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Helicobacter pylori

COMPARACION DEL EFECIO CITOTOXICO DE
SOBRENADANTES DE CEPAS DE Helicobacter pylori
AISLADAS DENINOS Y ADULTOS SOBRE CELULAS Hela.

INTRODUCCION

En el presente estudio se comparé ¢l efecto citotéxico de 115 sobrenadantes de cepas
aisladas de Helicobacter pylori de las cuales 77 fueron aisladas de adultos y 38 de
nifios, procedentes de hombres y mujeres, entre edades comprendidas de 7 a 16 afios
para nifios y de 18 a 82 afios para adultos, utilizando a las células HeLa para observar
el efecto vacuolizante de Ia citotoxina presente en las cepas aisladas de Helicobacter
pylori.

Las cepas aisladas fueron obtenidas de cultivos de biopsias tomadas por endoscopia a
adultos del Hospital de Especialidades y de nifios del Hospital de Pediatria de Centro
Meédico Nacional Siglo XX1.

Se compar¢ el efecto citotéxico de sobrenadantes de cepas de Helicobacter pylori y
fue mayor en adultos con un 81.8% que en nifios con un 52.6% (p=0.001) lo cual
indica que si existen diferencias significativas.

La citotoxina se presentd en un 87.8% de las cepas aisladas de pacientes con
padecimiento de gastritis y un 75% en las de tlcera (p=0.1461) y el grado de actividad
con respecto a la edad (p=0.230) son eventos independientes y estadisticamente no
existen diferencias significativas.

El efecto citotéxico con relacién al sexo es también un evento independiente
(p=0.4946), ya que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas,

El objetivo principal de este estudio fue comparar ¢l efecto citotoxico de sobrenadantes
de cepas de Helicobacter pylori aisladas de nifios y adultos sobre células Hela.

Reportes de la década de los 80s indican que aproximadamente el 50% de las cepas de
Helicobacter pylori producen una citotoxina, y que las cepas citotoxicas tienen mayor
probabilidad de ser aisladas de pacientes con enfermedad ulcerosa, por lo cual es
importante investigar si los organismos citotoxicos poseen un potencial patogénico
aumentado y si existen otros factores que centribuyan a éste.
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FUNDAMENTACION TEORICA,

ANTECEDENTES HISTORICOS.

Doenges, en 1939, publica un amplio estudio donde describe la presencia de
microorganismos espirales en un 43% de los estémagos procedentes de autopsias. En
1975 Steer y Colin-Jones, asociaron la presencia de una bacteria curva gramnegativa
con las biopsias gastricas procedentes de pacientes con tilcera gastrica y gastritis. Sin
embargo errores en el cultivo del organismo provocaron que el hallazgo fuera
ignorado. '+

En 1982, Wamren y Marshall en Perth (Australia) lograron identificar en cultivos de
muestras de biopsia gastrica de pacientes con gastritis histologica, un bacilo curvo
microaerofilico gramnegativo, esta bacteria fue denominada inicialmente como un
organismo  similar a_ Campylobacter debido a su parecido morfoldgico a
Campylobacter jejuni, ®

Después del exitoso cultivo en 1984, fue asignado al organismo el nombre de

Campy!a)bacrer pyloridis el cual se cambi6 posteriormente, a Campylobacter pylorien
1987. O«

El cultivo de la bacteria que fuera primeramente llamada Campylobacter pylori fue
seguido por un intenso escrutinio de sus caracteristicas taxondmicas, especialmente
comparado con otras bacterias del género Campylobacter. Los resultados de estos
estudios delinearon mayores diferencias entre ésta y verdaderas bacterias del geénero
Campylobacter en ultraestructura, composicién celular acidograsa, caracteristicas del
desarrollo, secuencia del RNA, etc. A diferencia de la mayor parte de los verdaderos
organismos del género Campylobacter ésta posee una potente actividad ureasa,
propiedad que puede tener importantes implicaciones patogénicas. Esta enzima de
superficie celular estd compuesta por dos subunidades de aproximadamente 30 a 60
kDa, los genes por los cuales han sido secuenciados. Por estas caracteristicas unicas, a
Campylobacter pylori se le asigné un nuevo nombre; Helicobacter pylori.

CARACTERISTICAS GENERALES.

H. pylori es generalmente descrita como una bacteria gramnegativa en forma de S o
bastén curvado de 0.5 2 0.9 pm de anchoy de 2 a 4 un de largo, mévil. Su morfologia
colonial y microscépica varian de acuerdo a las condiciones del medio de cultivo. Por
gjemplo en cultivos viejos presenta formas cocoides. Sin embargo puede observarse
también en forma de V, forma de U y en linea recta, 57

A los 2 dias de crecimiento y visto con microscopio electrénico H. pylori tiene
tipicamente de 5 a 6 filamentos flagelares polares y por lo tanto es mévil. ®
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El aislamiento primario de H. pylori en agar sangre a 37°C requiere de 3 a 4 dias, pero
st no se observa crecimiento debe continuarse la incubacion hasta por 7 dias. (¥ Las
colonias son pequefias, circulares, convexas, himedas y transhicidas de 2 mm de
didmetro, alrededor de las cuales se presenta una ligera hemolisis de color gris en agar
sangre. Crece en medios selectivos y enriquecidos como Skirrow, Marshall, agar
infsién cerebro corazén, agar brucella y medios que contengan hemina o de 5a 10%
de sangre de camero o caballo. ("

Todas las cepas crecen en un rango de temperatura relativamente estrecho de 33 a
40°C, algunos crecen pobremente a 30 y 42°C pero ninguna crece a 25°C. H, pylori
crece dependiendo del medio de cultivo, en un amplio rango de pH de 5.5 a 8.5 con
buen crecimiento entre un pH de 6.9 2 8.0, @

H. pylori crece en condiciones microaerofilicas, se desarrolla mejor en una atmésfera
de 52 6% de Oz, 7 a 12% de CO,, 85% de N, 8% H, y alta humedad. 7

Produce enzimas como oxidasa, catalasa y ureasa, La hidrélisis de la urea por la ureasa
produce amonio, el cual se ha propuesto que neutraliza el acido clorhidrico del
estdmago y puede dafiar directamente a las células epitcliales gastricas, ('*'"

No produce indol, tampoco H,S, reduce nitratos a nitritos, fermenta la glucosa e
hidroliza el hipurato. “*'? Produce una citotoxina que forma vacuolas en cultivos
celulares y fosfolipasas. El contenido de C+G en el DNA de H. pylories deun 35 a
44% mol, 1

La bacteria es sensible in vitro, a la penicilina, ampicilina, amoxicilina, eritromicina,
gentamicina, kanamicina, rifampicina, metronidazol, tetraciclina y cegalotina.
También es sensible a las sales de bismuto. Se ha documentado su resistencia a la
vancomicina, sulfonamidas, trimetroprim y e} acido nalidixico, {69

PATOLOGIA DIGESTIVA.
GASTRITIS

La infeccién por H. pylori es la principal causa de gastritis crénica B o antral y no se
relaciona con la gastritis A autoinmune ni con otras gastritis especificas. La morfologia
de la gastritis asociada a H. pylori es caracteristica, cronica, con leve o moderada
actividad, grado variable de atrofia, presencia de foliculos linfoides ¥ con predominio
en antro.

La gastritis se define como una reaccién inflamatoria aguda o crénica de la mucosa
gastrica. En la gastritis aguda el infiltrado inflamatorio esta constituido por
polimorfonucleares y suele reducirse a la mitad de la luz de la mucosa gastrica.
Cualquier pérdida de epitelio es superficial con miltiples tlceras de tamasio pequefio.
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La superficie epitelial perdida se remplaza por una mezcla de fibrina y células
inflamatorias agudas. '

No existe fibrosis y cuando se cura, la mucosa vuelve a la normalidad. Las
caracteristicas clinicas de la gastritis aguda no son especificas y muchos pacientes
pueden estar asintomaticos. Las nauseas, vémitos y el dolor epigastrico son
caracteristicas clinicas frecuentes.

H. pylori puede provocar cuadros clinicos de dispepsia, y la aparicidn brusca e
histologica de gastritis aguda.

La ingestion de cultivos de H. pylori por parte de voluntarios sanos y accidental en
investigadores produjo en ellos dispepsia y gastritis aguda.

La gastritis crénica se caracteriza morfoldgicamente por la presencia de inflamacién de
la mucosa, acompaiiada o no de alteracién de la arquitectura glandular. Los diversos
grados de gastritis cronica representan probablemente diferentes estadios de un
proceso dinamico.

Histologicamente la gastritis crénica superficial se caracteriza por Ia presencia de un
infiltrado inflamatorio que ocupa la porcion superficial de la limina propia,
conservando la estructura glandular.

En la gastritis crénica atréfica, el proceso inflamatorio se extiende con profundidad,
afectando a las glandulas gastricas. Dependiendo de la intensidad del proceso se
distinguen tres grados: leve, moderado y severo. En el grado severo existe una
desaparicién total del componente glandular, apareciendo epitelio metaplasico. La
nueva mucosa se puede parecer a la pilorica (metaplasia pilérica) o con mas frecuencia
ser semejante a la intestinal (metaplasia intestinal). Esta gastritis crénica atrofica activa
corresponde a la denominada gastritis B. Cuando la atrofia es severa, pero fos cambios
inflamatorios y regenerativos son minimos, se denomina inactiva, siendo este patron el
que sc observa preferentemente en las gastritis tipo A o autoinmune, localizada en el
cuerpo gastrico y que afecta a las glandulas oxinticas, donde se ubican las células
parietales productoras de HCl y factor intrinseco, formando parte del sindrome de
anemia pemiciosa. ('?

La estrecha correlacién entre gastritis crénica y presencia de H, pylori en ia mucosa
géstrica estd demostrada en numerosos estudios en todo e! mundo.

Los cambios histologicos que se observan en la mucosa gastrica por H. pylori
corresponden a una gastritis crénica atréfica activa, localizada preferentemente en el
antro y de intensidad leve o moderada. Se observa la presencia de nddulos linfoides
con centro germinal en un 80% de los casos de gastritis por H. pylori.
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ULCERA DUODENAL

H. pylori deteriora la barrera de la mucosa e induce hipergastrinemias postpandriales.
Estos mecanismos se involucran en la patogenia de la enfermedad ulcerosa. El 90%-
95% de los pacientes con tilcera duodenal estan infectados por H. pylori,

H. pylori s6lo coloniza en regiones celulares de la mucosa gastrica. Entre un 50% a
70% de individuos sanos y en pacientes con ticera duodenal se han descrito areas de
metaplasia géstrica, es decir, zonas de mucosa gastrica en el duodeno. La metaplasia
gastrica en el bulbo duodenal antecede a la formacién de tlcera y H. pylori s6lo infecta
zonas duodenales con metaplasia géstrica. @

H. pylori encuentra su habitat ideal en el moco gastrico en contacto con el epitelio de
superficie, que constituye la primera linea de defensa contra los agentes agresivos,
principalmente 4cido y pepsina. El microorganismo halla en esta barrera sus nutrientes
y se defiende de los iones H' hidrolizando la urea, logrando asi un microentorno
alcalino. Ademds, H. pylori posee enzimas (proteasas y lipasas) capaces de degradar el
moco gastrico, reduciendo su viscosidad y, por tanto, su capacidad defensiva. También
existen evidencias de que produce citotoxinas que lesionan a las microvellosidades de
las células de Ja mucosa géstrica, interrumpiendo las uniones intercelulares, lo que
debilita la segunda barrera defensiva, facilitando la posibilidad de aparicion de
erosiones supetficiales y ulceraciones.

La interrelacion entre la infeccion por A, pylori y la ilcera duodenal es debida a la
actividad del microorganismo, en el debilitamiento de los factores defensivos, tanto de
la mucosa gastrica como de la metaplasia gastrica en ¢l duodeno.

