consumen agua potable surtida al interior de sus hogares.
Otros sitos de posible infeccion por agua, ha sido demostrado en nifios que practican la
natacion en los rios y en las piscinas; o bien, que han consumido vegetales
contaminados con aguas residuales.”” ® En contraste a estos estudios

seroepidemioldgicos, en la China del Sur, no se ha demostrado al agua como fuente de



infeccién con H. pylori, ya que a pesar de que la mayoria de los sujetos hierven el agua

antes del consumo, la prevalecia de la infeccion es alta (45%). » "

Los intentos de demostrar mediante cultivo a H. pylori a partir de muestras de agua no
han tenido éxito. Estos fracasos sugieren que puede existir un deterioro de la célula
bacteriana, cuando H. pylori es expuesto a condiciones ambientales adversas, ya que

el microorganismo presenta una forma cocoide, la cual es viable, pero no cultivable.

Existe la controversia, de como esta forma cocoide viable es importante en la
transmision. Aunque los primeros estudios reportaron que la forma cocoide no cultivable
de H. pylori es metabolitamente activa, los estudios mas recientes sugieren que la forma
cocoide, es una forma “aletargada” o latente y posiblemente represente etapas

tempranas de la muerte de la bacteria. *

En conclusién, a pesar de una investigacion exhaustiva y grandes esfuerzos por
encontrar en el medio ambiente, fuentes de contaminacidon con H. pylori, no se ha
demostrado que exista algun reservorio importante, fuera del estémago humano. Estos
hallazgos no son sorprendentes, dado que el andlisis de la secuencia del genoma de H.
pylori, muestra que esta bacteria no posee la dotacion completa de enzimas necesarias
para efectuar exclusivamente, un metabolismo aerébico o anaerdbico y de aqui su

capacidad para sobrevivir en un medio natural, parece poco probable.>

8.4 TRANSMISION DE H. pylori

En diversos estudios que han intentado aislar a H. pylori a partir de varios reservorios
diferentes al humano, concluyen que el fracaso constante para lograrlo, sugiere que el
contacto directo de persona a persona, sea el modo mas probable de transmisién. En
estos estudios, el incremento en la incidencia de la infeccién por H. pylori, ha sido un
hallazgo consistente, lo que sugiere que el contacto entre las personas, es uno de los
mecanismos importantes en la diseminacion de esta bacteria patégena. La importancia

de adquirir la infeccidén por este contacto cercano, es enfatizado por la conclusién de
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gue, la incidencia de la infeccion con H. pylori se incrementa significativamente entre los
miembros de la familia de nifios infectados con este microorganismo. * Los estudios
realizados entre los miembros de la familia, visualizan que la transmision de H. pylori
ocurre principalmente dentro del nucleo familiar. El riesgo de infeccion de un nifio, se ha
informado que es aproximadamente ocho veces mayor si la madre esta infectada y

cuatro veces mas, si el padre se encuentra infectado. 76

La mayoria de los estudios demuestran que la transmisién es de tipo intrafamiliar; sin
embargo, el estudio de un caso controlado en familias en Bangladesh con respecto a la
incidencia de la infeccién en padres de nifios H. pylori positivo, informé ser la misma,
gue en los padres con nifios H. pylori negativos. La conclusion parece indicar que en
algunos paises, el origen de la infeccién por H. pylori, puede ubicarse fuera del seno

familiar.””

Otro aspecto estudiado es como influye en la transmisién, la composicion de familia, el
riesgo de contraer la infeccién, se ha demostrado que se incrementa conforme aumenta

el nimero de hermanos dentro de la familia (Goodman y cols). "

8.4.1 Factores que influyen en la transmision del H. pylori

8.4.1.1 Situacion socioecondmica

Un gran numero de estudios realizados en diversos paises han mostrado que la
situacion socioecondmica esta relacionada con el incremento de la infeccion por H.
pylori; sobre todo, el tipo de nivel socioeconémico que predomina durante la nifiez.
Debe considerarse que el estado socioeconémico es un criterio muy amplio, ya que
abarca factores como la higiene, el saneamiento, las oportunidades de vida y de
educacioén, algunos de estos factores o todos, se ha informado que pueden influir en el

nivel de la infeccion, dentro de una poblacion.

