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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento de} problema.

Desde que en 1983, se logré ¢l aislamiento de Helicobacter pylori de 1a mucosa

géstrica de pacientes con gastritis crénica, este microorganismo se ha convertido en el centro

de atencién de muchos investigadores.

N :

En la actualidad, existen ab evid que sefalan a esta bacteria como el

principal agente causal de las gastritis agudas y crénicas; por otra parte, H.pylori, ha sido
implicado como un factor importante en la patogenia de la dlcera péptica, e incluso en el
sindrome de dispepsia no ulcerosa; Sin embargo, cstdn ain por esclarecerse los mecanismos
a través de los cuales interviene este microorganismo en el desarrollo de estas
enfermedadesg g, s

Helicobacter pylori poseé varios mecanismos que le permiten colonizar la mucosa
géstrica, entre cllos se encuentran algunas caracteristicas morfolSgicas y bioquimicas, y su

capacidad de adherirse a las células epiteliales.

Se ha observado que cuando H.pylori se adhiere a las células del epitelio gastrico,

causa alteraciones estructurales y bioquimicas, origindndose una respucsta inmunolégica. g,

Hasta ¢l momento, H.pylori ha sido cncontrado ¢n las uniones intercelulares, y cn la
superficie de las células antrales in_vivo, pero no se ha observado dentro de cllas, por lo que
se piensa que son sus propiedades de adherencia las que pueden generar las lesiones

histopatol6gicas observadas. s,

Dado que la adherencia cs ¢l primer cvento que sucede, para que se establezea la

relacién huésped-parésito, cs importante establecer un modelo jn vitro que permita el cstudio

de las propiedades de adherencia de esta bacteria; Para cl estudio jn vitro de la adherencia,




se han utilizado diversas lineas celulares que permiten extrapolar los eventos observados, a

modelos jn_vivo.

Dcbido a la imporancia médica que ticne H.pylori, y tomando cn cucnta que en
México no existen atin estudios reportados sobre las propiedades de adherencia de esta

bacteria, se consideré nccesario cstandarizar un modelo in vitro que permita llevar a cabo

investigaciones sobre este punto.

12 Obyjetivos.

1) Establecer 1a utilidad de la linca celular HEp-2 para cvaluar la capacidad de
adherencia de H.pylori

2) Estandarizar un método para evaluar la capacidad de adherencia de la cepa control
CCUG 15818 dc H.pylori a células HEp-2.

3) Determinar cl indice de adherencia de H.pylori a la linca celular HEp-2.

1.3 Hipdtesis.

Si la adherencia ¢s un factor importante en la patogénesis de las enfermedades
gastrointestinales, entonces Helicobacter pylord, ticne 1a capacidad de adherirse a las células
epitcliales,
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ANTECEDENTES

2.1 Historia y antecedentes.

Helicobacter pylori, es una bacteria gramnegativa, de estructura curva o espirilar, que
fue aislada por primera vez en 1983 por Warren y Marshall; sin embargo, anteriormente ya
se habia reportado la existencia de microorganismos curvos, presentes en la mucosa géstrica

de algunos mamiferos ),

En 1893, Bi: Salomén, la exi ia de bacterias curvas, presentes
Y P 2

en el estémago de perros y gatos ().

En 1938, Doenges profundizé en estos estudios, y encuentra bacterias espirilares
similares, en el estémago de caddveres humanos; dos afios mis tarde, Freedberg y Barmon
observan la presencia de estas bacterias en secciones de tejido géstrico de pacientes con tlcera
péptica (¢

En 1950, Palmer realiza otra investigacién, y niega la existencia dc estos
microorganismos espirales, por lo que el cstudio de éstos queda olvidado por espacio de casi
veinte afios .

En 1975, Colin y Jones, encontraron bacterias asociadas a la presencia de gastritis
difusa y vlcera gistrica, sin embargo, la importancia de este hallazgo disminuy6, cuando el

microorganismo fue erréneamente identificado como Pseudomona spp .

Fue hasta 1979, que Robin Warren, observa nuevamente la presencia de estas bacterias
en un espécimen de biopsia géstrica; es entonces, cuando en combinacién con Barry Marshall,

1 4 1

p un io con cien paci quep sintomatologfa de enfermedad 4cido-

péptica (Glcera duodenal y/o gastritis) a los que se les realizé una endoscopfa, con el objeto
de encontrar el origen de la bacteria, identificarla, y asociarla a algin sfndrome (4.




Después de varios intentos, Marshall y cols, lograron aislar bacterias curvas de mucosa
géstrica, y posteriormente determinaron el grado de asociacién de cste microorganismo con
enfermedad dcido-péptica, encontréndose un cultivo positivo en ¢l 87% de los casos de dlcera-
duodenal, y en el 55% de los casos de gastritis; mientras que sélo se aisté en un 5% de los

p con géstrica histol6gic normal (.

En estudios realizados con diferentes modelos animales {cerdos, primates, y hurones),
se encontraron bacterias similares a las del género Campylobacter, a las que se les denomind
como GCLOQ (Gastric Organisms Like Campylobacter) pero, posteriormente se demostré que
sélo los organismos aislados de primates y de cerdos pertenecen al mismo género y a la
misma especie que aquellos que son aislados de humanos, mientras que los: organismos
aislados de hurones, presentan caracteristicas difercates, por lo que se les clasific6 como

Helicobacter mustelae.,

2.2 Taxonomdia.

La bacteria aislada por Marshall y cols, fue inicialmente ~clasificada como
Campylobacter pyloridis, ya que presentaba algunas caracteristicas afines al géncro
Campylobacter; mis tarde, se decidié que este nombre era gramiticalmente incorrecto, y se

cambié por el de Campylobacter pylori ..

En 1985, Goodwin y cols, demostraron que ¢l contenido de 4cidos grasos celulares,
y algunas caracterfsticas ultracstructurales de C.pylori, eran muy diferentes de las que
presentaban Campylobacter jejuni y otros integrantes del género; por lo que se sugirié que la
bacteria debia clasificarse en otro género ().

Posteriormente, Thompson y cols. propusi que se le integrara dentro del género

Wolinella, y Paster postulé casi al mismo tiempo que se¢ le incluycra dentro del género



Flexispira o,

Diversos tipos de estudios se realizaton para tratar de clasificar a la bacteria en alguno

de estos gé sin embargo, las difl ias morfol6gicas, bioquimicas, y de cultivo, que se

encontraron entre C.pylori y los integ de los gé Campylob , Wolinella, y
Flexispira (' Tablas 1y 2), dieron lugar a la creacién de un nuevo género al que se le llamé
Helicobacter (Del gricgo helix=hélice), nombre que se refiere a la morfologia del

microorg quep

una estructura espiral jn yivo, pero sc encuentra frecuentemente
como un bastén curvo in vitro

248

Por lo tanto, cn 1989, el Comité de Reconciliacién y Aprobacién para Ia Clasificacién
Bacteriana, aprobé que C.pylori fucra transferido al género Helicobacter, y a bacteria quedara

clasificada como Helicobacter pylori (3.

2.3 Importancia clinica,

Desde que Marshall y Warren reportaron en 1983, la asociacién existente entre
H.pylori y !a presencia de gastritis, numerosos estudios sc han enfocado a la investigaci6n del
papel de esta bacteria en 1a enfermedad 4cido-péptica; como ia de esto, diversos

reportes se han publicado, postulando que H.pylori no sélo se encucntra asociado a gastritis

d.

tipo B, sino también a otros p

s géstricos.