La enfermedad ulcerosa duodenal es un proceso cronico, con exacerbaciones y
remisiones, que ocurren en largos perfodos de tiempo, incluso 30 atos o mas. Desde la
aparicion de los antagomstas H, en 1976 y mas recientemente con los inhibidores de la
bomba de protones como el omeprazol, se consigue la curacion clinica y la
cicatrizacion del criter ulceroso en casi el 160% de los pacientes, con facilidad y
minimos efectos secundarios, '

ULCERA GASTRICA

Mientras que la tilcera duodenal se asocia en un 95% con la infeccién por H. pylori, la
lilcera gastrica lo hace en un 75%, aunque probablemente ia mayor parte de las tlceras
gastricas sin H. pylori tienen relacién con la ingesta de aspirinas o antiinflamatorios no
esteroides. La recidiva en la tilcera gdstrica, después de su curacion, se estima en un
30% al afio y en 50% a los dos afios. Por ello, como en la ulcera duodenal, se han
propuesto tratamientos de mantenimiento con bloqueadores H; que reducen 1a tasa de
recidivas, aproximadamente, al 10% al afio y al 20% a los dos afios. La erradicacion
del H. pylori en la prevencién de las recidivas en la dlcera gastrica ha sido mucho
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menos estudiada que en la lcera duodenal, ya que previsiblemente ha de ser menos
eficaz. Un estudio clinico japonés sélo consiguié alargar unos meses la recidiva en los
pacientes en que se erradicé el H. pylori, en un grupo de 41 pacientes con ulcus
géstrico, tratados aleatoriamente con cimetidina o cimetidina mas cefixime, '¢'®

CANCER GASTRICO

. pylori es, sin duda, el factor etiolégico mas importante de la gastritis del antro y del
cuerpo gastrico, y la prevalencia de gastritis atréfica en las personas de edad se
correlaciona perfectamente con 1a prevalencia de infeccion en las primeras décadas de
la vida, lo que sugiere que esta infeccién hace progresar la gastritis y, con el paso de
los afios, inducir gastritis atrofica,

El descenso de la prevalencia de la gastritis atrofica, consecuencia de la menor
prevalencia de infeccién por H. pylori condiciona, en el transcurso de los afios y solo
en una parte de los pacientes infectados, et desamrollo de una gastritis atrofica, entidad
con un cierto potencial de malignidad. Simultineamente se han publicado dos extensos
estudios epidemiolégicos que parecen confirmar la sospecha de que la infeccion, de
alguna forma, incrementa el riesgo de cancer gastrico, ('®'%

Parece evidente que la infeccidn por H. pylori esta significativamente asociada a un
mayor riesgo de cancer gastrico, aunque la mayoria de las personas infectadas no
llegan nunca a desarrollar un carcinoma gastrico, probablemente porque la
etiopatogenia de esta entidad es multifactorial, y otros muchos factores se
interrelacionan con la infeccidn, siendo ésta, es todo caso, condicidn necesaria pero
nunca suficiente para el desarrollo de un carcinoma gastrico, 7'

PATOLOGIA EN EDAD INFANTIL.

Estd descrito, sobre todo en nifios, un cuadro clinico de importante pérdida de
proteinas por tubo digestivo, asociado a un cuadro histolégico de gastritis aguda con
presencia de f. pylori. En nifios la colonizacién de H. pylori esti asociada con la
gastritis crénica especialmente con la antral, La prevalencia de la infeccion aumenta
con la edad y las malas condiciones de vida. ?%*'2%

La infeccién por H. pylori es la causa mas frecuente de gastritis cronica y itlcera
duodenal en nifios. En el paciente pedidtrico la manifestacién habitual es dolor
abdominal y con frecuencia éste es crénico recurrente. El dolor abdominal crénico
recurrente (DACR), definido por Appley, tradicionalmente se ha considerado como un
trastomo funcional y se le ha comparado con sindrome de intestino irritable. En
algunos estudios recientes se demostrd la asociacién significativa entre DACR y H.
pylor!{.zs'm

El cuadro clinico varia con la edad y el grado de afeccién; en lactantes o preescolares,
€ste puede ser tan solo irritabilidad, rechazo al alimento o alteraciones del suefio por
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sintomatologia abdominal; o bien en el escolar y adolescente, dolor abdominal crénico
recurrente, sindrome 4cido-péptico, o reflujo gastroesofagico. Las vlceras duodenales
son poco frecuentes en nifios; cuando estas ocurren, se asocian a gastritis primaria y A,
pylori en alto porcentaje. Los esquemas de erradicacion mas utilizados en pediatria
incluyen amoxicilina, metronidazol, sales de bismuto, claritromicina, omeprazol y
tetraciclina en adolescentes. *'2*29

RESPUESTA INMUNE,

Los pacientes infectados con H, pylori desarrollan una respuesta de anticuerpo IgM en
la primo infeccion; Después se produce IgG e IgA, los cuales petsisten, tanto en via
sistémica como en la mucosa, en titulos altos, en personas infectadas de manera
crénica, {127

H. pylori induce la liberacién de factor de activacion plaquetaria (PAF), leucotrienos y
citocinas, mismos que median una respuesta inflamatoria en la mucosa, la cual se
manifiesta histolégicamente como una gastritis superficial difusa. %

El PAF es un potente mediador inflamatorio que induce quimiotaxis de leucocitos y
cambios en la permeabilidad vascular, los leucotrienos son potentes factores
quimiotacticos ademés de inducir dafio a la mucosa, ©®

FACTORES DE PATOGENICIDAD.

Entre los principales factores de virulencia de A. pylori se encuentran la produccion
ureasa, catalasa, citotoxina (VacA), gen vacd, proteina de choque térmico (Heat
Shock protein) de 60 kDa, movilidad, capacidad para adherirse a la mucosa gastrica,
presencia del gen cagA, proteina CagA y lipopolisacaridos, ©*'%

UREASA,

La enzima mas importante producida por H. pylori es la ureasa, ya que mediante la
hidrélisis de la urea le permite la colonizacién en la mucosa gastrica por la produccion
de amonio que amortigua los hidrogeniones, ademas de inducir inflamacién. Su
actividad se observa en el citoplasma, 1a enzima coloniza el moco secretado por la
mucosa gastrica, el pH del estomago se neutraliza por la produccién de amonio, lo
cual permite sobrevivir a H. pylori. ©¥ Aunque la ureasa de #. pylori (una
metaloenzima de niquel) est asociada con la superficie bacteriana y la produccion de
un microambiente neutro para el organismo, se puede observar actividad de 1a ureasa
en el citoplasma, lo que sugiere ademas un Papel en la asimilacién del nitrogeno.
Aunque la asociacion entre la ureasa y la superficie bacterial se estabiliza
aparentemente por cationes bivalentes tales como el Cal y Mg Huy Maobley
encontraron que la ureasa recombinante se expresa de mancra dptima cuando no se
inhibe la produccién de Ni** in vitro, y cuando se permite la sintesis suficiente de
subunidades de ureasa UreA y UreB. Asi, el factor limitante de los altos niveles en la
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produccion de la ureasa es la sintesis de genes estructurales, v no la sobre expresion de
genes adicionales ¥,

CITOTOXINA VACUOLIZANTE,

Las cepas citotdxicas secretan una proteina que induce la formacién de vacuolas en e
citoplasma de lincas celulares in vitro. Aunque vacA esta presente en casi todas las
cepas de H. pylori solo un 50% de las cepas expresan la citotoxina.

Una vez liberada la toxina dentro del medio, esta interactia con las células objetivo.
Recientemente ha sido aclarado el mecanismo de formacién de vacuolas. Partiendo de
la observacién de que la vacuolizacién in vitro fue prevenida y revertida con ayuda de
la bafilomicina A, - un inhibidor de ATPasa del tipo vacuolar, el cual regula el flujo de
H" a través de compartimentos delimitados por la membrana.

Figura 1. a)Una célula HeLa cultivada con vacuolas teftidas con indicador de rojo neutro,
€ inducido por un extracto citotdxico de H. pylori. b) Células HeLa en contacto con
fitrado de caldo de cultivo {FCE) de cepa no citbtoxica no concentran el rojo
neutro.
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Figura 2. Vacuolizacién de células HeLa en cultivo. a) Después de unas horas de
incubacién con un Filvado de caldo de cuttivo {FCC) vacuolizante citatoxico - las
vacuolas se desarrollan alrededor del nicleo. b) Con incubacitn prolongada {48 hj,
las vacuolas fegan a ser mas grandes y confluentes, y desgarran la membrana de
la célula. ¢) A concentraciones de 10 mM o mas altas, el amoniaco puede inducir la
vacuolizacién, d) incremento de |a actividad vacuolizante con un F CC cifotdxico. e)
Células expuestas a un FCC no citoléxico, en I3 presencia de 10 mM de urea
aparecen vacuolizadas. f) Células expuestas a un FCC no citotéxico, en la
ausencia de urea, aparecen normales,

En células eucariotas normales, las vesiculas se originan por invaginacion de la
membrana para formar endosomas, los cuales se fusionan normalmente con lisosomas
o con el aparato de Golgi. Et objetivo dec la actividad del VacA es la ATPasa de tipo V
que estd presente en los ultimos endosomas (las vacuolas inducidas por toxina son
cnnquecidas con rab7, una proteina ligada a GTP, la cual sélo est presente en los
ultimos compartimentos). Una vez que VacA ha reaccionade con su objetivo, los
tltimos endosomas no estan disponibles para el aparato de endocitosis, y aquellos se
fusionan uno con otro. La bomba de protdn hidrogenico, estimutada por la toxina, crea
un ambiente acido dentro de las vacuolas, el cual en ctapas tempranas es muy pequeiio.
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Las sustancias ambientales basicas, tales como el amoniaco, cruzan las membranas y
son protonadas y concentradas en el pH écido (véase la figura I, en (a) se muestra una
célula HeLa vacuolizada, afectada por un cultivo filtrado de una cepa citotoxica de /.
pylori; en las vacuolas s¢ ha concentrado rojo neutro, una amina permeable a la
membrana, en (b) se observa un control negativo con poco aumento). Las moléculas
protonadas permanccen dentro de los organelos intraceluiares, debido a que ellos no
son de gran permeabilidad a la membrana; ellos atraen agua osmoéticamente, y las
vacuolas se hinchan.

En las células cultivadas in vitro, las vacuolas originadas en e] area perinuclear, sc
incrementan en mimero y tamafio y se fusionan unas con ofras; en consecuencia, la
membrana celular se rompe y las células mueren (Figura 2). El proceso tarda dos dias
para completarse. Las bases débiles, incluyendo el amoniaco y la nicotina, pueden
incrementar la actividad vacuolizante de la toxina (F igura 2).

Figura 3. Can concentraciones altas de urea en el medio, la vacuolizagién inducida
por un FCC citotoxico sobre céutas Hela en cultivo, es tan intensa que las células
se fusionan unas con olras.

Los niveles de nicotina en la saliva de fumadores son menorcs a aguéllos que son
necesarios para potencializar la actividad de la toxina in vitro. Sin embargo, la
actividad sinergética de la nicotina deberia ocurrir in vive, a menores concentracioncs
que i vitro, ésta observacion puede ayudar a explicar porque los fumadores ticnen
mayor riesgo de desarrollar dlcera duodenal.

También el amoniaco puede potenciatizar la actividad vacuolizante de VacA (Figura
2), y, bajo ciertas condiciones in vitro con altas concentraciones de urea en cl medio, ia
vacuolizacion es tan intensa que las células se fusionan una con otras ( Figura 3).
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La vacuolizacién de células in vitro inducida por VacA es potencializada por una corta
exposicidn de la citotoxina a pH bajo. La induccién de la activacién toma lugar a un
pH de 5.5; a valores de pH “normales” del estémago (alrededor de pH 2), el proceso
de activacion se lleva a cabo en unos cuantos segundos, Una vez acido-activada, VacA
retiene su actividad a pH neutro y se vuelve resistente ante el ataque de la pepsina.