Otro factor importante que se ha estudiado, tanto en paises desarrollados como en los

en vias de desarrollo, es la densidad alta dentro de las viviendas, la cual se relaciona
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constantemente con una incidencia incrementada de la infeccion por H. pylori. La
importancia del factor de la sobrepoblacion en la adquisicion de H. pylori, es acentuada
por la conclusién de que el compartir una misma cama durante la infancia, se asocia

con un incremento en la prevalecia de la infeccion. *

La influencia de las condiciones de vida en la prevalecia de la infeccién por H. pylori,
esta claramente ilustrada, en los paises donde las condiciones socioeconémicas han
mostrado mejoras significativas durante las ultimas décadas. Por ejemplo, en Japon la
disminucion en la prevalecia de la infeccién de H. pylori en sujetos menores a los 40
afos de edad, se ha estado relacionado con una mejoria importante en la economia
japonesa, y en las condiciones de vida, después de la Segunda Guerra Mundial. Una
tendencia semejante fue observada en Corea, otro pais que recientemente ha logrado

mejorias sélidas en sus niveles de vida.”® 8 8

8.4.1.2 Ruta de transmision

Con respecto a la ruta de transmisién, se puede establecer que es el asunto mas
polémico de la investigacion epidemiologica del H. pylori. Debido a que, tanto la
ubicacién de la infeccién por H. pylori, como la necesidad prioritaria de la mucosa in vivo
para su proliferacién, parece ser que a ingestiéon es la via mas probable para adquirir la
bacteria. Sin embargo, ya sea que H. pylori alcance la cavidad oral via gastro — oral,
oral — oral, o la ruta fecal — oral se abre la conjetura. Uno de las mayores dificultades es
intentar cultivar H. pylori a partir de heces o de la cavidad oral es la presencia en estos
sitios de la microbiota autéctona. Estas bacterias tienden a crecer mucho mas
rapidamente que H. pylori y por lo tanto, incluso si H. pylori estd presente,

enmascararan su presencia’.

8.5 EVIDENCIAS PARA LA TRANSMISION GASTRO - ORAL

La presencia de H. pylori en los jugos gastricos es de un 58% en pacientes infectados,

lo que aumenta la posibilidad de que el reflujo del jugo gastrico pueda representar un
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vehiculo importante en la transmision para este microorganismo. Efectivamente el
contacto directo con las secreciones gastricas ha sido implicado en la incidencia mas
alta de la infeccion por H. pylori reportada en estudios de Gastroenterologia y en los
informes epidemioldgicos de Helicobacter gastritis, después de experimentos por medio

de intubacion gastrica. *

La posibilidad de que la via gastro—oral pueda ser la mas importante ruta de transmision
de H. pylori en la nifiez, ha sido postulada por varios investigadores. Por ejemplo, un
informe postul6é que la ruta mas probable de la transmision de H. pylori era la via de las
secreciones de estdbmago o vomitos. Aunque en ese momento no habia pruebas para
respaldar esta situacion, el vomito y la regurgitacién del material gastrico dentro de la
boca son bastante comunes en la infancia y podrian representar una ruta importante de

la transmision. 8 82

8.6 EVIDENCIA DE LA TRANSMISION ORO-FECAL

Existen un limitado numero de pruebas que pudiesen concretar la idea del posible paso
de H. pylori a través del intestino. Algunos grupos han demostrado que existe un efecto
letal de los jugos biliares sobre H. pylori; por lo que la posible supervivencia de la

bacteria, después del transito a través del tracto intestinal, parece poco probable. *