La gastritis tipo B, o gastritis antral, es un padecimiento muy comin, en el cuél las
células epiteliales secretoras de moco son dafiadas, y por lo tanto se produce una inflamacién
en ¢l antro gastrico; se difcrencia de la gastritis tipo A, en que cn &sta, las células secretoras
de moco no sufren cambios, y el dafio se produce bési por la produccién de

anticucrpos contra las células parietales, que son destruidas gradualmente, este tipo de gastritis

s¢ ha clasificado como un padecimi i yg Imente es asintomdtica (s 4,



TABLA 1

CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DE Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, y Wolinella :pm'uogenes

CEPA . PARED FLAGELOS .| - : VAINA BULBO GLICOCAII*
. CELULAR FLAGELAR FLAGELAR
C.jejuni Rugosa Unico, bipoiar Ausente Ausente Escaso
" H.pylori lisa Miiltiple, Presente Preseate Presente
unipolar
H.mustelae lisa Muiltiple, bipolar, Presente Presente Presente
W.succinogenes Variable Unico, bipolar Ausente Ausente Escuso




TABLA 2

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y DE CULTIVO DE Campylobacter jejusi, Helicobacter pylorl, Helicob las, Wolinelln succinogenes
Y Flexispira rappini.
CARACTERISTICA C.jejuni H.pylori H. 1 W.succinog F.rappini
Oxidasa + + + + +
Catalasa + + + - +
Ureasa - + + - +
Hidr6lisis det hipurato + - - - -
Reduccién de Nitratos + B + + -
Gamma glutamil- - + + - " +
transpeptidasa
Fosfatasa alcalina ND + + - -
Hidr6lisis del indoxil- + - + + ND
acetato
Motilidad + + + + +
Temperatura Gptima de 42°C 3arc 42°c 3rc 30°C
crecimiento *
Susceptibilidad a 4cido s R S R R
nalidixico i
Suscep.a cefalotina R S " R R R
Suscep. 8 metronidazol R b b S R

3 (#y s Psitivo () = negativo  S= Seasible R Rest ND= No determi * Ambicote mi flico



La relaci6n que existe entre H.pylori y la existencia de gastritis tipo B, ha sido

picnamente confirmada por los Itados obtenidos en osas investigaci @243

Uno de los estudios més relevantes, fue el que Goodwin y cols. realizaron en 1987 con
107 pacientes con diagn6stico histolégico de gastritis, encontrindose que ¢l 100% de los
pacientes presentaba un cuitivo positivo de H.pylori, Ademds, cn un estudio realizado por

Sjdsted, se encontrs que H.pylori ocupa el segundo lugar entre los microorganismos que se

p enlfa géstrica de pacientes con sintomas de enfermedad Acido-
Péptica gy sz,

Helicobacter pylori, también ha sido asociado a la presencia de Glcera duodenal por
numerosos autores, y dicha asociacién se encuentra en mis del 70% de los €asos (5 50y Sin
embargo, el papel que desempeiia esta bacteria en la patogénesis de 1a enfermedad ulcerosa
es atin controversial, ya que la existencia de dlccra duodenal se encuentra muy relacionada con
ta presencia dc gastritis, y también con metaplasia gistrica, y dado que sc ha demostrado que

H.pylori es un agente ctiolégico de la gastritis antral, y que se cncuentra presente cn un 90%

de los casos de | plasia - gastrica, alg; t han sugerido que estos dos factores

pucden relacionar en alguna manera a H.pylori con la presencia de dlcera duodenal g4y

Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de H.pylori es un factor muy
significativo en las recaidas a la enfermedad ulcerosa, ya que se ha observado, que Ia
erradicaci6n de esta bacteria reduce la frecuencia de recaidas en los pacientes con tlcera
duodenal (.

Aunque no cxisten muchos estudios al respecto, H.pylori, también ha sido relacionada
con dispepsia no ulcerosa (NUD), que ¢s un padecimiento en el cudl existe dolor abdominal
o retroesternal, y csta sintomatologia tienc una duracién mayor de cuatro semanas. La
patogenicidad de la NUD es probablemente heterogénea, y se creé que puede ser causada por

anormalidades en la secrecién de dcido gastrico o cn la motilidad gdstrica, y por factores



sicol6gicos (g

En un estudio realizado por Lambert y Dunn, se¢ demostré que la mayerfa de los
pacientes que padecian NUD, presentaban una mejorfa cuando se les administraba antibiético,
y el microorganismo era erradicado, asi que se creé que H.pylori puede ser un agente

importante en el desarrolto de esta enfermedad (34956
2.4 Caracteristicas generales de Helicobacter pylori.

2.4.1 Caracteristicas morfolégicas.

Helicobacter pylori, es un bacilo gramnegativo, de forma curva o espiral; mide
aproximadamente 0.5 pm de ancho y de 2-3 pm de largo )

El anélisis ultraestructural, muestra que H.pylori poseé pared celular lisa, glicocélix,
y de 4-6 flagelos unipolares (lofétricos) que presentan vaina flagelar y bulbo, miden de 30-35

am de didmetro y no se ha demostrado todavia que tengan una funcién especfica 3y o).

Una caracteristica importante, es que H.pylori se encucatra en dos formas

morfolé6gi disti general se encuentra in vivo como una bacteria curva de

estructura similar a la de Vibrio cholerae, pero también puede encontrarse en forma cocoide,

tanto in_vivg, como in vitro. Frecuentemente, H.pylori se encuentra cn forma cocoide en

cultivos vicjos, pero también se ha demostrado que la forma curva (vegetativa) de H.pylori
puede transformarse a la forma cocoide, agregando concentraciones subinhibitorias de
antibidticos, y que ésta puede regresar a la forma vegetativa, incrementando la concentracién
de sustratos en un medio liquido o semiliquido y manteniéndola por un periodo de 4-6
semanas (7. Se ha llegado a proponer, que H.pylori se mantienc en forma cocoide bajo

condiciones ambientales desfavorables por largos periodos de ticmpo, y que después de scr



ingerido, sc transforma a la forma vegetativa en la mucosa géstrica (5,57

2.4.2 Alslamiento y cultivo.

Helicobacter pylori, se ha logrado aislar dnicamente dc biopsias de mucosa géstrica,
y en muy baja proporcién de jugo géstrico. Hasta el momento no se ha podido aislar de heces
humanas (.

Se han utilizado diversos medios de cultivo para el primo aislamiento como son: el
agar chocolate, ¢l agar BHI, y el agar de Skirrow, todos estos medios son suplementados con

los requerimientos nutricionales fos para el imi de la bacteria, y con

antibi6ticos que inhiben el imi de otros mi i s

También se han utilizado diversos medios para el cultivo de H.pylori, y ia mayoria de
los autores han observado que la bacteria crece bien en casi todos los medios suplementados
con sangre o suero de caballo o camnero, por lo que s¢ ha. confirmado que la hemina es un
requerimiento nutricional indispensable para el crecimiento de H.pylori g

Otros i igadores, han d do que el suero, el carbén, y el almid6n, también
aumentan el crecimiento de H.pylori, cuando son agregados a los medios de cultivo (5.