Estos descubrimientos podrian tener consecuencias clinicas. Podria suponerse que la
profunda inhibicion de secrecion 4cida de los inhibidores de bombeo de protones
{PPIs; Proton Pump Inhibitors) en el tratamiento de la tlcera péptica puede prevenir la
acido-activacién de la toxina. En teoria, los inhibidores de bombeo de protones,
podrian también interferir con la ATPasa de tipo vacuolar (la cual es una bomba de
protones), que es el objetivo de VacA, y en consecuencia se inhibe la
vacuolizacion.®5¢7

Las ATPasas estin presentes en las membranas de todas las células eucaridticas, Es
posible que VacA también influencie la ATPasa H+ de las células no epiteliales, tal
como los polimorfonucleares los cuales tienen bomba de iones hidrégeno (entre otras
ATPasas) en sus membranas. Las cepas de . pylori activan el PMN y obtienen una
explosién oxidativa. El PMN activado, en adicién a los aniones superoxido generados
y otros metabolitos reactivos, también secretan iones H+ dentro de los fagolisosomas,
en respuesta a la estimulacidén por la ATPasa H+ asociada a la membrana. La
intensidad de la estimulacion varia entre distintas muestras aisladas: las cepas de H.
pylori que inducen los mayores niveles de metabolitos reactivos de oxigeno por el
PMN activado son més faciles de ser aislados de pacientes con ulcera péptica. La
infeccion por cepas productoras de toxina vacuolizante también esta asociada
positivamente con la ulceracién gastroduodenal. Sin embargo se ha disputado si el
efector de la estimulacién de PMN es VacA. Mientras Zhang et al mostraron que la
produccion de toxina estaba asociada con la estimulacién de una rapida y fuerte
quimicoluminiscencia (que es la medida de la explosion oxidativa de la activacion del
polimorfonuclear), Crabtree et al demostraron que las propiedades de activacion de
los neutréfilos de las cepas era independiente de la presencia de cagA (v en
consecuencia de citotoxigenicidad). En cualquier caso es posible que la habilidad para
inducir neutréfilos téxicos de radicales oxigeno esta correlacionado, en ciertas cepas,
con la produccidn de citotoxina.

Un estudio reciente ha mostrado la existencia de otro objetivo de la toxina VacA. Ricci
et al han observado una actividad inhibitoria directa de un filtrado de cultivo citotoxico
de H. pylori en los iones Na*, K* - ATPasa del MKN de 28 células en cultivo. Un
caldo de cultivo de una cepa no citotéxica no tuvo influencia en la actividad de la
fosfatasa dependiente del potasio de la célula, ¢l cual era la medida de la actividad Na’,
K* - ATPasa, Es posible que el efecto de esta bomba de protones también ocurra in
vivo, debido a que la linea del MKN de 28 células deriva de un adenocarcinoma
gastrico tubular humano y muestra diferenciacion de tipo gastrico. Los autores
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sostienen que la inhibicién de esta actividad enzimatica puede explicar la hinchazén de
las células gastricas encontrada en el estdmago de pacientes infectados. La inhibicién
de esta actividad de la adenosina trifosfatasa podria también ser responsable del edema
intercelular, el cual puede ser observado en algunas ocasiones en las biopsias tomadas
de areas de mucosa colonizada por cepas citotéxicas®**%%

El gen vacA codifica una proteina (protoxina), de 140 kDa, que incluye una secuencia
de sefial de 33 aminoé4cidos en la porcion N-terminal la cual es fundamental para la
secrecion de la toxina. El dominio de la sefial permanece en la membrana externa una
vez que la toxina es excretada, resultando, en una toxina madura de 95 kDa “!424)
Analisis del gen vac 4 sugiere que codifica una corta secuencia sefial de ruptura N-
terminal y una més substancial carboxilo terminal (de aproximadamente 45kDa). De
manera importante aunque no todas las cepas de H. pylori expresan la actividad
citotoxica in vifro, esencialmente todas poseen el gen vacA. Sin embargo en ciertas
regiones del gene vacA se conserva bien de cepa a cepa, pero en otras regiones existen
una clara diversidad. Estudios recientes por Atherton et al. Han caracterizado aun més
la diversidad de vac4 y encontrado importante correlacién clinica de Tos mismos. Se
definieron 2 familias de alelos de la regién media, a los que se denomino m/ ym2yse
encontraron 3 familias de alelos de la secuencia sefal sia, s7b y s2. Las familias de los
alelos s/a 'y s1b se relacionan estrechamente pero son distintas. En total cualquier cepa
de H. pylori puede tener uno de seis posibles genotipos (sla/ml sla/m2, sib/m!,
$16/m2, s2/m1 y s2/m2j,aunque en el estudio de Atherton no se encontré el genotipo
s2/ml. El genotipo vacA comelaciona bien con el fenotipo de la toxina. En general las
cepas s2/m2 no produjeron citotoxina, las s//m/ fueron fuertes productoras y las s//m2
intermedias. El estado clinico de los pacientes correlaciond también con los genotipos
de vacA, sla se encontré més en individuos con enfermedad ulceropeptica que en
individuos que tenian solo gastritis. Aparentemente no hay correlacién de los tipos m
con presentacion clinica que es independiente del tipo s“'#4*),

Un estudio realizado mediante microscopio de rapido congelamiento mostré que las
proteinas monoméricas de 95 kDa una vez secretadas al medio ambiente se agregan
para formar estructuras hexaméricas o heptaméricas de aproximadamente 700 kDa, la
proteina VacA se supone que tiene epitopos conformacionales ya que dnicamente
anticuerpos originados contra los heptameros son capaces de neutralizar la actividad
vacuolizante de la citotoxina. De esta manera la agregacién de monomeros para formar
la estructura heptamérica de VacA se requicre para una expresion completa de la
actividad citotéxica. Los mondmeros son proteoliticamente rotos in vifro a fragmentos
de 37 y 58 kDa ambos fragmentos penetran en la célula en cultivo pere Unicamente
solo el tltimo parece ver funcionalmente importante por estimulacién del flujo de
iones potasio de los liposomas, Esta observacion indica que VacA se comporta de
manera similar a otras toxinas bacterianas de dos cadenas, donde \nicamente una
subunidad tiene actividad biologica 4750
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In vitro, VacA ejerce un efecto estimulatorio sobre un tipo de ATPasa presente sobre
el compartimiento endosdmico tardio, y un efecto inhibitorio sobre una ATPasa tipo-P
que regula el flujo de Na+ a el nivel de las membranas celulares. Ambas actividades
deberian ser ejercidas también in vivo, lo que podria explicar la vacuolizacion celular y
el edema intercelular que algunas veces se observa en la mucosa gastrica colonizada
por H. pylori. La ATPasa del tipo-P de H. pylori ha sido clonada recientemente yla
bomba de iones codificada parece ser tinica para H. pylori, 164859

La observacion reciente de que la vacuolizacion in virro es potenciada por la
exposicion de la toxina a bajos valores de pH y que, una vez activada VacA se
convierte resistente al efecto de la pepsina es un indicio adicional de H. pyiori para
adaptarse al medio ambiente géstrico del estomago. Esto puede explicar el papel de los
agentes antisecretorios en el tratamiento de la infeccién de A, pylori, Una reducida
secrecion de 4cido puede disminuir la secrecion de la toxina ¥ consecuentemente, el
dafio a la mucosa inducido por la toxina, podria ser atenuado, alterando de este modo
las condiciones favorables bajo las que H. pylori se desarrolla, 65"

Atherton et al. Encontraron que el gen vacd presente en una cepa no citotdxica,
contenia una insercidn que codifica para un sitio potencial de union ATP/GTP.
Aunque la proteina codificada por VacA en cepas no citotéxicas es biolégicamente
citotoxicas, este hallazgo indica que esta tiene probablemente varias funciones
diferenciadas de acuerdo ha, si es secretada por organismos citotoxicos o no
citotéxicos. Otro indicio de la naturaleza multifuncional de la citotoxina es el reporte
reciente de que extractos de cepas VacA' inhiben la proliferacion de células gastricas
in vitre previniendo 1a unién del factor de desarrollo epidérmico a su receptor en
células en cultivo. De esta manera los organismos citotdxicos {guedcn interferir con el
proceso de curacion de lesiones ulcerativas y erosivas in vivo."

Diversos estudios serolégicos han revelado una asociacidn entre anticuerpos
neutralizantes de la citotoxina y la presencia en pacientes de gastritis, dlcera péptica y
carcinoma gastrico, lo cual apoya la importancia de la citotoxina vacuolizante de 4.
pylori en la patogénesis. Estudios con inhibidores de ATPasa han mostrado que la
formacion de vacuolas, dentro de las células Hela por la citotoxina, requieren la
actividad de H+-ATPasa vacuolar (que mantiene un gradiente de pH), y estd asociada
con la alteracién en el transporte de cationes incluyendo Na*, K*-ATPasa dentro de las
células eucaridticas. Esto confirma, la medicién de actividad de fosfatasa dependiente
del potasio (K) en células en cultivo del epitelio gastrico, lo que indica deterioro de la
accion de la ATPasa por H. pylori. También se ha propuesto que el amoniaco,
generado por la ureasa de H. pylori, jpuecle compartit un camino comin con la
citotoxina en la produccién de vacuolas.**?
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PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO.

Las proteinas de choque térmico juegan un papel en la patogénesis e inmunologia de la
infeccién por H. pylori. La proteina de choque térmico, HspA de H. pylori, se mostrd
que protege exitosamente en contra de una infeccién por H. pylori en el modelo de H.
felis del ratén. Se ha clonado y secuenciado un nuevo gene de H. pylori, que codifica
una proteina de choque térmico, homologa a ClpB de E. coli y otras proteinas Clp. Las
proteinas constituyen una familia, recientemente descubierta de proteasas dependientes
de ATP, altamente conservadas que son oblicuas tanto en procariontes y eucariontes,
El papel de clpB de H. pylori esta en investigacién.*®

MOVILIDAD,

La movilidad de H. pylori ests dada por dos o seis flagelos polares cubiertos, cuyo
filamento consta de dos tipos de flagelinas, codificados por los genes flad y flaB.
Ambos genes han sido clonados y mutaciones inducidas han mostrado que flad es
esencial para la movilidad. Pruebas futuras de mutantes de flad y flaB en modelos
animales deberan aclarar el papel de los flagelos en la patogénesis. La estructura y
funcién de la envoltura flagelar queda incierto, aunque Geis et al, encontraron que las
envolturas de los flagelos son membranas, y contienen proteinas y lipopolisacaridos.
Este sugiere que el pa})el de la cubierta es el de proteger el filamento del flagelo o
promover la adhesion.©+9

PROTEINA DEL GEM A ASOCIADO A CITOTOXINA (Cagh)

Muchas cepas citotoxicas, también producen una proteina altamente inmunogénica,
llamada CagA. El peso molecular de la proteina CagA NCTC 11637 es 128 kDa, pero
estimaciones sobre el tamafio en distintas cepas varian de 120 a 140 kDa. Las
variactones en el tamafio son causadas por uno o més repeticiones de 102 pares de
bases en el gen cagA. Cerca del 10% de cepas de H. pylori que portan cagd son no
citotoxicas, y una proporcién similar de cepas no citotéxicas no llevan caAgA. Aun no
se ha encontrado correlacion entre la expresion de fos genes vacA y cagA %59

El papel de CagA en la patogénesis de H. pylori aun no es claro y se ha sugerido que
puede tener distintas funciones en otras especies de Helicobacter. Numerosos estudios
han demostrado que la infeccién por cepas CagA+, asi como su colonizacion in vitre
induce a que las células epiteliales secreten cantidades incrementadas de IL-8, una
citocina, la cual tienen un papel clave en Ia respuesta inflamatoria celular de
neutréfilos y mononucleares. No hubo sin embargo, una disminucion de fa inducién de
IL-8 por mutantes isogénicas definidas cagd™ o cagd'/vacA, lo que sugiere que CagA
no esta directamente involucrada en la produccién de IL-8. El gen cagA se ha
mostrado que es parte de un operdn que incluye dos genes designados picA'y picB (por
“promover la induccion de citocinas”) los dos marcos de lectura abierta codifican
polipéptidos de 36 y 101 kDa este tltimo producto del gen ha sido directamente
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implicado en la induccién de la expresion de IL-8 por células epiteliales gastricas
colonizadas in vitro ademds la infeccién experimental en animales ha demostrado que
otros factores diferentes de cagd estan involucrados en la respuesta inflamatoria
todavia no es claro si existe una relacién entre este operén y dos regiones gendmicas
llamadas cagl y cag/l descritas recientemente inicamente en cepas CagA+> %%

Cualquiera que sea el papel de CagA numerosos estudios microbiologicos y
serologicos indican que la infeccién por cepas de H. pylori que poseen cagd o
expresan el producto genémico incrementan el riesgo de desarrollar gastritis activa,
lesiones mucosas neoplasticas y preneoplasticas en adultos, gastritis hemorragica e
inflamacién activa y severa inflamacién activa de las mucosas en nifios. En contraste
linfomas de células B de bajo grado del tipo de tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT) no parecen estar asociadas con el estatus de CagA del organismo infectante.
También se encontré que los pacientes con alergia alimenticia fueron mas
probablemente infectados por cepas CagA+.0+

LIPOPOLISACARIDOS.