Los intentos de cultivar H. pylori a partir de heces en general han fracasado. El intento
de determinar la presencia de DNA de H. pylori en las heces por la técnica del PCR ha
dado resultados altamente variables. Mientras que algunos estudios han informado
sobre la deteccion del DNA de H. pylori en las heces de 25 a 90 % de sujetos infectados
por esta bacteria, otros han reportado menos del 10% de los sujetos H. pylori positivos
gue tienen DNA de H. pylori en sus heces. Aunque la deteccién del DNA de H. pylori en
las heces puede aportar pruebas que apoyan la ruta de transmision fecal-oral, debe
considerase que es importante resaltar que los hallazgos de DNA de H. pylori, no
necesariamente establece que este microorganismo sea viable y esté presente en las

heces 1, 82, 83, 84

10



8.7 TRATAMIENTO

La infeccion por Helicobacter pylori resulta de dificil tratamiento. El interior de la luz
gastrica es un lugar inhdspito, donde no llegan las células que se encargan de defender
al organismo. Tampoco llegan bien muchos antibiéticos. Por esto es necesario asociar
varios medicamentos antiulcerosos y antibioticos para conseguir eliminar la infeccion. El
tratamiento que se recomienda actualmente, asocia tres medicamentos distintos (dos
antibioticos y un farmaco que disminuye la produccion de acido por el estomago),
administrados durante una semana. Antes de iniciar el tratamiento el médico debe
asegurarse de que su paciente no es alérgico a ninguno de los medicamentos que

debera tomar. *°

Figura 43 Cuadro de comparacion entre el modelo antiguo y el actual del tratamiento de la infeccién por

Helicobacter pylori®®

MODELO VIEJO MODELO NUEVO

CALSA

El axceso de acidez en ol estdmags
ataca los lejidos v produce inflamacion.

La baclera M. pplori segrega loxinas
causantes de la inflamacion del estdma-
g, danda lugar a lesiones de la mucosa.

-I".""_'_"‘\.

TRATAMIENTOS

Dieta suave, con productos ldcleos cada
hara, comidas moderades, sin clfricos o
picantes y eliminacidn del alcohol y |a
cafelna,

Blogueantes de los receplores Hy para
rebajar los nivelos de histaming circulante,
que fomenta la produccion de dcide en el
aslmago.

Clrugia para extirpar las ulceras que no
fespondan a la medicacidn o en las que
sea dilicil controlar la hemorragia. En los
ames selenfa constiluia la intarvencidn mas
frecuente que realizaban los intemos en
cirugie. En la actualidad es bastante rara,

Régimen de antibidticos. En febrero de
1994 un grupe de estudio del norteame-
ricana Institulo Nacienal de la Salud
{MiH} recomendd un ciclo de dos sema-
nag de duracion para el fralamiento de
la dlcera: amoxiciling o tetracicling, ma-
fronidazol (Flagyl) v subsalicilato de bis-
mulo {Pepto-Biemal). En diciembre de
1995 una comisidn asesara de la FOA
recomendd la aprobacién de dos tratamienios de dura-
cién de cuatro semanas basades en clartromicing
[Biaxin} con emeprazal {Prilosec) o ranitidina-citrato de
bismuto (Tritec). Ciclos de una semana suclen resullar
bastante eficaces,

EXITO
A,
aval
IAEVAER Y,

f

En los pacientes que interrumpen el trata-
miento de blogueantes de los receptores
Hy se eleva @ un 50% €l riesgo de gue
recidive su Ulcera en ol plazo de seis
meses, Y oa un 05% [ probabilidad de que
la tlcera reaparezca dentio de los dos anos.