Algunos de los medios que han sido més utilizados para ¢l cuitivo de H.pylori, son el
agar chocolate, el agar Brucella, el agar Mueller-Hinton, y el medio bifésico. Los resultados

obtenidos en cada uno de los medios varfan de uno a otro autor; sin embargo, en un estudio

Yrad:

en el Instituto Nacional de la Nutricién, se demostré que el medio de Infusién

b 6n (BHI) supl fo con sangre entera de caballo, permite un mayor
crecimiento en menor tiempo (3 4547,

Los medios inoculados con Hpylori deben ser incubados en condiciones

10



microaerofilicas ( 10% de CO,, 5% de 0,, y 85% de N, ); los cultivos liquidos deben ademss

g inua, y 1a temp Gptima de crecimiento es de 37°C, algunas
cepas pueden crecer a 42°C, pero no crece a temperatura ambiente g,

2.4 Tdentificacién.

Bisicamente, H.pylori se identifica por su morfologfa colonial, observacién al
microscopio y por prucbas bioquimicas.

Helicobacter pylori, forma colonias pequefias, de 0.5-1 mm de difmetro, translicidas
y de bordes continuos . .

Para la observaci6n al microscopio, se han utilizado una gran variedad de tinciones.
La mis utilizada ha sido Ia tincién de plata de Warthin-Starry, pero tiene la desventaja de ser
una tincién complicada que lleva mucho tiempo, y ademis es costosa; algunos autores han

mencionado que la tincién de Giemsa proporci j ltados que la ‘de Warthin-
Starry, ya que ofrece la ventaja de que preserva la logia del {1 ),

que la tincién de W.S, le configre a 1a bacteria un asp granuloso, por lo que muchas veces
puede confundirse con un precipitado de plata (g7

~ Otros autores han reportado que la tincién de naranja de acridina, es la que permite una
méjor visualizacién de la bacteria, ademas de que es un procedimiento ficil y ripido de
realizar. También se han wtilizado la tincién de Gram, la tincién de violeta de cresilo, y la de
hematoxilina y eosina, pero presentan menor sensibilidad que las anteriores. Debe

mencionarse, que aunque todas estas ti permiten Ja visualizacién de la bacteri

es especifica (13,1533,56)

Asi mismo, Heﬁcabacter pylori puede identificarse por sus caracteristicas bioquimicas
(Tabla 2) ;)

1 -



2.5 M " de tcidad. .

Observaciones histolégicas muestran ‘que H.pylori se encuentra en tres dreas cuando
invade la mucosa gistrica; la primera de ellas s la capa de moco que recubre a las células
del epitelio, 1a segunda es en las uniones in! y también se ha ob: do unido o

parci i ala ana de-las células g,

in vivo han d

que H.pylori causa anormalidades en las células del
epitelio, como son: la degradacién de los grénulos i lulares de mucina, la pérdida de las
microvellosidades celul ylap ia de adhesi i br: entre la pared

celular bacteriana y 1a superficie de las células epiteliales (.

~ Aungue 1o se conoce mucho sobre la p icidad de esta b ia, Hpylori poseé

varios i quclé_ i lonizar la 4strica, entre ellos se encuentran los
siguientes:

2.5.1 Caracterfsticas estructurales.

a) Forma y movimiento: Una de las fsticas que le confi a H.pylori la

pacidad de colonizar la géstrica, es su forma, similar a la de un sacacorcho; ademés
es una bacteria muy flexible, y esto le p 4pid; en medios vi: , por

fo cusl penctra ficilmente la capa de moco que recubre al epitelio gastrico (3.

b) Presencia de glicocilix: H.pylori poseé una capa proteica que recubre a la bacteria,

y se disocia de [a superficie b iana en dici 4cidas, facilitando la penetracién det

en el moco, 4s de que p la ia gy

12



2.5.2 Actividad Enzimitica.

1 3,

a) Ureasa: Heli pylori, p una ureasa, que es una psotefna de. peso

Yol 1 q

do (aproxi 510 KDA), cuyo sustrato ¢s la urea, y al hidrolizarla
produce amoniaco y CO,. Se han obscrvado dos efectos, por medio de los cusles la ureasa
puede estar involucrada en la patogénesis de H.pylori: Se postula que la liberacién de
amoniaco forma una capa, que cubre a la bacteria y 1a protege del cfecto bactericida de) 4cido

géstrico; ademds la lacién de iaco causa vacuolizacién cn las células géstricas

epitcliales (.29

En cultivos in_vitro, s¢ ha demostrado que la ureasa es dircctamente citotéxica, y.

produce vacuolizaci6n cn las células 1730

b) Mucinasa: H.pylori, produce una proteasa extracclular, cuya accién cs degradar los
polimeros presentes en el moco, por lo que Ja mucina pierde su estructura, adquiere una
consistencia liquida, y permitc la penctracién del microorganismo. La actividad 6ptima de la

enzima se obtiene a un pH de 7.0, y a una temperatura de 37°C (5 55,

¢) Superdxido dismutasa: Esta enzima, conficre a la bacteria, resistencia contra los

mecanismos de muerte oxidativa, que llevan a cabo macréfagos y neutréfilos (g5,

d) Catalasa: La catalasa es una enzima que sc encuentra presente en microorganismos
aerobios y en algunos anacrobios acrotol H.pylori produce una catalasa de 180 KDA
de peso; la capacidad de esta enzima para desdoblar ¢l peréxido de hidrégeno, puede ser una

ventaja para H.pylori cuando coloniza la mucosa géstrica, ya que durante Ja colonizacién
primaria, H.pylori induce una infiltracién de leucocitos polimorfonuclearcs, y estas células
liberan peréxido de hidrégeno que es un producto téxico para las bacterias como parte de su
respucsta antibacteriana, el hecho de que H.pylori posea una catalasa muy activa le confiere

la capacidad de destruir ripidamente este producto, v es uno de los mecanismos por los cuales

13



puede sobrevivir en el medio gastrico ().

¢€) Hemolisina: Wetheral y  Johnson, describieron la exi ia dc una hemolisi

presente en algunas cepas de H.pylori. Se’ ha demostrado que puede lisar eritrocitos de

humano, caballo, concjo, y carnero; y no se ha asociado con actividad urcolftica asy

f) Hemaglutininas: Algunas ccpas de H.pylori, cominmente expresan dos o més
hemaglutininas, que le conficren la capacidad de aglutinar eritrocitos de diferentes especies.

5

Se ha demostrado que algunos sialoglicoconjugados, son inhibidores de la actividad de esta
enzima .

2.53 Citotoxina.

Leunk y cols, han descrito una ci en los sot d de cultivos

P

en caldo, que cs capaz de producir vacuolizacién de las células in vitro 4.

Esta citotoxina, es una proteina 14bil al calor, con un peso molecular de 10° KDA, y

su actividad puede ser neutralizada con antisueros especificos.

El papel de esta citotoxina, no se encuentra ain bien esclarecido, ya que algunos
autores han atribuido el efecto vacuolizante que se observa en los cultivos in vitro de H.pylori

a la ureasa, més que a la citotoxina (4.

2.5.4 Adherencia.

La adherencia del microorganismo a las células del hospedero, es el primer evento que

cia la relacién huésped-parésito, por lo que sc le ha llegado a considerar un factor de suma
importancia en la patogénesis de muchas enfermedades. La adh ia a las superficies
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mucosas, se lleva acabo por medio de una interacci6n entre las estructuras adhesivas de la
superficie del microorganismo (Adhesinas) y los sitios adhesivos de la superficic de las células

(Receptores) .