H. pylori al igual que otras bacterias gramnegativas presenta lipopolisacaridos (LPS)
en membrana externa. E1 LPS de H. pylori destruye la cubierta de mucosa gastrica
interfiriendo con la interaccién entre Munich y su receptor en la mucosa; el agente
antiulceroso ebrotidina inhibe este efecto. Sin embargo, la caracteristica mas
importante de H. pylori es su baja actividad proinflamatoria. Este fendémeno esta
mediado por su singular estructura de lipido A y afecta a la unién CD-14. El hallazgo
de los antigenos lewis son expresados sobre una parte de las cadenas laterales de los
polisacéridos concuerda con que la molécula de LPS tenga un bajo perfil en su
especificidad huesped.®!-*

Se¢ han identificado como receptores de lipidos en la mucosa para H. pylori a la
fosfatidiletanolamina y 1a gangliotetrasilceramida, La adhesina bacteriana de &, pyiori
que reconoce estos lipidos es una exoenzima de 63 kDa, proteina con forma de S, la
cual se ha expurgado. Ademas, las sales de bismuto y los detergentes de Tween,
usados en el tratamiento de la dlcera péptica bloquean las ataduras de los lipidos
realizadas por H. pylori in vitro **?, La expresién variable de adhesinas particulares
en cepas, puede explicar 1a variacién en la atadura bacteriana. Otros receptores
potenciales para las ligaduras de H. pylori lo constituye la matriz extracelular,
componentes que pueden llegar a ser expuestos debido a la actividad microbiana, la
alimentacién o una gran produccion de células en el epitelio gastrico.**34 59

FORMAS DE TRANSMISION.

Actualmente se desconocen las formas de transmision de H. pylori pero se cree que

pueda ser de persona a persona,®” por ruta fecal oral, por contaminacion en la toma
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endoscépica, sin embargo ninguna sea comprobado aumé(l):e se ha aislado de heces y
placa dental, pero no de alimentos, agua y saliva,(*6°7-85950)

DIAGNOSTICO,

Los métodos que permiten el diagndstico de la infeccion por H. pyvlori se pueden
sistematizar en dos grandes grupos: los que requieren endoscopia y toma de biopsias
de la mucosa gistrica, y los métodos no endoscopicos, fundamentalmente técnicas
serolégicas y prueba del aliento. >

METODOS QUE REQUIEREN ENDOSCOPIA.

CULTIVO DE LAS BIOPSIAS.

Es el método de eleccidn, aunque presenta ciertas dificultades técnicas. Las muestras
han de ser procesadas con cierta rapidez en el laboratorio de microbiologia,
requiriendo para el cultivo una atmésfera microacrofilica y medios enriquecidos, agar-
sangre o Skirrow (medio selectivo con antibiéticos).

HISTOLOGIA.

La observacién de microorganismos de morfologia espirilar en los cortes histologicos
de biopsias endoscopicas de la mucosa gastrica es un método sencillo de diagndstico
de la infeccion por H. pylori. Es caracteristica su localizacién, en intimo contacto con
el epitelio de superficie, en plena barrera moco-bicarbonato. La tincién de plata de
Warthin-Starry es la ideal para evidenciar los gérmmenes, aunque en general las
tinciones habituales, hematoxilina-eosina y Giemsa, son suficientes, pues permiten una
correcta visualizacion,

TINCION DE GRAM.

Mediante una extensién y tincién de Gram se puede diagnosticar de una forma
sencilla, ripida y econdmica ia presencia de H. pylori en la biopsia endoscopica. La
sensibilidad y especificidad del método es del 95% y 60%, respectivamente.

PRUEBA DE LA UREASA.

H. pylori posee una intensa actividad uredsica (conversion enzimatica de la urea en
amonio y CO,). Esta caracteristica se ha aprovechado para disefiar un sistema de
diagnéstico rapido, que consiste en introducir una biopsia endoscépica en un caldo de
urea de Christensen. Si la actividad ureasica es elevada, se produce un cambio
cromético del amarillo al rosa. La prueba de la urea tiene la ventaja de ser sencilla,
econdmica y ripida, ya que el cambio cromatico habitualmente se produce en pocas
horas. Asi, a las tres horas la sensibilidad es del 97%, aunque la especificidad es del
60%. Si la lectura se practica a las 24 horas, la especificidad es del 100% y la
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sensibilidad del 92%. Existen algunos falsos positivos debido a la existencia de otros
gérmenes con cierta actividad ureasica.

H,NCONH;, + H,0 » NH; + H,NCOOH
H,NCOOH + H,0 » NH; + H,COs
H,CO; » H + HCO,
2NH; + 2 H,0 » 2NH +20H

Catélisis de la hidrolisis de la urea para formar amonio y carbamato, y
espontaneamente descompone dando otra molécula de amonio y acido carbénico.

METODOS NO ENDOSCOPICOS.

Son las técnicas de eleccidn en los estudios epidemioldgicos de poblacién y en el
seguimiento de pacientes en tratamiento.

SEROLOGIA,

Se basan en que la infeccién por H. pylori provoca unha respuesta inmune tanto focal
como sistémica. Se ha evaluado y comparado la eficacia diagnéstica de dos pruebas
serologicas comercializadas, un ELISA (Pyloristat test, Whitaker), y una
seroaglutinacién mediante litex (Pyloriset, Orion). EL ELISA mostré una mayor
eficacia diagnéstica (sensibilidad 100%, especificidad 72%) que el latex (46% y 82%,
respectivamente).

Tras la erradicacion de H. pylori se observa una disminucién o desaparicion de los
titulos de anticuerpos, que desgraciadamente no suele ser significativa hasta unos
meses después de la erradicacion.

PRUEBA DEL ALIENTO.

Se basa, como la prueba de la urcasa, en la alta actividad uredsica de H. pylori,
actividad que es posible cuantificar a través de la medida de CO; expirado marcado
con "C tras la administracién oral de urea marcada con dicho isétopo. La dosis de
radiactividad administrada es baja, y la técnica barata Iy al alcance de numerosos
hospitales. La prueba del aliento con urea marcada con C no es radiactiva, pero la
técnica es més cara debido a la necesidad de utilizar un espectrofotometro de masas
para medir la hidrélisis de la urea. La prueba del aliento en un excelente método

diagnstico con alta sensibilidad (95%) y especificidad (96%).
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EPIDEMIOLOGIA.

H. pylori estd presente en la mucosa géstrica de menos del 20% de personas menores
de 30 afios de edad, pero aumenta en frecuencia al 40 a 60% de personas de 60 aiios,
incluyendo individuos asintomaticos. Es los paises en desarrollo, la incidencia de
infeccion puede ser del 80%, en adultos.'?"

En México se han realizado pocos estudios acerca de la seroprevalencia de H.
pylori® Sin embargo un estudio realizado en los Gltimos afios a 12,292 sueros indico
que con ELISA para extracto total se encontré que el 66% de la poblacion mexicana
esti infectada por H. pylori; la infeccién aumenta con la edad; en individuos de un afio
la seroprevalencia es de un 20%, a los 10 afios es de 50% y a los 30 afios casi del 90%;
los factores de riesgo asociados a esta infeccidn son, sexo femenino, nivel
socioeconémico bajo, haciamiento y bajo nivel de escolaridad. %62

TRATAMIENTO,

Erradicacion de H. pylori: desde el punto de vista de la interpretacién de los estudios
del tratamiento antimicrobiano, su erradicacion no es facil. Los estudios tampoco son
al azar no ciegos, las dosis de agentes antimicrobianos y la duracién del tratamiento
varia en amplio grado y la definicion de erradicacién difiere entre los estudios.
Algunos consideran la ausencia de H. pylori inmediatamente después del tratamiento
como una evidencia de la erradicacién, mientras que otros insisten en que debe
csperarse un mes para descartar a los sujetos en quienes el microorganismo sélo fue
suprimido de manera temporal.

Ninguno de los agentes terapéuticos estindar para la tlcera (por ejemplo antagonistas
receptores H, y el sucralfato) tienen algiin efecto sobre H. pylori. Administrado solo, el
bismuto suprime ¢l microorganismo pero provoca una erradicacion a largo plazo en
mas o menos 10% de los pacientes. Se han probado numerosas antibidticos como
mono tratamiento, incluyendo eritromicina, amoxicilina, fluoroquinolonas, tinidazo! y
metronidazol, pero ninguno ha sido aceptable. El uso de tinidazol o de metronidazol ha
conducido hacia la resistencia al medicamento en un numero sustancial de
microorganismos. Cuando uno de estos nitroimidazoles se combina con cualquier
componente de un bismuto u otro antibiético (por ejemplo amoxicilina), la frecuencia
de resistencia disminuye (pero no desaparece) y los indices de erradicacion son de
aproximadamente 75%. Algunos investigadores sugieren un triple tratamiento con
metronidazol, bismuto y amoxicilina o tetraciclina, aungue no es claro que dicho
esquema sea mas eficaz que el de doble tratamiento.”
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CULTIVO DE CELULAS.
REQUERIMIENTOS DE EQUIPO,

Para facilitar el cultivo celular tipico en un laboratorio de diagndstico, se requiere de
por lo menos un refrigerador (4 a 10 °C), dos congeladores (-20 y- 70 °C), y de un
congelador de nitrégeno liquido. La seleccién del congelador de nitrégenc liquido sera
determinada por (i) la capacidad deseada (ntimero de ampolletas), (ii) la frecuencia de
acceso, y (iii) la conveniencia de acceso. Los espacios para almacenar consumibles
tales como envases de cultivo, pipetas, cristalerfa, etc., se deben localizar en lugares de
facil acceso. Finalmente, es obligatorio tener un érea de lavado, un fregadero para el
lavado de manos del personal y una estacién para lavado de los ojos.*

REQUERIMIENTOS DEL MEDIO DE CULTIVO,

Harrison hizo crecer un cultivo de tejido de corto plazo, en su medio natural de
extracto de embrién o linfa. Desde entonces hasta la década de 1950, los practicantes
del cultivo de células emplearon medios “naturales” (extractos de embridn,
hidrolistatos de proteina, linfa) para la propagacién de células. Un medio debe tener
los aminoécidos indispensables, las vitaminas, sales inorganicas, glucosa, suplementos
orgdnicos, hormonas, y factores del crecimiento necesarios para el desarrollo de las
¢élulas. Eagle consiguié desarrollar dos de tales medios, medio basico y medio
esencial minimo, el vltimo de los cuales es el medio mas ampliamente usado en la
actualidad. Actualmente hay muchas variedades de medios de cultivo, el uso de los
cuales depende del tipo especifico de células que deben desarrollarse. Las
formulaciones mas comunes emplean: las sales equilibradas de Eagle para usarse en
ststemas con 5% de CO, o las sales balanceadas de Hanks para sistemas de recipiente
cerrado. Muchas células animales crecen bien a un pH de 7.4, pero tipicamente el
metabolismo normal del crecimiento de la célula maneja un pH menor, debido a lo
cual se requiere que el medio de cultivo sea amortiguante. Debido a su baja toxicidad y
costo, frecuentemente se usa bicarbonato, a pesar de su pobre amortiguamiento a un
pH de 7.4. El amortiguante zwiterionic HEPES {N-2-hidroxietilpiperazina- N’- 2-
acido etanosulfonica; pKa = 7.55) ha ganado mucha popularidad por su fuerte
capacidad de amortiguamiento en el rango de 7,2 a 7,6 y su relativamente baja
toxicidad en concentraciones de 10 a 20 mM. La concentracién de vitaminas y glucosa
variarn segin los requisitos de las células. Para incrementar la vida de
almacenamiento de las cepas, a menudo se omite del medio la L-glutamina (2mM)
hasta antes de su uso. También se afiaden, previo a su uso, sueros y antibiticos de su
eleccién (gj. penicilina (100 U/ ml) y streptomicina (100 ug/ ml). En medios
completos, el suero proporciona los nutrientes “indefinidos”, tales como: proteinas,
polipéptidos, hormonas (insulina, hidrocortisona), y otros factores del crecimiento
{factor de crecimiento derivado de platelet, factor de crecimiento de fibroblasto, factor
de crecimiento de la epidermis, etc.). Los laboratorios tipicamente emplean calor
inactivo (56°C, 30 min), el suero fetal bovino, de caballo o humano se emplea como
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suplemento en una proporcién de 2 a 20% (vol/ vol). El suero animal proporcicna
muchos nutrientes en el medio de cultivo de la célula. Sin embargo, €l uso del suero
animal como un suplemento, especialmente el fetal bovino, tiene varias desventajas,
siendo significativo el alto costo del mismo. Adicionalmente, el suero contiene
componentes menores que tienen efectos adversos en el crecimiento de ta célula

CELULAS Hela.