Las recidivas desaparecen si se
elimina la infeccion bacteriana
subyacents. H e

El régimen antibiético seleccionado debe asegurar la completa erradicacion de la
bacteria y evitar las recurrencias de la infeccion. Ahora bien, el criterio de erradicacion
significa que al cabo de cuatro semanas de concluido el tratamiento, no se detecta el

germen en la mucosa gastroduodenal, ya sea por medio de métodos histolégicos o con
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las pruebas indirectas de actividad metabdlica bacteriana (prueba rapida de ureasa o
deteccion de urea en el aliento). 208 887

Puesto que los esquemas de monoterapia antibiética, han demostrado una y otra vez
gue son poco efectivos, pues se acompafian de bajos indices de erradicacion (inferiores
a 50%) y altas tasas de recurrencia de la infeccion (hasta 80%), en la actualidad se
prefieren los regimenes combinados. Asi, las terapias conjugadas con, por lo menos,
tres farmacos son la alternativa mas racional para erradicar la bacteria, lograr la
curacion de las lesiones y prevenir las recurrencias de la enfermedad. Por la gran
eficacia y seguridad demostrada en multiples ensayos clinicos, se prefieren aquellos
regimenes que comprenden dos agentes antimicrobianos, asociados a sales de bismuto
0 a agentes antisecretores acidos, ya que brindan una eficacia terapéutica cercana a

90% (Cuadl’o 11) 57, 88, 89, 90, 91, 92, 93

Terapias combinadas para el manejo de la enfermedad

por Helicobacter pylori

I 1. Terapias con tres medicamentos ]

* Metronidazol 4+ Tetraciclina + Bismuto (MTB)

» Matronidazol + Amoxiciina + Bismuto (MAB)

» Metronidazol + Clartromicina + Inhibidor de bomba (MCI)
+ Metronidazol + Amoxiciina + Inhibidor de bomba (MAI)

= Amoxicilina + Claritromicina + Inhibidor de bomba (ACI)

| 2. Terapias con cuatro medicamentos |

* MTB + Inhibidor de bomba

= MAE + Inhibidor de bomba

= MTE + Antagonista de receptores H2
* MAB + Antagonisia de recaptores H2
* MCI + Antagonista de receptores H2
= MAl + Antagonista de receplores H2
= ACI + Antagonista de receptores H2

I 3. Terapias con cinco medicamentos ]

= MTE + Antagonista de receptores H2 + Inhibidor de bomba
* MAB + Antagonisia de racapiores H2 < Inhibidor de bomba

Cuadro 11 Los farmacos con un mejor perfil bactericida contra H. pylori incluyen metronidazol y sus derivados,
amoxicilina, tetraciclina, claritromicina, azitromicina y sales de bismuto. Todos estos antibiéticos son secretados en el
jugo gastrico y muestran un grado apropiado de actividad a pH bajo. La terapia triple convencional incluye
metronidazol, sales de hismuto y tetraciclina o amoxicilina y debe administrarse durante, al menos, 14 dfas, para
asegurar tasas de erradicacion superiores a 80%. Por muchos afios metronidazol fue considerado el pilar de la terapia
antibacteriana contra H. pylori, pero desde hace algin tiempo han aumentado los reportes acerca de la aparicion de
cepas resistentes. Este aspecto es de particular importancia a la hora de seleccionar los antibiéticos a administrar. 16
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Tincidn Gram

Fundamento
La técnica consiste en aplicar 4 reactivos:

* Cristal violeta, es el colorante primario y el primer reactivo de la serie e imparte su
color a todos los microorganismos del frote.

* El segundo reactivo es una solucion de yodo, denominada yodo de Gram o lugol,
que actia como mordente (aumenta o refuerza la unién entre el colorante y el
sustrato, formando un complejo cristal violeta-yodo-ribonucleato de magnesio)

* El tercer reactivo es una mezcla de alcohol- acetona, que actia como decolorante,
disolviendo y arrastrando fuera de las células (la decoloracion solo se lleva a cabo
en las bacterias Gram negativas) al colorante primario

* El cuarto reactivo, es la safranina o colorante de contraste e imparte el color sélo a

las bacterias que durante la decoloracién perdieron al colorante primario.*

Técnica

9 Safranina,

5.10 gotas 30-60 seq.
10 Ebminar excase 11 Lavar 12 Secar

1. R. M. Ramirez Gama, B. Luna Millan, O. Velasquez Madrazo, et al. Manual de Préacticas de Microbiologia
General. México: Facultad de Quimica, UNAM; 2001: 29, 42 p.