En general, los componentes bacterianos que s¢ encuentran involucrados en la
adherencia, son los flagelos, pilis, fimbrias, y cdpsulas; micntras que los receptores en la célula

hospedera, generalmente, son porciones de carbohidratos ).

Sc ha demostrado que H.pylori, se adhiere a la superficie de las células secretoras de
moco in vivo, y diversos autores han utilizado diferentes lineas celulares para cl estudio de

la adherencia in vitro.

Evans y cols, demostraron que H.pylori se adhiere a Ia linca celular Y-1, que cs una
linea aislada de células adrenales de ratén, obtuvicron un indice de adherencia del 47%, y

encontraron que la adherencia era inhibida por la fetuina, como sc verd mis adclante (.

Neman y Megraud, trabajaron con diversas lineas celulares, y encontraron que cn las
lincas celulares HEp-2 (aislada de carcinoma de laringe) e INT-407 ( Aislada dc intestino de
feto humano), ¢l grado de adherencia fue del 68% y del 46%, respectivamente, micntras que
que en otras lincas como la HGT1 y la AG2791 (Aisladas de células endoteliales y de

{ i flindico respecti ), obtuvieron un indice de adherencia menor al 10% ().

Leunk y Rosenau, estudiaron la adherencia de H.pylori a células HeLa (Aislada de
carcinoma de cérvix), encontrando que también se adhicre en un gran porcentaje, mientras que
Dunn y cols, utilizaron la linea cclular KATO-III (Aislada de carcinoma géstrico), obtenicndo

también buenos resuliados (g9

Resumiéndo todos estos estudios, se ha encontrado que H.pylori se adhiere in vitro,

a lineas celulares gdstricas, no géstricas, humanas, y no humanas, con excepcién de las MDCK

y la linea celular CHO (Aisladas de rifién de canino, y de ovario de hamster chino,
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tespectivamente) Goasy.

La obs i6n cn mi io cl ico que cuando H.pylori se encuentra

asociado a las células epiteliales, pi pérdida de las microvellosidad: lul y
pl i de fa t plasmitica, lo que le conficre una apariencia deforme a la

célula. También existc degradacién de los grénulos de mucina, y pérdida del citoplasma; las

células adquieren un aspecto ide, y un i en ¢l radio del nicleo

citoplasmético. Cuando los organismos se encuentran entre las células, sc observa edema

Tl lizacién y lacién de li o

En basc a las apariencias morfolégicas, se han definido tres categorfas de sitios de
adhesién para H.pylori :
a) La adhesi6n "pedestal", dénde las células epiteliales forman una especic de meseta,

donde el microorganismo se encuentra unido, y de la que existen evidencias in vitro.

b) La adhesi6n en sitios de depresi6n, dénde el microorganismo se encuentra inmerso
en la superficie epitelial.
) La adhesi6n ligada, dénde existe pérdida de las microvellosidades, y el contorno de

la célula epitclial se | do, en el punto de contacto con ¢l organismo.

m

El 67% de las cepas de H.pylori, forman

ligada, las depresi y los
pedestales son menos frecuentes (17 y 16%, respectivamente) ¢,

Se conoce muy poco acerca de cudles son los mecanismos por medio de los cudles
H.pylori se adhiere a las células, pero se han postulado algunas posibles adhesinas y receptores

dh

que median la

ia de este mic i a las células cpiteliales.

Evans y cols, rcp n que H.pylori exp una hemaglutinina fibrilar que media su

adherencia a los eritrocitos, esta hemaglutinina tiene afiridad por residuos de carbohidratos
especificos, que se expresan en la superfice de los eritrocitos. También encontraron que la
fetuina, que es una sialoglico-proteina, rica en N-acetil inil-lactosa, bl

q la
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adherencia de H.pylori a las células cpitcliales, por lo que se cree, que ésta es un posible

receptor para H.pylori .

Doig y cols, identificaron un pili presente cn la superficie de dicz cepas de H.pylori,

y encontraron que €ste s¢ fuer con la superficie de las células. Por

opia el ica, se ha d ado que este pili tiecnde a formar bloques o
agregaciones, y es miés flexible que la mayoria de los pilis; su naturaleza es proteica, y
reacciona con anticuerpos claborados a partir de pilis purificados, también reacciona con
proteinas de H.pylori, pero no con proteinas de H.mustelae, o de C.jejuni.

Evidencias preliminares indican que este pili es codificado cromosomalmente, y que
se adhicre a eritrocitos humanos, y a células epiteliales bucales humanas, por lo que se cree
que puede representar un candidato para claborar una vacuna capaz de prevenir la colonizacién

del huésped por H.pylori ;5.

Ling d y cols, d n que H.pylori se une especificamente a un glicerolipido,
que es un receptor p encl 1go | y fuc identificado como una forma de
fosfodil lamina (PE), la asociacién de H.pylori a este receptor estd fuertementc

influenciada por la presencia de cationes divalentes (g,

También se ha demostrado que la adherencia a las superficies mucosas, puede ser
mediada por mecanismos no especificos, como son la carga y la hidrofobicidad; al respecto,
alin no sc encuentra bien determinado si H.pylori es una bacteria hidrofilica o hidrof6bica, y

se crec que tienc una carga ani6nica ().

Debido a que la adherencia a las superficies mucosas es el primer paso en Ia

patog is de has enfermedades, sc han prop diversos métodos para bloquear la

dh de los microorganismos a la clula huésped, como una medida para la prevencién
de la enfermedad. Entre los dos que se han postulado para inhibir la adherencia, sc
encuentran:
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a) La aplicacién de receptores andlogos, como inhibidores competitivos de la
adherencia bacteriana.

b) La administracién de cicrtas drogas que supriman la formaci6n o Ja expresion de

las adhesinas bacterianas,por ejemplo, la admini ién de dosis subletales de antibi6ticos.

¢) La aplicaci6én de vacunas elaboradas a partir de adhesinas bacterianas purificadas,
que induzcan la formacién de anticucrpos contra ¢l mi gani yp gan 1a adhesi6
de éste .

18



CAPITULO HI



PARTE EXPERIMENTAL

Crecer las células HEp-2
en medio MEM

3.1 DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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en agar BHI suplementado
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1 Material biolégico.

- Cepa CCUG15818 de Helicobacter pylori, obtenida de biopsia de mucosa géstrica
- Células HEp-2

3.2.2 Material de laboratorio.

- Botellas para cultivo de tejidos

- Cajas de Petri de 15 X 100 mm

- Camara de Neubauer '

- Filtros Millipore de 0.22um de poro

- Jarra para atmésfera microacrofilica

- Jeringa hipodérmica de 50 ml

- Jeringas de insulina

- Jeringas de 10 y 20 ml; agujas calibre 18 y 21
- Matraz aforado de 2 It

- Microcimaras para cuitivo de tejidos

- Pipetas Pastcur

- Pipetas scrolégicas de 1,5,y 10 m!

- Portaobjefos

- Probetas de 100 m!

- Tanque con mezcla de gases

« Term6metro

- Tubos de 13 x 100 mm, y de 10x 150 mm
- Vasos de precipitado de 100, 250, y 500 ml
- Viales de 2 ml
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3.2.3 Reactivos y Soluciones.