Las células Hel.a pertenecen a Henriqueta Lacks originaria de Baltimore, Maryland.
Henriqueta se quejaba de sangrados irregulares entre un periodo y otro. En febrero de
1951 se le tomd una muestra de tejido del cuello del itero, encontrandosele un
crecimiento maligno. Ocho meses después, a la edad de 31 afios, murié de un tumor
sumamente agresivo. Aunque muri6 hace méas de cuarenta afios, sus células viven en
laboratorios de todo el mundo.

Sus células han desempefiado una invaluable ayuda para la investigacion médica,
aunada a la valoracién de nuevas terapias contra el cancer y el desarrollo de nuevas
vacunas. “Normalmente, las células cultivadas en el laboratorio mueren después de
cincuenta reproducciones. La explicacién usual es que estan programadas para
destruirse. Pero el cambio canceroso masivo que habia ocurrido a las células HeLa les
permitid evitar la programacién de la muerte celular, al ser cultivadas en una sopa de
plasma de pollo, extracto de embrién de vaca y suero de placenta humana, se
consiguid que vivan para siempre”,

Otra diferencia es que las células HeLa no tienen el nimero de cromosomas humanos
normal. Puede presentarse cualquier mimero entre 43 y 88, dependiendo del cultivo, y
del material genético de los cromosomas ordenado de diferente manera.

Bajo condiciones sumamente cuidadas, es posible hacer que el nicleo de las células
Hel.a se fusione con el nicleo de células humanas asi como las células de raton se
pueden unir con las nuestras. Pero tal hibridacion entre las células humanas y las HeLa
no ocurre espontineamente bajo condiciones normales en el laboratorio.

Algunos expertos opinan que las células cervicales cancerigenas Hel.a han dado un
gran paso atras, retrocediendo su proceso evolutivo, en el que habian desarrollado una
forma y una funcion especializada que solo pudieron sobrevivir como parte de un
organismo multicelular sofisticado que habia encontrado una existencia primitiva, pero
independiente, similar a la de una ameba ordinaria,

Actualmente las lineas celulares se han convertido en una herramienta primordial en {a
investigacién médica. Son las células HeLa quienes pavimentaron el camino y han
sido una enorme aportacién para la biologia celutar
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México se han realizado pocos estudios acerca de la seroprevalencia de H. pylori.
Sin embargo un estudio realizado en el afio de 1997 a 12,292 sueros usando la prueba
con exfracto total se mostro que el 66% de la poblacién mexicana esta infectada por H.
pylori; la infeccion aumenta con la edad: en individuos de un afio la seroprevalencia es
de un 20%, a los 10 afios es de 50% y a los 30 afios casi del 90%; los factores de riesgo
asociados a esta infeccion son; sexo femenino, nivel socioecondmico bajo,
haciamiento y bajo nivel de escolaridad.

La infeccién por H. pylori es un problema de salud para toda la poblacion teniendo
mayor prevalencia en paises en via de desarrollo incluyendo México. La
caracterizacion del efecto citotéxico ha sido establecido casi exclusivamente con cepas
de H. pylori aisladas de adultos. Se desconoce si el efecto citotdxico y su relacién con
las manifestaciones clinicas es similar en cepas aisladas de nifios. Dicha
caracterizacion es importante por ser los nifios el blanco de la infeccion primaria con
H. pylori

OBJETIVOS.

> Aislar, identificar y purificar cepas de H. pylori de una poblacién de nifios y una
de adultos con enfermedad gastroduodenal.

> Determinar si existen diferencias del efecto citotéxico de sobrenadantes de cepas
de H. pylori aisladas de nifios y adultos, con enfermedad gastroduodenal.

> Comparar el efecto citotoxico de sobrenadantes de cepas de H. pylori de aduitos
con gastritis y adultos con dlcera duodenal.

» Comprobar la presencia de H. pylori en Concentrados de Sobrenadantes por
Neutralizacion con sueros homélogos y anti Vac A(conejo)

HIPOTESIS.

Es probable que exista mayor efecto citotdxico de concentrados de sobrenadantes de
cepas de H. pylori aisladas de adultos que de nifios. Debido a que se ha reportado que
la infeccién y consecuencias patologicas como gastritis, tlcera y cdncer aumentan con
la edad.
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DISENO DE INVESTIGACION

Las diferencias entre cepas del efecto citotéxico entre nifios y adultos, ast como cepas
provenientes de gastritis y tilcera se compararon por medio de chi cuadrada ().

TIPO DE ESTUDIO.
Observacional, prospectivo, transversal y comparativo.
POBLACION DE ESTUDIO.

Se estudiaran cepas de H. pylori aisladas de nifios con sintomas de enfermedad
gastroduodenal internados en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI (IMSS) y cepas aisladas de adultos con enfermedad gastroduodenal
atendidos en el Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

CRITERIOS DE INCLUSION,

Cepas de H. pylori provenientes de biopsias tomadas por endoscopia, de nifios de 7 a
16 afios con enfermedad gastroduodenal.

Cepas de H. pylori provenientes de biopsias tomadas por endoscopia, de adultos de 18
a 82 afios con enfermedad gastroduodenal.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
¢ Cepas de A. pylori no productoras de Citotoxina.
e Cepas de H. pylori de dificil aislamiento.
» Cepas de H. pylori de dificil purificacién.
VARIABLE DEPENDIENTE.
Efectos citotéxicos.
VARIABLE INDEPENDIENTE.

Cepas de H. pylori de nifios y adultos.

MATERIAL.

— Sobres generadores de atmésfera microaerofilica de CampyPak (BBL).

— Barras magnéticas (Cole-Parmer).
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Unidades de Ultrafiltracién Centripep 30 (Amicon, Inc. Beverly).
Multipipetas 5-50 pl (Labsystems).

Multipipetas 20-200 ul (Costar).

Micropipetas automaticas 0.5-1000 pl (Labsystemns).

Pipetas seroldgicas graduadas estériles de 5, 10 y 25 mt (Coming).
Pipetas pasteur estériles (Corning),

Puntas para micropipetas 0.5-1000 pl (Labsystems).

Microplacas estériles 96 pozos (Nunc).

Membranas millipore 0.22, 0.45 pm estériles.

Jarras de anaerobiosis (GasPak System).

Tubo de polipropileno estéril de 15 ml. {Costar),

Tubo de polipropileno para centri fuga de 50 ml. (Elkay).

Tubo para microcentrifuga de 0.5,1, 1.5, y 2 ml (Elkay).
Contenedores estériles de 200 ml (Costar).

Céamara de Neubauer (Lumicyte).

Criotubos de 2ml (Nunc).

Cajas petri desechables (Corning).

Jeringas desechables de 3,5, 10 y 20 ml (Plastipak).

Botella estéril para cultivo de célula de 25 cm? (Nune).

Botella con tapa de rosca de 50, 100, 200, 500 y 1000 ml (Schoott).
Matraz Erlenmeyer de 1 y 2 litros (Pyrex).

Probetas de 500 ml, 1 y 2 litros (Pyrex).

Vaso de precipitado de 20, 50, 100, 250, 500 y 1000 ml (Pyrex).

Espatula (Cunsa).
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Gradillas (Kartell)

Mechero Fisher.

Puente de Tincién.

Pinzas de diseccién.

Asas bacteriolégicas.
Hisopos estériles (Coming).
Guantes latex (Exam-tex).

Portacbjetos {Corning).

Membrana de Nylon desechable estéril 0.22 pm (MSI).

Lapiz diamante.

Gasas (Protec).

Aplicadores de madera (POP).
Marcador.

Crondmetro.

MATERIAL BIOLOGICO.

Sangre de caballo.

Células HeLa.

Cepas de H. pylori puras.

Suero Fetal Bovino SFB (Sigma).

Biopsias de antro y cuerpo de pacientes con enfermedad gastroduodenal.

REACTIVOS.

- Alcohol al 70 % (Merck).

~ Medio Minimo Esencial Eagles {Sigma).
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Agar Brucella (Bioxon),

Hemoglobina (Bioxon).

H;0; (Sigma). '

Caldo brucella con Suero Fetal Bovino (SF B) al 5% (Difco).
NH,CI al 10 mM (Sigma).

Medio Minimo Esencial al 10 y 2% de SFB (Sigma).
Alcohol acidificado (Sigma).

Colorantes para tincion de Gram (Cristal violeta, alcohol-acetona, lugo! y
safranina).

Acido nalidixico.
Trimetropin.

Vancomicina,
Penicilina-Streptomicina 10000 U.
Bacitracina.

Anfotericina.

Buffer de fosfatos.

Rojo de fenol al 1%

Urea.

Apgua desionizada.

Glicerol al 15%.

Bicarbonato de sodio al 7.5 %.
Buffer Hepes 1 molar.
Glutamina 200 mMolar.

Tripsina
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EQUIPO.

Incubadora de 37 °C ajustada a 6.5% de CO,.
Campana de flujo laminar (Nuaire).
Centrifuga (Sorvall RT 6000D),
Autoclave (Fehlmex).

Congelador de -20 °C.

Congelador de -70 °C.

Congelador de Nitrégeno.
Refrigerador de 2-8 °C.
Potenciémetro (Beckman RS 232).
Balanza analitica {Sartorius).
Balanza granataria (Metter Toledo).
Micbscopio optico (Nikon).

Vortex (Vortex-Genic mod. K-550-6)

Parrilla de agitacién y calentamiento (Lab-line).
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DIAGRAMA DE FLUJO.

Toma da Biopsia por
endoscopia de antroy
CUTDO

Cuitivo en ager sangre
decamercd 10% cona

s anthitioos.
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METODOLOGIA.

L- OBTENCION DE CEPAS DE H pyiliri PURAS.

Se obtuvieron de biopsias de adultos (Hospital de especialidades CMN Siglo XXI)
y de nifios (Hospital de pediatria CMN siglo XXI) con enfermedad gastroduodenal.

Se cultivaron las biopsias en agar brucella con sangre de caballo al 10% con 6 sin
antibidtico a 37°C, con 6-10% de CO, y de 3 a 10 dias.

Se identificaron las cepas de H. pylori,

¢ Morfologia colonial.- Present6 colonias, no pigmentadas, convexas de 1

mm de diametro.

Morfologia microscopica.- Con tincién de Gram; se colocé en un puente
de tincién una preparacién previamente fijada al calor, se agregd cristal
violeta durante un minuto, se lavé con agua corriente. Se agrego lugol
durante un minuto, se lavé con agua corriente. Se agrepé alcohol acetona
30 segundos y se lavo con agua comiente. Se agregd safranina 1 minuto y
se secd, se observd al microscopio con el objetivo de 100X. Se
presentaron bacilos pequefios gramnegativos en forma curveada o de
espiral 0 cocos gramnegativos cuando fueron de cultivos viejos de 5a 10
dias de incubacién.

Pruebas bioquimicas.- Se coloc6 aproximadamente 50p1 de caldo urea en
una microplaca y se adicioné una pequefia cantidad de cepa, agitando con
la asa bacteriolégica en el mismo caldo, se esperd 3 minutos, presento
ureasa positiva por el vire del indicador rojo de fenol contenido en el
caldo urea. Se colocé aproximadamente 50p1 de H,0, en una microplaca
y se adicion6 con el asa bacteriologica una pequefia cantidad de cepa,
observando catalasa positiva al presentar burbujeo el H;0,.

.- OBTENCION Y CONCENTRACION DE SOBRENADANTES.

¢ En agitacién, se cultivaron cepas de H. pylori por tres dias a 37°C en 20 ml de

caldo Brucella que contenian suero fetal bovino (SFB) al 5% en una atmdsfera
microaerofilica generada por CampyPak-Plus en jarra de anaerobiosis o en una
incubadora ajustada a 6.5% de CO;.

Sec centrifugé a 5000 — 8000 rpm a 4°C, y se salvaron sobrenadantes en un
recipiente nuevo y conservaron a —20 °C hasta su usc.