Tincion Giemsa

Fundamento

La tincion de Giemsa emplea como colorante fundamental, una mezcla de tiacinicos
catddicos, como el azur A,B y azul de metileno, que colorean el nicleo, mientras que la
eosina para coloracién citoplasmatica, estas sustancias estan disueltas en alcohol
metilico. Su fundamento esta en la disociacién controlada de las sales de eosinato, que
ocurre por la mezcla de Giemsa con agua destilada. La cromatina nuclear adopta la
tincién azul violacea algo distinta a la habitual para los colorantes tiacinicos y que recibe

la denominacién de efecto Giemsa.?

Técnica

1. Desparafinar y lavar con agua corriente las secciones.

2. Tefiir en una solucién diluida de Giemsa (4 ml de tintura en 100 ml agua
destilada neutra) por 24 horas.
Enjuagar rapidamente en agua destilada.

4. Diferenciar rapidamente en 0,5% A&cido acético hasta que la seccion queda
rosada.

5. Enjuagar en agua destilada. Seque la seccion con papel de filtro.
Deshidratar rapidamente en alcohol absoluto. Aclarar con xileno.

Observar al microscopio.

Prueba de Ureasa

Principio

Determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar
la urea en dos moléculas de amoniaco por la accion de la

enzima ureasa, con la resultante alcalinidad.

2. Pardo F.J. Anatomia Patoldgica, Primera edicion, Mosby; 1997



Bioquimica

El sustrato urea, una diamida del &cido carbdnico, a menudo se designa como una
carbamida. Todas las amidas son hidrolizadas con facilidad. La urea hidrolizada por una
enzima especifica, la ureasa (o urea amidohidrolasa), para dar dos moléculas de

amoniaco. En solucion, la urea se hidroliza a carbonato de amonio como producto final.

NH_ -CO-NH. + H, O ——————— 2NH",+ CO.

{Urea) {lon amonio)

La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con la descomposicién de
los compuestos organicos. Las enzimas bacterianas se clasifican como constitutivas o
adaptativas. Una enzima adaptativa o inducida se produce s6lo cuando su sustrato
especifico esta presente. La urea es considerada constitutiva debedlo a que es
sintetizada por ciertas bacterias sin tomar en consideracion la presencia o la ausencia
de su sustrato, la urea.

Existen dos amplias divisiones de enzimas: a) hidrolasas, que estan relacionadas con la
hidrélisis (agregando agua) de ésteres, hidratos de carbono, proteinas y amidas, y
b)aquellas relacionadas con diversas reacciones de oxidacion — reduccion. La ureasa se
clasifica como una amidasa, ya que cataliza la hidrdlisis de las amidas. Oppenheimer
incluy6 entre las amidasas a todas las enzimas que pueden romper los puentes entre el

nitrégeno y el carbono por hidrolisis.

En el caso de la ureasa, el nitrogeno es disociado como amoniaco (NH3). La ureasa
actia en los compuestos a nivel de los puentes C —N, excepto en aquellos que

contienen puentes peptidicos. El pH optimo para la actividad de la ureasa es de 7.

MEDIO DE CULTIVO

Medio con urea amortiguador sin azida

1. Deteccidn rapida de la ureasa de Helicobacter pylori.
2. Ingredientes: pH 6.3 - 6.5



Urea 20|49
Solucion acuosa de rojo fenol, 0.4% (P/V) 2.5 | mL
Fosfato sddico, Na, HPO, , 10 mmol, pH 6.3 01|g
Agua Oxoid No. 4 04149
Agua desionizada 100.0 | mL

3. Fraccionar: 200 ulL/orificio en placas de microtitulacién de Linborough de fondo
plano con 96 orificios; vencimiento refrigeradas (2 — 8 °C) a los 10 dias.