Reactivo Grado Reactivo Marca

- Acetato de Sndio-. (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Acido citrico. - (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Acido clorhidrico. (Ultrex) (Baker analyzed reactivo)
- Acido Etilendiaminotetracético (R.A) (Sigma)

- Acido Sulfiirico. ' (ACS) (Baker analyzcd reactivo)
- Anfotericina B (Anfostat). : (Laboratorios Squibb)

- Azul de tripano. (Sigma)

- Bicarbonato de Sodio. (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Cloruro de Sodio. (QP) {Baker analyzed reactivo)
- Cloruro de bario. (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Etanol. ) (QP) (Baker analyzed reactivo)
- Formaldehido. (QP) (Baker analyzed reactivo)
- Fosfato dibdsico de potasio. (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Fosfato dibésico de sodio anhidro.  (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Fosfato monobésico de potasio . (ACS) (Baker analyzcd reactivo)
- Fosfato monobisico de sodio. (ACS) (Baker analyzed reactivo)
- Gelatina bacteriolégica. (RA) (Bio-Rad)

- Naranja de acridina. . (RA) (Kodak)

- Nitrato de Plata. (RA) - (Kodak)

- Policnriquecimiento. (Bioxon)

- Solucién balanceada de Hanks (10X). {(Microlab)

- Sucro de ternera

- Tripsina. (RA) (Difco)

- Urea, (Diagnéstica Merck)

- Vancomicina (Vancacin cp). ) (Laboratorios Eli-Lily)
- Xileno. ’ (ACS) ) (Baker analyzed rectivo)
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® Grados de calidad de los reactivos utilizados.

1) Grado ultrex: reactivo ultrapuro

2) R.A: Reactivo analitico

3) Q.P: Reactivo quimicamente puro

{)‘ ACS: Productos que cumplen con las especificaciones que vienen en el "Reagents

chemicals” de la sociedad de Quimica americana.

3.2.4 Medios @e cultivo

- Agar-Agar (Bioxon).

- Agar BHI (Bioxon).

- Caldo Rojo de fenol y dextrosa (Bioxon).

- Medio MEM (Basal Medium Eagle) (Sigma).

3.2.5 Equipo

- Campana de flujo laminar (Veco >S.A).

- Campana de seguridad biolégica (Veco S.A).
- Espectofotémetro (Gilford Instruments 250).
- Incubadora a 37°C (Precision gravity).

- Lampara de fluorescencia (Zeiss).

- Microscopio de luz (Zeiss Axioskop).

- Microscopio invertido (Swifft Instruments Intcrnational).
3.3 Preparacién de Soluciones

1) Preparaci6n del Nefclémetro de Mac.Farland
Los tubos del Nefel6: > SC prep con soluci de cloruro de bario y 4cido sulfiirico
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al 1 %, en las siguientes cantidades:

Tubo BaCl,al 1% | H,S0,al1 % Nimero

’ aprox.de
bacterias/m}

1 0.1 9.9 3x10°

2 0.2 9.8 6x10°

3 0.3 9.7 9x10*
4 0.4 9.6 1.2x10°
5 0.5 9.5 1.5x10°
6 0.6 9.4 1.8x10°
7 0.7 9.3 2.1x10"
8 0.8 9.2 2.4x10%
9 0.9 9.1 2.7x10%
10 1.0 9.0 3.0x10"

2) Medio BHLI. para <l cultive de H.pylori.

Infusién BHI .. W 1Ll g
Agar-agar ... . 36g
Sangre de caballo ............ 21 mi
Anfotericina B ..o 8 mg
Vancomicing ..eeserenns 0.0018 g
Policnriquecimiento ......... 3ml

a) Disolver la infusién BHI y el agar-agar en 300 ml de agua destilada, hervir y esterilizaren .
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* autoclave

b) Agregar la anfotericina, la icina y el polienriq
sangre répidamente, y agitar para cvitar que sc formen coégulos.
¢) Vaciar cn cajas de Petri

3) Medio MEM.

a) Disolver un frasco de medio MEM de Sigma en un litro de agua desionizada

b) Ajustar a pH de 7.0 con bicarbonato de sodio al 7.5 %
<) Filtrar con filtro millipore de¢ 0.22 um de poro
d) Agregar 100 pl de gentamicina por cada 100 ml de medio

4) Buffer de Fosfatos salinos (PBS).
Solucidn para cultivo celular.
Cloruro de sodio ... .85g
NaH,PO, . H,0 .. 13799 g
Na,HPO, . .. 1.4196 g

a) Disolver en un litro de agua desionizada
b) Ajustar a un pH de 7.2 con NaOH 3 M

¢) Esterilizar en autoclave.

§) Soluci6n de tripsina al 1% c¢n PBS
a) Filtrar con filtro millipore

6) Solucién de EDTA al 0.03 % en PBS

a) Esterilizar cn autoclave

7) Solucién de tripsina/ EDTA
a) A 100 ml de EDTA al 0.03% agregar 2.7 ml de tripsina al 1 %

8) Solucién de bicarbonato de sodio.

por Gltimo agregar 1a
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a) Preparar al 7.5 % en agua bidestilada

b) Esterilizar cn autoclave

9) Urca dc Christensen

Caldo rojo de fenol ............. 1.5g
V] [ T SSRURON 20g
€)1 I —— 0.19g
AGUA coorvrniinesenersenine 100 ml

Disolver en 100 ml de agua desionizada y ajustar a un pH de 6.8 a 7.2 con NaOH 3M.

10) Soluci6n balanceada de Hanks
Disolver 10 mi de soluci6n balanceada de Hanks de Microlab en 90 mi de PBS cstéril para
preparar 100 ml.

11) Reactivos para la tincién de Warthin-Starry.

a) Agua acidulada: acidular un litro de agua desionizada con una solucién débil de 4cido

citrico, para obtencr una solucién con un pH de 3.8 a 4.4.
b) Solucién de Nitrato de plata al [% para impregnaci6n: disolver | gramo de nitrato de plata
en 100 ml de agua acidulada.
<) Soluci6n de nitrato de plata al 2%: disolver 2 gramos de nitrato de plata cn 100 ml de agua
acidulada.
d) Solucién de gelatina al 5% : disolver 10 gramos de gelatina en 200 ml de agua acidulada.
¢) Soluci6én de hidroguinona al 0.15% : disolver 0.15 g de hidroquinona en 100 ml de agua
acidulada.

¢ Las soluciones (c), (d). y (¢). se utilizan como revelador, deben prepararse en el

momento ¢ que van a ser utilizadas, y se mezclan con agitacién.

12) Reactivos para la tincién con naranja de acridina.
a) Buffer de acctatos: agregar 100 ml de acetato de sodio IM a 160 ml de HCI 1M. Ajustar
a un pH de 3.0 con HC!I concentrado. A csta soluci6n, agregar 20 mg de polvo de naranja de
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acridina, para preparar el reactivo de tincién,

13) Solucién de formalina al 10%.
Disolver 10 m! de formaldehido en 90 ml de PBS.

14) Azul de tripano.

Preparar al 0.05% en PBS.

3.4 METODOLOGIA.

3.4.1 Crecimiento de la bacteria.

a) D gelar la cepa ida en polictilenglicol, y sembrarla en medio BHI suplementado.

b) Incubar a 37°C en ambiente microaerofilico, durante 3-7 dfas.
c) Realizar prucbas de ureasa y oxidasa, y tincién de Gram , para observar la morfologia tipica
de la bacteria.