Helicabacter pylori

Se utilizaron unidades de ultrafitracién Centripep 30 {Amicon, Beverly), y se
concentraron sobrenadantes aproximadamente a 40x se esterilizaron por filtracién
con membranas de 0.22 um

Se obtuvieron finalmente 0.5 ml de concentrado de sobrenadante.

IL.- PREPARACION DE CELULAS Hel.a,

Se tripsinizardn células HeLa de cultivo confluente en fase logaritmica crecidas en
botellas de 50 ml.

Se suspendieron las células en 1ml de Medio Minimo Esencial con Suero Fetal
Bovino al 10% (MEM-SFB 10%).

Se tomaron 200 pl de la suspensién y se mezclé con 800 ul de MEM-SFB 10%
(dilucién 1:5).

Se tomd una alicuota pequeiia con una pipeta Pasteur estéril y determind el nimero
de células por mililitro en una cdmara de Neubauer de acuerdo a la siguiente
formula: células/ml=promedio de células por cuadro x factor de dilucién x 10*
(cuenta de 10 cuadros).

Se ajusté el nimero de células a 50000/m] con medio MEM-SFB determinando
primero el volumen de la suspension original que contiene 50000 células con la
siguiente férmula: volumen conteniendo 50000 células = 50000 x 1000 pl/No. De
células por ml. Una vez calculado éste volumen se multiplicé por el mimero de
mililitros necesarios para preparar cada microplaca (usualmente miiltiplos de 10, ya
que cada microplaca con 100 pl/pozo requiere aproximadamente 10 ml de la
suspensi6n ajustada), y se complet6 el volumen requerido con MEM-SFB 10%,

IV.- PROTOCOLO DE INOCULACION.

En una microplaca estéril se colocaron 801 de suspension de células HeLa (50000
células/ml) y se adicionaron 20u] de cada concentrado de sobrenadante a probar
como se indica en el siguiente diagrama:

1 2 3 4 5 ] 7 8 [) 10 1 12

1 [0:7] c CS4 0] CS5 cs7 cs8 | CS10 s Cs12

QITIMCO|®R|>»

Tabla 1CS: Concentrado de Sobrenadante,
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Se incubo a 37°C en una incubadora de 6.5% de CQ, durante 24 horas.

Para potenciar el efecto vacuolizante de los concentrados de sobrenadantes, se
adicioné NH,Cl 10mM al medio MEM-SFB 10% con el que se preparard la
suspension celular, agregando 100 pl de una solucién estéril de NH,CI IM a 8ml
de MEM-SFRB 10%.

V.- NEUTRALIZACION CON SUEROS HOMOLOGOS.

Se diluyé el suero homologo 1:100 con solucién salina al 0.9% estéril.
Se colocé 15ul de suero homologo diluido més 135ul de MEM-SFB 10%.

Se mezcl6 1:1 con concentrados de sobrenadantes; 20ul de suero diluido mas 20ul
de concentrado de sobrenadante,

Se incubé 30 minutos a 37°C.

Se coloco en una microplaca previamente preparada con 40 pl de células HeLa
mas 40 pl de 1a mezcla anterior.

Se incubd a 37 °C durante 24 horas en un ambiente microaerofilico.

VL- NEUTRALIZACION CON SUEROS ANTI VAC.

Se diluys el suero anti Vac 1:100 con solucién salina al 0.9% estéril,
Se colocd 15ul de suero anti Vac diluido mis 135p1 de MEM-SFB 10%.

Se mezcld 1:1 con concentrados de sobrenadantes; 20u] de suero diluido mas 20pl
de concentrado de sobrenadante.

Se incubé 30 minutos a 37°C,

Se colocé en una microplaca previamente preparada con 40 pl de células HeLa
mas 40 pl de la mezcla anterior.

Se incubo a 37 °C durante 24 horas en un ambiente microaerofilico.

VIL- TINCION CON GIEMSA PARA El. EFECTO VACUOLIZANTE.

Se fijo el cultivo que presenta efecto vacuolizante con 100ul de formaldehido 6
glutaraldehido al 3.7% con solucién amortiguadora de fosfatos de Dulbecco’s
(DPBS) en cada pozo, se dej6 actuar durante 3 6 24 horas a temperatura ambiente.
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Se deseché formaldheido 6 glutaraldehido y se enjuagd con 100p! de apua
destilada en cada pozo.

Se agregd 30pul de colorante giemsa en cada pozo, previamente filtrado con
membrana de 0,45um

Se incub6 con agitacién lentamente 2 minutos a temperatura ambiente.

Se diluy$ el colorante agregando 120 ml de H,0 destilada en cada pozo, agitando
lentamente 2 minutos

Se desecho ¢l colorante y lavo las placas 3 veces vigorosamente con H,0
commiente.

Se enjuagd con H,O desionizada y examind en el microscopio mientras la
monocapa permanecia hiimeda, 6 bien completamamente seca,

Ky




Helicobacter pylori

RESULTADOS

Se analizaron 115 cepas en total de las cuales 77 fueron de adultos y 38 de nifios, de
adultos 36 fueron con padecimiento de filcera gastrica y 41 con gastritis, mientras que
para el caso de nifios todas fueron con padecimiento de dolor abdominal crénico. Las
edades para nifios van de 7 a 16 afios y para adultos de 18 a 82 afios. El 38.3% de
cepas son de mujeres y el 61.7% de hombres.

En la tabla 2 y 3 se muestran en detalle los resultados obtenidos para las cepas de H.
pylori aisladas de adultos y nifios respectivamente.

Tabla 2. Resultados de cepas aisladas de adultos,

) {afios) dinico
1 23 + R M F 70 U
2 Ba + R B M 22 )
3 10a - - - F 27 U
4 13a + R M M 68 U
5 a + R M M 7 U
[3] 153 + R M M 62 U
Iz 16a + v M F 57 u
Is 18a - - - F 37 U
9 19a + R M M 51 U
10 20a - - - F 23 U
11 21a - - - M 25 U
12 228 + \' M M 46 U
13 23a + \' M M 18 U
14 24c + R M M 40 U
15 25c + V' M M 57 U
16 Na + R M M 78 1]
17 Ra + R M F 51 U
18 33a + \'4 M M 57 U
19 3I7a + v B F 45 8]
20 46a + v B M 25 U
21 47a + v B M 64 U
2 4%a + \'4 B F 44 |9}
23 aila + v M F 72 U
24 54a + R M M 64 U
25 Sc + R M M 64 0]
26 56a + \' B M 21 U
27 57a + R M M 35 U
28 57c + v B M 67 U
29 60a - - M F 47 U
30 63 + v B M 64 ]
31 B3c - - - M 51 U
32 66a + v B M 58 U
33 6%a - - - M 46 1]
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Cuado

dinico

Edad
aos!

652

47

4

74

37

61

23
23

25

67

67

32

37

52
52

45

78

82

+
+

+

71c
92a

1c

7c

1¢

12a
18¢
23a
49a

51a

52c
53¢

55a
S7¢c
61a

€9a
69¢
82¢

89a

9la

9ic

101a

1113
115¢
117a
117¢
118a
122c
125¢
128a
132¢

35

[[Momero  JCepa Ciokrdna | EBlecto Acividad | Sexo
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77

negativo R=amedondarmienty V=vacudizacin A=ata B=bga M=media
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Tabla 3. Resultados de cepas aisladas de nifios.

INomero  [Cepa Cichodna | Eflecto Achided [ Sen Edad Cuadro
dinico
1 23a - - - F 13 DAC
2 S1c - - - M 9 DAC
3 64a + Y M F 10 CAC
4 B4c + \'4 A F 10 DAC
5 s3] + \'d A F 14 DAC
6 71a - - - M 16 DAC
7 7ic - - - M 16 DAC
118 T2c - - - M 16 DAC
1] T2a - - - M 14 DAC
10 753 - - - M 14 DAC
11 a0a - - - F 12 DAC
12 87a - - - M 16 DAC
13 91a - - - F 14 DAC
14 Pa - - - F 14 DAC
15 Lo - - - F 14 DAC
16 128¢ + v B F 15 DAC
17 128a + Vv B F 15 DAC
18 152a - - - F 9 DAC
19 152¢ - - - F 9 DAC
2 188a - - - F 14 DAC
21 234c + v B M 10 DAC
22 23Ga + v M M 10 DAC
2 236c + \'4 M M 10 DAC
24 250c - - - M 15 DAC
25 250a + v A M 15 DAC
Pa:] 253a + v A F 8 DAC
27 X2a + \' A M 15 DAC
28 22 + ) A M 15 DAC
29 263a + v 8 F 9 DAC
30 278a + V B F 7 DAC
31 278¢c + v B F 7 DAC
2 201c + vV M F 7 DAC
k< 23 + vV B F 7 DAC
34 3da + \'4 B M :] DAC
35 I04c + V' B M 8 DAC
36 306a - - - F g DAC
37 A% - - - F 9 DAC
38 313a + \' 8 F 10 DAC
a=anio c=ouerpo  + =postivo - Tegalivo V=vacuolzacin A=dlts M=media B=bala F=femenino
M=measauine  DAC=dalor abdoming crénico
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En la figura 4 se observa que un 72.2% de las cepas presentan efecto citotdxico y el
27.8% son negativas en la poblacién total analizada

FIGURA 4. EFECTCQ CITOTOXICO EN LA POBLACION TOTAL
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Los resultados obtenidos para la presencia de la citotoxina en cepas aisladas de adultos

y niflos se muestran a continuacién:

Tabla 4. Citotoxina presente en cepas aisladas de niftos y adultos

CEPAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTALES
AISLADAS
No (%) No (%) No (%)
ADULTOS 63 81.8 14 18.2 77 100
NINOS 20 52.6 18 47.4 38 100
Yotabn™ 1079 p=0.001
Yeun=3841 =005
GRAFICA 1. CITOTOXINA PRESENTE EN CEPAS
AISLADAS DE ADULTOS Y NINOS.
' W Positivos
LY 318
B Negativos
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Los resultados obtenidos para la citotoxina presente en padecimiento con dlcera y
gastritis se muestran a continuacion:

Tabla 5. Citotoxina presente en padecimiento con tlcera y gastritis

CEPAS AISLADAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTALES
(ADULTOS) No (%) No. (%) No. (%)
GASTRITIS 36 87.8 5 122 41 100
ULCERA 27 75 9 25 36 100
s o '

8
:

Porcentsje %
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¥

CONULCERAY GASTRITIS.
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Ulcora

Gastritls

Poblacién

GRAFICA 2. CITOTOXINA PRESENTE EN PADECIMEENTO
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En las cepas analizadas de adultos se mostraron dos tipos de efectos, de

arredondamiento y vacuolizacion, para las cepas de nifios tinicamente se presenté el
efecto vacuolizante,

GRAFICA 3. EFECTO PRESENTE EN CEPAS AISLADAS
DE NINOS Y ADULTOS.

- 0 B Vacuolizacién

o 81 B Arredondamiento

Porcentaje %
]

Debido a que la actividad varié para cada caso se calificaron fres criterios
semicuantitativos:

Actividad Alta.- de 75 a100% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas.

Actividad media.- de 50 a 75% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas,

Actividad baja.- de 25 a 50% de las células HelLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas.
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Tabla 6. Grado de actividad por rango de edades.

EDAD (afics) ACTIVIDAD ALTA ACTIVIDAD MEDIA ACTIVIDAD BAJA
No %) No %) No (%}

7-14 6 72 5 60 10 120
2039 2 25 4 45 1 133
40-59 4 48 13 157 8 937
6082 5 6.0 8 96 7 84
TOTAL 17 205 30 36.1 36 434
Lok =8.140 p=00230

Lora= 12592 a=005

POBLACION POR RANGO DE EDADES.

L I

Frecuencla

PP, S

Ld

T T 1
TA1D BAD MNAD WAR2

ok {aflos)

No existen diferencias significativas, son cventos independientes el grado de actividad con respecto a la edad.
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La actividad baja en Ia poblacién total tuvo mayor prevalencia con un 43%, siguiendo
la actividad media con un 36% y por ltimo la actividad alta con un 21%

FIGURA 5. GRADO DE ACTIVIDAD PRESENTE EN LA
POBLACION TOTAL

36%
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Tabla 7. Efecto citotdxico de acuerdo al sexo.