4. Inoculacion: 5 uL (denso) por puncion en los orificios con pipeta de siembra
multiple.

5. Incubacion

a. Temperatura ambiente (22 — 25 °C)

b. Evitar la exposicion a la luz; colocar en un armario. Si se expone a la luz,
el cultivo puede desarrollar peroxido, el cual puede inferir con la reaccion
de ureasa.

6. Interpretacion
a. Observar el cambio de color después de 5 y 30 minutos y en los

siguientes tiempos: 1, 2, 3,12y 18 h.

Medio no selectivo (NSM)
1. Prueba de seleccion rapida para el aislamiento y la deteccion de ureasa por H.
pylori; puede utilizarse para las biopsias del antro gastrico.

2. Ingredientes: pH 6.8

Agar base Columbia 39.0|g
Iso Vitales, 2% 20.0 | mL
Hemina 10.0 | mg
Urea 200 | g
Rojo Fenol 1.2 | mg
Agar granulado 40|49
Agar desionizado 980.0 | mL




3. Medio selectivo (SM: aditivos antimicrobianos opcionales; elimina la flora

contaminante.

Trimetroprima 5.0 | mg
Vancomicina 10.0 | mg
Anfote3ricina B 5.0 | mg
Cefsulodina 5.0 | mg

4. Esterilizacion
a. Ureay rojo fenol: filtraciéon (Millipore); 0.22 Mm de diametro de poro.
b. Agar Columbia: autoclave, 121 °C, 15 Ib, 15 min; enfriar y agregar la
urea, el rojo fenol y los antibidticos.
5. Fraccionamiento: 15 — 20 mL/placa (15*100 mm).
6. Inoculacién: muestras de biopsia mantenidas en 0.4 mL de caldo para brucellas;
homogeneizadas y vertidas en las placas dentro de las 2 h.
7. Incubacion: 35 °C, en atmésfera de microaerofilia (jarra Campy Pak).
8. Microorganismo para el control de calidad
a. Positivo (+): Helicobacter pylori, ATCC 11637, NCTC 11637; cambio de
color en el curso de 1 h.
b. Negativo (-)
Proteus vulgaris ATCC 13315; cambio de color en 24 h
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; cambio de color en 48 h
Campylobacter jejuni ATCC 32292; sin cambio de color
9. Interpretacion
a. Controlar para determinar el cambio de coloralos 5y 30 minyal, 2, 3,
6, 24,36y 48 h.
b. Positivo (+)

(1) Color amarillo a rojo



(2) Crecimiento bacteriano visible después de 3 dias.

c. Negativo: sin cambio de color

H. pylori da una reaccion inmediata en el curso de 1 h y el medio se torna

completamente rojo a las 3 h., H. pylori posee una ureasa altamente activa, de peso

molecular alto y produce una abundante cantidad de ureasa cuando se le cultiva en

medio sdlido.

PRUEBAS RAPIDAS

Discos urea
1. Fabricantes
a. BBL, urease (UR) Minitek disks ( discos para ureasa (UR) Minitek); junto con la
coloracién Gram y la prueba de oxidasa, pueden ser usados para la rapida
confirmacién de H. pylori
b. Disco, urea disks (discos de urea).
2. Resultados dentro de 1 — 4 h de incubacion.

CLO Striptest (pureba con tira reactiva CLO)

1.

2.

Fabricante: Delta West Ltd., Australia Occidental, Australia.
Ureasa rapida para H. pylori.
Sequir las directivas del fabricante

Leer después de los 15 minutosy a 1, 3y 20 h.?

3. Jean F. MacFaddin. Pruebas bioquimicas para la identificacién de Bacterias de Importancia Clinica,
Tercera Edicion. Argentina: Editorial Médica Panamericana 2003: 397 — 410 p.
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