3.4.2 Investigacion de los factores que afectan Ia adherencia de H.pylori.
1) Investigacién de la concentracién 6ptima de células HEp-2,
a) Crecer las células en botellas para cultivo de tejidos de 75 em®, conteniendo 20 ml

de medio minimo ial (MEM), supl do con 10% de sucro de ternera, 0.2% de
bicarbonato de sodio y 1 pg de gentamicina,

b) Incubar a 37°C, en atmésfera con 10% de CO,, hasta obtener una monocapa
confluente.

c) Tripsinizar una botclla con crecimiento celular confluente, con una solucién de
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tripsina 1:40 ¢n EDTA, incubar a 37°C por 1 minuto para desprender las células,

d) Resuspender las células desprendidas en 1 mi de medio de crecimiento.

€) Ajustar a concentraciones de 5 x 10* a 2 x 10° cels viables/ml/pozo, por el método

de exclusién con azul de tripano, en-cimara de Neub: do los cuadi externos,

£4 Tae

¥ aplicando la s

5

Promedio de células x dilucién empleada x factor de la cdmara
contadas (10) (10000)
Células/ml =

Namero de células descadas

2) Investigacién de la concentracién bacteriana Gptima.

Realizar suspensiones de fa bacteria en medio MEM sin antibiético, ajustar
concentraciones desde 3 x 107 hasta 1.2 x 10° UFC/ml, por medio del nefelémetro de Mac
Farland. °

3) Investigaci6n del tiempo 6ptimo de contacto.
Mantener cn contacto a la bacteria con las células HEp-2, a diferentes tiempos, de 2,
3.5, y 5 hrs, para determinar cudl es cl éptimo.

3.43 Metodologia utilizada para ¢l estudio de la adherencia de H.pylori a células HEp-2.

a) Colocar en microplacas de 400ut de capacidad, una suspensién celular ajustada a

una concentracién éptima, incubar a 37°C, cn atmésfera de CO, por 24 hrs
b) Lavar las células 3 veces con solucién balanceada de Hanks.
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c) Adicionar 100 pl de una suspensién de H.pylori ajustada a una concentraci6n
- 6ptima, incubar a diferentes tiempos a 37°C en atmésfera microacrofilica.
d) Lavar 3 veces con PBS.
€) Fijar con formalina al 10% de 1-10 hrs.
f) Teiiir con tincién de Warthin-Starry y de Naranja de acridina.
g) Retirar los soportes de cultivo celular, para la biisqueda de adherencia bacteriana,
Observar al microscopio con el objetive de inmersién.
h) La lectura se realiza contando el nimero de bacterias adheridas en 100 células

clegidas al azar.

3.4.4 Metodologia para la tincién de Warthin-Starry.

a) Pasar cl portaobjctos a través de xileno, alcohol, y agua (2 veces).

b) Colocar en 1a solucién de nitrato de plata al 1% a 43°C por 30 min. en baiio Marfa

c) Cubrir con el revelador, y dejar hasta observar una coloracién café o amarilla,

d) Enjuagar répida y total con agua tibia,
c¢) Pasar por agua, alcohol, y xileno.

* Las bacterias se observan negras en un fondo amarillo.

3.4.5 Metodologia para la tincién con naranja de acridina.

a) Pasar el frotis por agua.

b) Teiiir con el reactivo por 5 minutos,
) Enjuagar con agua,

d) Secar ai aire.

¢) Pasar por xileno, y observar.

* La bacterias se observan con fluorescencia naranja. las células s¢ observan de color verde.
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CAPITULO 1V



RESULTADOS

4.1 Resultados.

Para la darizacién de la dologfa, cada ensayo fue realizado tres veces,
valoréndose cada uno de cllos con las tinciones de naranja de acridina y de Warthin-Starry,
Los resultados que se p a continuacién, son el p dio de los valares obtenidos en
tres ensayos, y se detallan en las sigui tablas y figuras:

El primer par4 que se d in6 fue la ién 6ptima de células HEp-2
para llevar a cabo el ensayo de adh ia; esta determinacién se basé en la bisqueda de una

capa celular subconfluente, ya que una capa subconfluente presenta la ventaja de que existen
espacios entre las célufas, y esto permite realizar un contco adecuado de las bacterias
adheridas, cosa que serfa imposible en una capa conflucnte, ya que cn ésta no existe un
espacio delimitado entre célula y célula, La tabla 1, muestra que con una concentracién de
2.0x10° células viables/m! en cada pozo de 400 i de capacidad, se obtiene una capa con un
85% de subconfluencia a las 18 hrs de incubaci6n; también se puede observar que a concen-

el

p je de subconfluencia ¢s menor, por lo que no se

consideraron apropiadas para realizar ¢l ensayo de adherencia.

El segundo paso que sc determing, fue fa concentracién éptima de bacterias para
realizar ¢l ensayo; s¢ probaron concentraciones desde 3x107 UFC/ml hasta 1.2x10° UFC/ml.
En la tabla I se puede observar que a una concentracion de 9x10° UFC/ml, sc obtiene un 84%
de células con més de veinte bacterias adheridas (Valorado por la tincién de Warthin-Starry);
mientras que en la tabla HI se puede observar, que cuando el cnsayo fue valorado con la
tinci6n de naranja de acridina, a la misma concentracién bacteriana (9x10° UFC/ml) se obtuvo
un 69% de células con més de veinte bacterias adheridas. Las gréficas | y 2, muestran e}

efecto de la concentraci6n bacteriana cn el indice de adherencia, y se pucde observar que

se la i6n de bacterias aumenta el indice de adherencia; sin

+

cuando la i6n bacteriana se hasta 1.2 x 10° UFC/ml, se obscrvé
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destruccién cclular y fue imposible cvaluar adherencia,

El tercer pardmetro que se determind, fue el tiempo Gptimo de contacto entre la
bacteria y las células, para esto, s¢ probaron ticmpos de 2, 3.5, y 5 hrs de incubacién. En la
tabla IV sc puede apreciar que a un tiempo de 3.5 hrs, s¢ obtuvo un 75% de células con mds
de veintc bacterias adheridas al valorar cl ensayo con la tincién de Warthin-Starry; mientras
que en la tabla V, se muestra, que al valorar ¢l cnsayo con la tincién de naranja de acridina,
al mismo ticmpo (3.5 hrs), sc obticne un porcentaje del 68% de células con mis de veinte
bacterias adheridas. En las gréficas 3 y 4, sc mucstra ¢ efecto del tiempo de contacto en el
fndice de adherencia, y sc puede observar que a las 3.5 hrs de contacto se obtiene el mayor
nimero de bacterias adhcridas, ya que a un ticmpo de 2 hrs c[ nimero de bacterias adheridas

es menor, y a las 5 hrs cl porcentaje de células con mis de veinte bacterias adheridas decrece.

Una vez estandarizado ¢l ensayo, se procedié a determinar ¢l indice de adherencia de
la cepa CCUG 15818 de H.pylori a la linca celular HEp-2, bajo condiciones éptimas; como
se puede observar en la tabla VI, cuando ¢l ensayo fue valorado por la tincién de Warthin-
Starry, se¢ obtuvo un indice de adherencia del 80% de células con més de veinte bacterias
adheridas, mientras que cuando se valoré con naranja de acridina, se obtuvo un indice del 69%
de células con més de veinte bacterias adheridas. En la grifica 5 sc muestran las diferencias

cn ¢l indice de adherencia al valorar el ensayo con ambas tinciones.