SEXO EC.POSITIVOS | EC.NEGATIVOS | TOTALES

No. (%) No. (%) No, (%)
FEMENINO 27 614 | 17 386 | 44 100
MASCULINO | 48 676 | 23 324 | 71 100
e o

GRAFICA 5. EFECTO CITOTOXICO PRESENTE DE

ACUERDO AL SEXQ.
a7, B positivo
” o E Negativo
®
’ Famenino ‘ Maxsautino o

Poblacién

No existe diferencia significativa, son eventos independientes, la presencia del efecto citotdxico respecto al sexo.
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RESULTADOS

Se analizaron 115 cepas en total de las cuales 77 fueron de adultos y 38 de nifios, de
adultos 36 fueron con padecimiento de dlcera gastrica y 41 con gastritis, mientras que
para el caso de nifios todas fueron con padecimiento de dolor abdominal crénico. Las
edades para nifios van de 7 a 16 afios y para adultos de 18 a 82 afios. El 38.3% de
cepas son de mujeres y el 61.7% de hombres,

En la tabla 2 y 3 se muestran en detalle los resultados obtenidos para las cepas de H.
pylori aisladas de adultos y nifios respectivamente.

Tabla 2. Resultados de cepas aisladas de adultos.

' (afios) dinico
1 2a + R M F 70 U
2 6a + R B M 2 1]
3 10a - - - F 27 u
4 13a + R M M 68 U
5 14a + R M M 37 U
8 15a + R M M 62 U
Iz 16a + v M F 57 1]
18 18a - - - F 37 u
9 18a R M M 51 7]
10 20a - . - F 2 u
11 21a - - - M 25 U
12 2a + vV M M 45 U
13 23a + v M M 18 1]
14 24c + R M M 40 U
15 25¢ + v M M 57 7]
16 Ma + R M M 76 u
17 Xa + R M F 51 U
18 33a + v M M 57 u
19 37a + Vi B F 45 U
20 46a + v B M 25 1]
Pl 47a + v 8 M 64 U
2 48a + v B F 4@ U
23 51a + v M F 72 u
24 Sa + R M M 64 1]
25 54c + R M M 64 U
26 56a + vV B M 2 U
7 57a + R M M 35 7]
28 57¢ + Y; 8 M 67 u
29 &0a - - M F 47 u
30 83 + Vv 8 M 64 u
31 63 - - - M 51 1]
2 66a + v B M 58 V]
3 60a - - - M 45 V]
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Tabia 3. Resultados de cepas aisladas de nifios.

|

NUmero Ciobrodna | Hecin Actividad Sen Edad Cuado
dinico
1 23a - - - F 13 DAC
2 51c - - - M 9 DAC
3 B4a + v M F 10 DAC
4 Bdc + Vv A F 10 DAC
5 632 + 1 A F 14 DAC
16 T1a - - - M 16 DAC
7 71c - - - M 16 DAC
8 T2 - - - M 16 DAC
9 T2a - - - M 14 DAC
10 75a - - - M 14 DAC
11 0a - - - F 12 DAC
12 B7a - - - M 16 DAC
13 9a - - - F 14 DAC
14 9P2a - - - F 14 DAC
15 P2c - - - F 14 DAC
16 128¢c + v B F 15 DAC
17 128a + v B F 15 DAC
18 152a - - - F 9 DAC
19 152¢ - - - F 9 DAC
20 198a - - - F 14 DAC
21 234c + \'4 B M 10 DAC
22 Z36a + v M M 10 DAC
23 236c + v M M 10 DAC
24 250¢ - - - M 15 DAC
25 250a + v A M 15 DAC
26 263a + V' A F 8 DAC
7 262a + \ A M 15 DAC
28 262¢ + v A M 15 DAC
29 263a + 3 B F 9 DAC
30 278a + v B F 7 DAC
H 278c + v B F 7 DAC
32 21¢ + v M F 7 DAC
33 2a + \ B F 7 DAC
M 304a + v B M 8 DAC
35 304c + v B M 8 DAC
3B 306a - - - F 9 DAC
37 30%a - - F 9 DAC
38 313a + v F 10 DAC
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En la figura 4 se observa que un 72.2% de las cepas presentan efecto citotéxico yel
27.8% son negativas en la poblacién total analizada

FIGURA 4. EFECTO CITOTOXICO EN LA POBLACION TOTAL
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Los resultados obtenidos para la presencia de la citotoxina en cepas aisladas de adultos
y nifios se muestran a continuacién:

Tabla 4. Citotoxina presente en cepas aisladas de niftos y adultos

CEPAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTALES
AISLADAS

No (%) No (%) No (%)
ADULTOS 63 81.8 14 18.2 77 100
NINOS 20 52.6 18 474 38 100
Xahtn=10.79 p=0.001
Lo =351 a=005

GRAFICA 1. CITOTOXINA PRESENTE EN CEPAS
AISLADAS DE ADULTOS Y NINOS.
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LN ]
B Negativos

Porcentaje %
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Los resultados obtenidos para la citotoxina presente en padecimiento con dlcera y
gastritis se muestran a continuacidn:

Tabla 5. Citotoxina presente en padecimiento con tlcera y gastritis

CEPAS AISLADAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTALES
(ADULTOS) No (%) No. (%) No. (%)

GASTRITIS 36 87.8 5 12.2 41 100

ULCERA 27 75 9 25 36 100

Yeua=211 p=0.1461

Lot 3841 a=005

3

Porcentafe %
)

GRAFICA 2. CITOTOXINA PRESENTE EN PADECIMENTO

CON ULCERAY GASTRITIS.
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En las cepas analizadas de adultos se mostraron dos tipos de efectos, de

arredondamiento y vacuolizacién, para las cepas de nifios tinicamente se presento el
efecto vacuolizante,

GRAFICA 3. EFECTO PRESENTE EN CEPAS AISLADAS
DE NINOS Y ADULTOS.

i = B Vacuolizacién

o 8 8 Arredondamiento

Porcentaje %

Debido a que la actividad varié para cada caso se calificaron tres criterios
semicuantitativos:

Actividad Alta- de 75 a100% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas,

Actividad media.- de 50 a 75% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas,

Actividad baja.- de 25 a 50% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas.
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Tabla 6. Grado de actividad por rango de edades.

EDAD(afics) ACTIVIDAD ALTA ACTIVIDAD MEDIA ACTIVIDAD BAJA
No (%) No (%) No (%)

7-14 6 72 5 60 10 120
203 2 25 4 48 1 133
40-59 4 48 13 157 8 97
6082 5 60 8 96 7 84
TOTAL 17 205 30 361 3 434
Cobia=8.140 p=00230

Croia = 12,502 a=005

GRARCA 4. GRADO DE ACTMDAD PRESENTE ENLA
POBLACION POR RANGO DE EDADES.

L I
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Frecuencia
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No existen diferencias significativas, son eventos independientes ! grado de actividad con respecto 2 Ia edad.
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La actividad baja en la poblacién total tuvo mayor prevalencia con un 43%, siguiendo
la actividad media con un 36% y por wiltimo la actividad alta con un 21%

FIGURA 5. GRADO DE ACTIMIDAD PRESENTE EN LA
POBLACION TOTAL

6%
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Tabla 7. Efecto citotéxico de acuerdo al sexo.

SEXO

E.C. POSITIVOS | E.C. NEGATIVOS TOTALES
No. (%) No. (%) No. (%)
FEMENINO 27 614 17 386 44 100
MASCULINO | 48 676 | 23 324 71 100
Coa=04665 p=04946
Yeia= 3841 a=005
GRAHCA 5. BFECTO CITOTOXICO PRESENTE DE |
ACUERDO AL SEXO.
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No existe diferencia significativa, son eventos independientes, la presencia del efecio citotéxico respecto al sexo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

H. pylori, antes llamada Campylobacter pylori, ha generado gran interés desde su
aislamiento y caracterizacién en mucosa gastrica en 1982. Varios estudios que se han
hecho sugieren que esta bacteria juega un papel importante en la etiologia de la
gastritis antral, tilcera géstrica y duodenal y posiblemente cancer gastrico.

Tan pronto se esclarecié que H. pylori era el agente etiolégico de la gastritis crénica
superficial y un factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico, los
microbidlogos iniciaron pruebas para determinar caracteristicas de virulencia, tales
como la adherencia, o la produccién de enzimas o toxinas, que podrian intervenir en
las lesiones observadas en la mucosa gastroduodenal de individuos infectados. Una
vez que llegd a ser aparente que la infeccion por H. pylori era necesaria para la
ulcerogénesis, se dié inicio a la biisqueda de factores de virulencia de H. pylori.

Entre los principales factores de virulencia propuestos de H. pvlori se encuentran la
produccién de ureasa, catalasa, gen vacd, proteina de choque térmico (Heat Shock
Proteina) de 60 kDa, movilidad, capacidad de adherirse a ta mucosa gastrica, presencia

del gen cagd, proteina Ca lipopolisacaridos citotoxina (VacA
@13233343536.37 8350, © gA, lipopo y ( )

En el presente estudio se analizaron 115 sobrenadantes de cepas aisladas de H. pylori,
los aislados de adultos fiueron obtenidos del Hospital de Especialidades, mientras que
los de nifios del Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Quizi el aspecto mas sobresaliente de 1a infeccion por H. pylori es que la mayoria de
los sujetos infectados permanecen asintométicos a través de toda su vida y nunca
desarrollan un céncer. Una explicacién posible para esto es que la mayoria de
individuos es infectado por cepas de H. pylori sapréfiticas (o comensales).

No es facil definir las caracteristicas de virulencia especificas de una bacteria que es
considerada como la causa de la enfermedad ulcerativa {ulceracién péptica), y un
factor de predisposicién de una enfermedad neoplastica (cancer géstrico). La situacién
se complica atin més por las peculiaridades de H. pylori: su habitat (restringido al
estbmago, un ambiente en el cual ninguna otra bacteria puede sobrevivir); la
variabilidad genémica (cepas de distintos pacientes tienen distintos genomas); y la
infeccion (la cual perdura durante toda la vida del pacicnte sino es tratada). Ademas la
metodologia para investigar las caracteristicas de virulencia de las bacterias han sido
desarrolladas en su mayor parte para crecimiento ripido, organismos no ficil
desarrollo, los cuales crecen bien en caldo y casi siempre causan infecciones agudas.
H. pylori es un organismo inusual, de dificil desarrollo, de crecimiento lento que no

vy




Helicobacter pylori

crece en caldo si €l inoculo no es denso. H. pylori muestra de manera inusitada que
ningiin otro 6rgano humano en las poblaciones del occidente es infectado por bacteria
alguna para toda su vida.

Los estudios realizados en México demuestran que la prevalencia aumenta
significativamente con la edad en el primer afio de vida hay un 20.8% de nifios
positivos y a partir de los 10 afios mas del 50% de la poblacion ya es positiva, hasta
llegar a un méximo de 88.3% entre los 51 y 60 afios.

La alta prevalencia conforme aumenta la edad tanto en hombres como en mujeres,
sugiere una exposicion continua de la poblacién al microorganismo. Mitchel H. M en
un estudio realizado en China sugiere que el incremento en prevalencia de H. prlori
conforme a la edad es debido a 2 fases de infeccion: la primera ocurre en la nifiez yla
segunda a través de toda la vida. En la figura 4 se observa que un 72.2% de las cepas
presentan efecto citotoxico y el 27.8% son negativas en la poblacién total analizada.

Al analizar el efecto citotéxico de sobrenandantes de cepas de H. pylori aisladas de
nifios y adultos sobre células HeLa, se observo que si existe relacion de la actividad
citotéxica de las cepas aisladas en la poblacién estudiada, que un 81.8% son positivas
para adultos y un 52.6% para nifios (p=0.001) y que por lo tanto estadisticamente si
existen diferencias significativas, siendo mayor el efecto citotéxico en adultos que en
nifios. En la grafica 1 se observan claramente las diferencias.

Es importante sefialar que se analizaron alrededor de 250 cepas en total incluyendo las
de nifios y adultos y que sélo 115 fueron purificadas y analizadas hasta el ensayo final,

Los reportes de la dltima década indican que aproximadamente el 50% de cepas de H.
pylori aisladas producen una citotoxina, y que las cepas citotdxicas tienen mayor
probabilidad de ser aisladas de pacientes con enfermedad gastroduodenal. De acuerdo
a los resultados obtenidos observamos que en adultos el porcentaje obtenido es de mas
del 50% (81.8) y que en nifios se obtuvo alrededor del 50% (52.6).