En la observacién al microscopio, s¢ pudo constatar que las células presentaban
modificaciones en su estructura, tales como vacuolizacién, y pérdida del citoplasma, lo que
le confiere a la célula una apariencia redondeada, estas modificaciones pudicron apreciarse

mejor con la tincién de naranja de acridina, que con la tincién de Warthin-Starry.

Otra observacién importante fuc que las bacterias siempre s¢ encontraron en un patrén
de adherencia difuso, es decir adheridas alrededor de toda la superficie celular, y esto pudo
visualizarse con ambas tinciones.




Al valorar el ensayo con las dos diferentes tincioncs, se¢ pudo observar, que aunque con
la tincién de Warthin-Starry se cuantifica un mayor nimero de bacterias, la tincién de naranja
de acridina ofrcce una mejor visualizacién de la adherencia, ya que permite un mayor con-

tsaste entre las cstructuras celulares y la bacteria.

TABLA I

INVESTIGACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE CELULAS HEp-2
PARA OBTENER UNA CAPA SUBCONFLUENTE

CELULAS 5x 10 1.0 x 10° 1.5 x 10° 20x 10°
VIABLES/mi
PORCENTAIE DE 20% 35% 50% 85%
SUBCONFLUENCIA®

(*) = Obscrvacion a las 18 hrs de incubacién.
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TABLA T

EFECTO DE LA CONCENTRACION BACTERIANA EN EL ENSAYO DE
ADHERENCIA DE LA CEPA CCUG 15818 DE H.pylori A LA LINEA CELULAR
HEp-2. VALORADO POR LA TINCION DE WARTHIN-STARRY

CONCENTRACION PORCENTAJE DE CELULAS HEp-2 CON f
BACTERIANA BACTERIAS ADHERIDAS Y NUMERO DE |
UFC/ml* BACTERIAS POR CELULA *
0 1-10 1120 >20 ‘

3X 10 63 28 9 0

I 20 2 26

6X 10° 10 13 15 7

9X 10° 0 8 8 84

12X 10° DC DC DC DC

DC = Destruccién celutar.
* UFC/m! = Unidades formadoras de colonia por mililitro.

Had, .+

Los valores presentados son ¢l promedio de los J idos en tres y
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GRAFICA 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION
BACTERIANA EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE
H.pylori A LA LINEA CELULAR HEp-2
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TABLA T

EFECTO DE LA CONCENTRACION BACTERIANA EN EL ENSAYO DE
ADHERENCIA DE LA CEPA CCUG 15818 DE H.pylori A LA LINEA CELULAR
HEp-2. VALORADO POR LA TINCION DE NARANJA DE ACRIDINA

DC = Destruccién celular.

* UFC/ml = Unidades formadoras de colonia por mililitro,
Los valores presentados son ¢t promedio los b

CONCENTRACION PORCENTAIE DE CELULAS HEp-2 CON
BACTERIANA BACTERIAS ADHERIDAS Y NUMERO DE
UFC/m1* BACTERIAS POR CELULA
0 1-10 11-20 > 20
3x10 52 30 18 0
3x 10 . 29 22 25 24
6x 10° 13 15 23 49
9 x 10 0 10 21 69
1.2 x 10° DC DC DC DC

en tres ensay
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GRAFICA 2. EFECTO DE LA CONCENTRACION
BACTERIANA EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE
Hpylori A LA LINEA CELULAR HEp-2

A
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TABLA 1V

EFECTO DEL TIEMPO DE CONTACTO EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE
LA CEPA CCUG 15818 DE H.pylori A LA LINEA CELULAR HEp-2.
VALORADO POR LA TINCION DE WARTHIN-STARRY

TIEMPO DE CONTACTO PORCENTAIJE DE CELULAS HEp-2 CON
ENTRE LA CEPA Y LAS BACTERIAS ADHERIDAS Y NUMERO DE
CELULAS BACTERIAS POR CELULA

0 1-10 11-20 > 20
2 Hrs 22 18 12 48
3.5 Hrs 5 5 10 75
5 Hrs 3 24 10 63

Los valores presentados son ¢l promedio de los resultados obtenidos en tres ensayos.
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GRAFICA 3. EFECTO DEL TIEMPO DE CONTACTO
EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE H.pylori
A LA LINEA CELULAR HEp-2
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TABLA YV

EFECTO DEL TIEMPO DE CONTACTO EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE
H.pylori A LA LINEA CELULAR HEp-2. VALORADO POR LA TINCION DE
NARANJA DE ACRIDINA.

TIEMPO DE CONTACTO PORCENTAIJE DE CELULAS HEp-2 CON
ENTRE LA CEPA BACTERIAS ADHERIDAS Y NUMERO DE
Y LAS CELULAS BACTERIAS POR CELULA
0 1-10 11-20 > 20
2 Hrs 28 22 15 35
3.5 Hrs 10 11 11 68
5 Hrs 2 30 14 54

Itados obtenidos en tres y

Los valores presentados son el promedio de los
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GRAFICA 4.EFECTO DEL TIEMPO DE CONTACTO
EN EL ENSAYO DE ADHERENCIA DE H.pylori
A LA LINEA CELULAR HEp-2
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TABLA VI

INDICE DE ADHERENCIA DE LA CEPA CCUG 15818 de Helicobacter pylori A LA
LINEA CELULAR HEp-2.

NUMERO DE PORCENTAIJE DE CELULAS HEp-2
BACTERIAS CON BACTERIAS ADHERIDAS
POR CELULA
Estil por Esti i6n por
tincién de Warthin- | tincién con naranja
Starry de acridina
.0 3 5
1-10 5 ‘s
11-20 12 21
>20 80 69

Concentraci6n cclular de 2 x 10° cels.viables/ml.
Concentracién bacteriana de 9 x 10° UFC/ml.
Tiempo de contacto de 3.5 hrs.



GRAFICA 5. INDICE DE ADHERENCIA DE LA
CEPA CCUG 15818 DE H.pylori A LA LINEA
CELULAR HEp-2. .
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4.2 Discusién

En la actualidad adn se desconoce mucho sobre los i de p icidad de

H.pylori; sin cmbargo, se ha observado que esta bacteria sc adhierc en gran cantidad a las
células del epitelio géstrico, y que causa lesiones histopatolégicas en las mismas; por lo que

se ha prop que csta capacidad de adh ia estd involucrada en la p icidad de

H.pylori (.

En el extranjero, ya existen reportes de algunos autores-que har mancjado diversas
lineas celulares (HEp-2, HeLa, KATO 1) para establecer modelos jn_vitro, que permitan

reproducir de alguna manera las situaciones observadas in_vivo; y se ha demostrado que

H.pylori se adhicre a lincas cclulares gdstricas, no géstricas, humanas y no humanas, lo que

probablemente se deba a que en estas lincas existe un receptor comin para H.pylori g4

En México no cxisten atin datos reportados sobre la capacidad de adherencia in yitro

de esta bacteria, por lo que uno de los p;-incipalcs objetivos fuc la estandarizacién de un

modelo in vitro que permiticra estudiar dicha propicdad.

En el presente estudio, la linea celular HEp-2 fue scleccionada para la ¢standarizacién
del modelo in_vitro; esta sclecci6n se basé en criterios de disponibilidad, facilidad y
expericncia en ¢l manejo de la linea celutar, ademés que resiste 1prox1madamcntc 350 pases,

nutrici y y de temperatura sin perder su viabilidad y cnmctensucas,

incluso ya se ha reportado que esta linca celular constituye uno de los mejores modelos para
el estudio de la adherencia in_vitro de H.pylori s

Como );a se¢ habfa mencionado anteriormente, toda la estandarizacién del método fue
valorada con dos tipos de tinciones: la tincién de plata madificacién de Warthin-Starry, que
habia sido considerada como la tincién mds apropiada para H.pylori, y la tincién con naranja

de acridina, que implica el uso de fluorescencia.
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Esto se llevé a cabo, porque al realizar ¢l contco de bacterias adheridas por medio de
fa tincién de Warthin-Starry, surgicron algunos problemas que impedian una correcta cuanti-
ficacién de las bacterias; es por cso, que se decidi6 probar otra tincién que no presentara cste

. : P

inco! que un mayor c entre célula y bacteria, y facilitara la cuanti-
!

ficacién de las mismas.

En la prictica se pudo observar, que con la tincién de Warthin-Starry se ticne la

ventaja de que la bacteria s¢ aprecia con un tamaiio mayor al que tiene cn realidad, lo que

facilita la cuantificacién de las mi pero se | on varias desventajas, como la

[{ i6n de precipitaci del colorante que se confundfan con acimulos de bacterias e
impedian muchas veces una correcta cuantificacién bacteriana, ademds de que es una tincién
costosa y que involucra mucho tiempo. La tincién con naranja de acridina permite una mejor
cuantificacién de las bacterias adheridas, y una mcjor visualizacién de la adherencia, ya que
ofrece un mayor contraste entre célula y bacteria; presenta las ventajas de ser una tincién de
costo accesible, y ficil de realizar en poco tiempo, pero presenta la desventaja de que ¢s una
tincién que s6lo puede aplicarse cuando se tiene un microscopio con fuente de luz ultravioleta,
Dcbe mencionarse que ninguna de las dos tinciones es especifica para H.pylori, ya que ambas
tifien otros microorganismos.

En las tablas de resultados se puede observar, que con Ia tincién de Warthin-Starry se
observa mayor nimero de bacterias adheridas que con la tincién de naranja de acridina, sin
embargo, debido a la razén mencionada anteriormente, pudicron haberse contado falsas
positivas, es decir, precipitados del colorante que fucron tomados como actimulos de bacterias;
mientras que con la tincién de naranja de acridina se cuantificé un menor niimero de bacterias,
pero que bajo un punto de vista personal, es una tincién mds adecuada para observar
adherencia.

En cuanto a resultados se refiere, se probaron diferentes concentraciones celufares y

bacterianas, asi como diferentes tiempos de contacto, para estandarizar la metodologfa,”
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En los resultados se observa, que una concentracién celular de 2 x 10° células

viables/ml ¢s la 6ptima para obtener una capa subconfluente a las 18 hrs de incubaci6n, ya

que a i ¢l p je de subconfl ia fue menor.

La concentraci6n bacteriana 6ptima fue de 9 x 10® UFC/ml, ya que a concentraciones

dt . Tnt

menores, s¢ observé un indice de bajo,ya i mayores
se observé destruccién celular, ademds de que los actimulos formados por un gran mimero de

bacterias, impedian una observacién apropiada de la adherencia.

El tiempo de contacto 6ptimo, fue de 3.5 hrs, ya que a las 2 hrs ¢l indice de adherencia
fue menor, y a las 5 hrs se observé un decremento en el mismo, y destruccién celular, esto
probablemente se debe a que el fenémeno de adherencia es el evento inicial que sucede en la
colonizacién de las células, y posteriormente comienzan a actuar otros mecanismos de
patogenicidad propios de la bacteria (como la produccién de urcasa y citotoxina) que

destruyen a las células; es probable, que después del ticmpo 6ptimo de contacto, el indice de

h

adheridas disminuya, porque algunas de las bacterias han logrado penetrar en las

células, aunque todavia no existen evidencias contudentes acerca de esto.

En promedio se obtuvo, un indice de adherencia del 80% de células con més de veinte
bacterias adheridas (Valorado por la tincién de Warthin-Starry), y del 69% de células con més
de veinte bacterias adheridas, cuando el ensayo fue valorado con la tincién de naranja de

acridina.

Los resultados obtenidos, se acercan mucho a los reportados por Neman y cols. en

1988 que di que una i6n de 3x10° UFC/ml y un tiempo de contacto de
3 hrs eran los parimetros Sptimos para realizar el ensayo, valorando con la tincién de

bisbenzimidazol, y reportaron un indice de adherencia del 68.8% de células con mis de veinte

harteriac adharid: 14l fac!

; este cor con el fndice de adherencia obtenido en nucstro

estudio al valorarlo con la tincién de naranja de acridina (5

44



Had, '

Se han encontrado diferencias con los 1 s obtenidos por otros autores, y csto

probablemente se debc a que trabajaron con otras lineas celulares; Evans y cols, utilizaron
célniéé:Y—l y encontraron un indice de adherencia del 49%; Dunn y cols, realizaron ¢l ensayo
utilizando células Kato III, obteniendo un fndice de adherencia del 28%. Neman, también
trabaj6é con células INT-407, encontrando un indice de adherencia del 41%. Otras lincas

celulares han sido trabajadas, pero los indices de adherencia reportados son aidn

menores.(.m.‘,m.

En la observacién al microscopio, se pudo apreciar que las bacterias adheridas se
encontraron en un patrén de adherencia difuso, es decir, adheridas alrededor de toda la
superficie celular, y que las células que presentaban mayor niimero de bacterias adheridas

b, 102

anor en su , como vacuolijzacién y pérdida del citoplasma, lo

que le confiere a la célula una apariencia redondeada.

Basandose en la observacién de estos cambios morfolégicos en las células, se puede
decir que la adhercncia a las células epitcliales es un factor importante en la patogénesis de

H.pylori, y de acuerdo con los itad idos y P dolos con los Itad

reportados por autores que han trabajado otras lincas celulares, se puede concluir que la linca

celular Hep-2 es un modelo adecuado para evaluar la capacidad de adherencia de H.pylori.
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CAPITULO V



CONCLUSIONES.

1) La Linea celular HEp-2 es un modelo adecuado para evaluar la capacidad de
adherencia de H.pylori, ya que los porcentajes de adherencia que se observan, son

mayores que los reportados por autores que han trabajado otras lineas celulares.
2) La técnica estandarizada es accesible y de ficil mancjo.

3) El porcentaje de células con més de 20 bacterias adheridas, fue superior al 50%, lo
que indica que el microorganismo tiene una gran capacidad de adherirse a las células
epitcliales.

4) La tincién con naranja de acridina ofrece ventajas sobre la tincién de Warthin-
Starry, como la facilidad de manejo, menor costo, y permite una mejor apreciacion de
1a adherencia.

5) Dado e! alto porcentaje de adherencia de H.pylori a la linca celular, y que estas

células presentan modificaciones morfol6gicas, se puede decir que la adherencia a las
células epitcliales es un factor importante en la patogénesis de H.pylori.
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