Generalmente se acepta que H. pylori causa gastritis. Si la gastritis por H. pylori es
verdaderamente una enfermedad sintomética es un tema en controversia. Se ha
sugerido que la gastritis por H. pylori es causal de los sintomas de un subgrupo de
pacientes con dispepsia no ulcerosa. Otros han sugerido que por su frecuencia casi
universal en pacientes con iilcera duodenal. La gastritis por H. pviori teéricamente
predispone a la ulceracién a lo largo de su infeccion de las 4reas de la metaplasia
gastrica. @

En el presente estudio se observé que la presencia de la citotoxina en relacién con el
tipo de padecimiento, tilcera y gastritis son eventos independientes (p=0.1461) y que
por lo tanto estadisticamente no existen diferencias significativas. En la grifica 2 se
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observa que un 87.8% son positivas para padecimiento con gastritis y un 75% para
vlcera.

H. pylori induce varios cambios morfoldgicos en células in vitro, como
arredondamiento, vacuolizacién, pero sélo ha sido investigado hasta el momento la
infeccién por cepas que inducen citovacuolizacion, #3267

En la grifica 3 se muestra que en las cepas aisladas de adultos se presento un 81% de
efecto vacuolizante y un 19% de efecto de arredondamiento, mientras que para las
cepas aisladas de nifios todas presentaron efecto vacuolizante.

Debido a que la actividad varié para cada caso, se calificaron 3 criterios:

Actividad alta.- de 75 a 100% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa,
fueron vacuolizadas,

Actividad media.- de 50 a 75% de las células HeLa presentes en €l pozo de la placa
fueron vacuolizadas.

Actividad baja.- de 25 a 50% de las células HeLa presentes en el pozo de la placa
fueron vacuolizadas.

Sin embargo debido a que la infeccién asi como el efecto citotéxico aumentan con la
edad se esperaba que la actividad aumentara, a mayor edad, pero los resultados
obtenidos indican que el grado de actividad con relacién a la edad son eventos
independientes (p=0.230) y que estadisticamente no existen diferencias significativas
como se puede observar en la grifica 4.

La actividad baja en la poblacién total tuvo mayor prevalencia con un 43.4%,
siguiendo la actividad media con un 30% y por tltimo la actividad alta con un 20.5%
como se observa en la figura 5.

En un estudio realizado en México en 1996 a 11,658 sueros procedentes de hombres y
mujeres entre edades de 1 a 98 afios de edad. Las mujeres presentaron mayor
seroprevalencia (67.58%) que los hombres(64.95%) "

En estudios realizados en otros paises esta reportado que el sexo no influy6 en la
seroprevalencia de H pylori: Brasil 35.8% y 32.2% para hombres y mujeres
respectivamente en una poblacion de 249 nifios de 1 a 18 afios. - en Perg 88% para
hombres y 82% para mujeres menores de 30 aiios. ">

Sin embargo es necesario realizar mas estudios con relacion al sex0, para conocer las
causas reales. Ya que en el presente estudio se observo mayor efecto citotéxico en el
sexo masculino (67.6%) que en el femenino (61.4%), como se muestra en la grafica 5,
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lo cual estadisticamente indica que no existen diferencias significativas y que son
eventos independientes la presencia del efecto citotéxico con respecto al sexo.

CONCLUSIONES.

De acuerdo a la poblacion de estudio;

1. Se aislaron, identificaron y purificaron cepas de H. pylori de dos poblaciones una
de nifios y otra de adultos con enfermedad gastroduodenal,

2. El efecto citotoxico de sobrenadantes de cepas de H. pylori aisladas de adultos es
mayor (81.8%) que en las de nifios (52.6%).

3. Elefecto citdtoxico de sobrenadantes de cepas de H. pylori aisladas de adultos con
gastritis fue mayor (87.8%) que las aisladas de ulcera (75%).

4. Se comprobé la presencia de H. pylori en concentrados de sobrenadantes por
neutralizacion con sueros homélogos y anti Vac (conejo).

5. Se presentaron 3 grados de actividad las cuales se clasificaron de manera
cualitativa, debido a la cantidad de citotoxina producida por cada cepa aislada y se
observo que el grado de actividad no esta relacionado con la edad.

6. El efecto citotdxico fue mayor en hombres (67.6%) que en mujeres (61.4%).

RECOMENDACIONES.

Es de gran importancia continuar realizando mas investigaciones en México sobre /.
pylori, ya que quiza el aspecto mas importante de la infeccidn por H. pylori es que
sujetos infectados permanecen asintométicos a través de toda su vida ¥y nunca
desarrollan un céncer. Una explicacion posible para esto es que los individuos son
infectados por cepas de H. pylori saprofiticas (o comensales). Aunque el saprofitismo
no ha sido demostrado para H. pylori, puesto que la colonizacién epitelial debida a este
organismo estd asociada siempre con lesiones inflamatorias de la mucosa y que por lo
tanto a la fecha existen aun muchas controversias, porque otros individuos infectados
presentan desde gastritis, ilcera y cancer.

El presente trabajo permitié ver con claridad el efecto citotoxico de sobrenadantes de
cepas de H. pylori, sin embargo es necesario optimizar la técnica utilizada para la
obtencién y concentracién de sobrenadantes debido a que es laboriosa y durante su
desarrollo permite el crecimiento de una gran cantidad de contaminantes lo que
ocasiona problemas u omision en la determinacién final.
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lo cual estadisticamente indica que no existen diferencias significativas y que son
eventos independientes la presencia del efecto citotéxico con respecto al sexo.

CONCLUSIONES.

De acuerdo a la poblacion de estudio;

1. Se aislaron, identificaron y purificaron cepas de H. pylori de dos poblaciones una
de nifios y otra de adultos con enfermedad gastroduodenal,

2. El efecto citotoxico de sobrenadantes de cepas de H. pylori aisladas de adultos es
mayor (81.8%) que en las de nifios (52.6%).

3. Elefecto citétoxico de sobrenadantes de cepas de H. pylori aisladas de adultos con
gastritis fue mayor (87.8%) que las aisladas de ulcera (75%).

4. Se comprobo la presencia de H. pylori en concentrados de sobrenadantes por
neutralizacion con sueros homélogos y anti Vac (conejo).

5. Se presentaron 3 grados de actividad las cuales se clasificaron de manera
cualitativa, debido a la cantidad de citotoxina producida por cada cepa aislada y se
observé que el grado de actividad no esta relacionado con la edad.

6. El efecto citotoxico fue mayor en hombres (67.6%) que en mujeres (61.4%),

RECOMENDACIONES.

Es de gran importancia continuar realizando m4s investigaciones en México sobre A,
pylori, ya que quiza el aspecto més importante de la infeccién por H. pylori es que
sujetos infectados permanecen asintomaticos a través de toda su vida y nunca
desarrollan un cdncer. Una explicacién posible para esto es que los individuos son
infectados por cepas de H. pylori saprofiticas (o comensales). Aunque el saprofitismo
no ha sido demostrado para H. pylori, puesto que la colonizacién epitclial debida a este
organismo esta asociada siempre con lesiones inflamatorias de la mucosa ¥y que por lo
tanto a la fecha existen aun muchas controversias, porque otros individuos infectados
presentan desde gastritis, Glcera y céncer.

El presente trabajo permitié ver con claridad el efecto citotéxico de sobrenadantes de
cepas de H. pylori, sin embargo es necesario optimizar Ja técnica utilizada para la
obtencion y concentracion de sobrenadantes debido a que es laboriosa y durante su
desarrollo permite el crecimiento de una gran cantidad de contaminantes lo que
ocasiona problemnas u omisién en la determinacién final.
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ANEXOL.

1y

2)

3)

4

Agar Brucella con sangre de caballo al 10% y antibidtico.

a) Agar Brucella 43 g

b) Sangre de Caballo 100 ml
©) Agua desionizada, aforar a 1000 ml
d) Mezcla de antibiéticos 1 mi

1) 100 mg de 4cido nalidixico
it} 50 mg de trimetropin
it} 30 mg de vancomicina
iv} 20 mg de anfotericina
v) Se disolvio y aforéa 1 ml. de agua
e) Sedisolvié y se esterilizé durante 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion.

Agar Brucella con sangre de caballo al 10% sin antibidtico.

a) Agar Brucella 43g
b) Sangre de caballo 100 ml
¢) Agua desionizada, aforar a 1000 ml

d) Sedisolvid y se esterilizé durante 15 minutos a 121°C ¥ 15 libras de presion
Caldo Urea

a) 0.03 g de urea.

b) 50 ml de solucién amortiguadora de fosfatos de Dulbecco’s (DPBS)

¢) 2 gotas de rojo de fenol al 1%,

d) Esterilizar por filtracién con membrana de 0.22

Caldo Brucella con Suero Fetal Bovino al 5%
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5)

a) Caldo Brucella

b) Suero Fetal Bovino descomplementado (30 minutos a 56°C)

¢) Aforar con agua desionizada a

Medio Minimo Esencial Eagle (Sigma)

a) Cloruro de calcio dihidratado
b) Sulfato de magnesio (anhidro)
¢) Cloruro de potasio

d) Fosfato de sodio Monobiasico (anhidro)
€) Cloruro de sodio

f) L-Arginina e HCI

g) L-Cistina e 2HCI

h) L-Glutamina

i) L-Histidina ¢« HCl « H,0Q

J) L-Isoleucina

k) L-Leucina

) L-Lisina e HCI

m) L-Metionina

n) L-Fenilalanina

o) L-Treonina

p) L-Triftofano

q) L-Tirosina  2Na » 2H,0

1) D-valina

s) Acido fdlico

28¢g
50 ml
1000 m]

g/l
0.265

0.09767
0.4
0.122
6.8
0.126
0.0313
0.292
0.042
0.052
0.052
0.0725
0.015
0.032
0.048
0.01
0.0519
0.092
0.001
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6)

7

t) Mio-inositol

u) Cloruro de colina

v) Niacinamida

w) Acido D-pantotenico
x) Piridoxal « HCl

y) Ribofavina

z) Tiamina « HCI

aa) Glucosa

bb)Rejo fenol e Na

0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.0001
0.001
1.0

0.011

Medio Minimo Esencial con Suero Fetal Bovino al 10% (MEM-SFB 10%).

a) Medio Minimo Esencial Eagle 2X

b) Bicarbonato de sodio al 7.5%

¢) Penicilina-Streptomicina 10000 U

d) Buffer Hepes (1 molar)

¢) Glutamina (200 mmolar)

f) Suero Fetal Bovino

£) Agua destilada

h} Total

i) Mezclar y esterilizar por filtracién con membrana de 0.22p

MEM-SFB 20% Con glicerot (15%) para congelar células HeLa

a} Medio Minimo Esencial Eagle 2X
b) Bicarbonato de sodio 7.5%

ml
50
1.5
1.0
1.0
1.0
10.0
355
100.0

ml
10.0
0.3




§ L Mg BEBe
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Helicobacter pylori
¢) Penicilina-Streptomicina 10000 U 0.2
d) Buffer Hepes (1 molar) 0.2
i €) Glutamina (200 mmolar) 0.2
f) Suero Fetal Bovino 4.0
[ g) Glicerol 3.0
h) Agua destilada 2.1
i} Total 20

J) Mezclar y esterilizar por filtracién con membrana de 0.22p

8) Caldo Brucetla con glicerol (15%) para congelar cepas de H. pviori.

a) Caldo Brucella 28g
b) Suero Fetal Bovino descomplementado 5.0ml
¢) Glicerol 15.0 ml
d) Aforar con agua desionizada a 100 ml

e} Sedisolvi6 y esterilizé durante 15 minutos a 121°C y 15 libras de presidn.

9) Preparacion de Hepes.
a) (N-[2-Hidroxietil] piperazina-N'-[2-4cido etanosulfonico])
b) PM.2383g
¢) Pureza: 99.5%

d) 47.89 g de Hepes para 200 ml se disolvio, se ajusto a pH 7.4 y se esterilizd por
filtracion con membrana de 0.22 p

10) Preparacién de L-Glutamina (200 mmolar).
a) PM. 146.1 g
. b) 5.844 g de glutamina para 200 ml

c) Se disolvio y se esterilizé por filtracion con membrana de 0.22p
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