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IW. RESUMEN 

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo asociado a trastornos gastrointestinales 

tales como: gastritis crénica activa, lilcera gastrica, ulcera duodenal y gastritis atréfica 

(considerada precursor del cancer gastrico). Se ha demostrado que la infeccién puede 

adquirirse en la infancia, y que cuando esto sucede se tiene mayor predisposicién al 

desarrollo de ulcera duodenal y cancer gastrico en la vida adulta. 

El objetivo del presente trabajo fue diagnosticar infeccién por H. pylori en una poblacién 

pediatrica con trastornos gastricos, evaluar 7 métodos de diagndstico y, aislar H. pylori a 

partir de placa dental y materia fecal. Se trabajaron 100 pacientes con trastorno gastrico, 

atendidos en el Departamento de Endoscopias Pediatricas del Hospital General Cetro 

Médico “La Raza”-IMSS. El diagnéstico de infeccién por H. pylori se realizé mediante: 

estudio histolégico, cultivo, prueba de ureasa rapida, tincidn de biopsia con Gram, dos 

pruebas de ELISA (una con extracto total de H. pylori como antigeno y la otra con proteina 

CagA recombinante como antigeno) y PCR. 

Por evaluacion endoscépica se encontrd que 71% de los pacientes estudiados presentd 

gastritis. Los pacientes infectados con H. pylori presentaron gastritis nodular (90%) o 

ulcera gastrica (2%). Por pruebas invasivas se encontré un 24% de pacientes infectados. 

Por serologia se encontré: 35% positivos para CagA y 53% positivos para extracto total. 

Las pruebas que dieron el mayor porcentaje de sensibilidad y especificidad fueron ureasa 

rapida (100%/95%) y tincién de biopsia con Gram (95%/95%), el menor porcentaje de 

sensibilidad (75%) fue para ELISA con CagA y PCR. La PCR fue la prueba con mayor 

porcentaje de especificidad (98.98%). Por inmunoelectrotransferencia se identificaron una 

serie de proteinas (100-133 kDa) de H. pylori ATCC 43504 que fueron reconocidas por los 

sueros de los pacientes en los que se diagndstico H. pylori mediante pruebas invasivas, 

aunque no se establecié de que proteinas se trata. No se logré aislar H. pylori ni de placa 

dental ni de materia fecal. 
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V. ABSTRACT 

Helicobacter pylori is a Gram negative rod associated to gastrointestinal diseases as chronic 

active gastritis, gastric ulcer, duodenal ulcer and athrophic gastritis ( predecessor of gastric 

cancer). The infection was showed that can be adquired in childhood and if this occurs the 

possibility to gets duodenal ulcer and gastric cancer in adult life increases. 

The aim of this research was to make the diagnosis of H. pylori infection in a pediatric 

population with gastric disease, comparing 7 diagnostic methods and, the isolation of H. 

pylori from dental plate and feces. We studied 100 patients with abdominal disease who 

attended at endoscopic evaluation in the Pediatrics Endoscopic Department of General 

Hospital, Medical Center “La Raza”-IMSS. The diagnosis of H. pylori infection was made 

by: histologic study, culture, urease test, biopsy stain by Gram, two ELISA tests (one with 

whole cell as antigen and other with CagA recombinant protein as antigen) and PCR. 

By endoscopic evaluation 71% of patients that were studied had gastritis. The diagnosis 

associated to H. pylori infection were nodular gastritis (90%) and gastric ulcer (2%). By 

invasive tests 24% patients were found to be infected. By serological tests 53% were 

positives to ELISA with whole cell and 35% were positives to ELISA with CagA 

recombinant protein. The tests with highest percentage of sensitivity and specificity were 

urease test (100%/95%) and Gram stain (955/95%). The tests with lowest percentage of 

sensitivity (75%) were ELISA (whole cell) and PCR, however PCR had the highest 

percentage (98.98%) of specificity. By western-blot we found some proteins (100-133 Kda) 

of H. pylori ATCC 43504 that were recongnized by sera of patients positives to H. pylori 

infection by invasive tests, we did not define what proteins we were dealing with. H. pylori 

was not isolated from feces or dental plate.



  

i. INTRODUCCION 

TL ANTECEDENTES 

Hasta hace poco mas de 15 afios, se creia que el pH del estomago no permitia la infeccion 

bacteriana de la mucosa gastrica. En 1979, el patologo australiano Robin Warren noté la 

presencia de bacterias curveadas en biopsias gastricas, estos microorganismos no estaban 

presentes dentro de la mucosa, pero si en la capa de moco, sobre el tejido. Warren encontré 

que a finales del siglo XIX varios patdlogos europeos habian descrito microorganismos 

similares, pero como no pudieron ser aislados fueron ignorados. Warren junto con Barry 

Marshal, interesado en los trabajos del primero, se dedicaron a aislar el microorganismo a 

partir de biopsias, intentaron el aislamiento de forma similar a como se hacia con 

Campylobacter debido a que se trataba de bacilos curvos Gram negativos. Los primeros 

cultivos (30 especimenes) fueron negativos ya que maximo los incubaron 3 dias bajo 

condiciones microaerofilicas. Por un acontecimiento casual (se atravesaban dias festivos) los 

cultivos fueron incubados por 5 dias y entonces pudieron observar crecimiento. El 

microorganismo fue aislado y caracterizado como Campylobacter pyloridis. Después de \a 

publicacién de sus trabajos en 1983, investigadores de todo el mundo rapidamente 
: : : tae 6 

confirmaron la presencia de estos microorganismos en la mucosa gastrica.-™ 

En 1989 Goodwin y cols. baséndose en pruebas bioquimicas y andlisis de RNA ribosomal, 

reclasificaron el microorganismo dentro de un nuevo género al que Ilamaron Helicobacter, 

De esta forma el bacilo aislado de estémago humano fue llamado Helicobacter pylori (H. 

pylori)®. Actualmente se han identificado mas de 20 especies del género Helicobacter, de 

las cuales 7 han sido asociadas a infecciones en los humanos (Cuadro 1).°°” 

En 1984 se establecid que la infeccion con H. pylori estaba fuertemente asociada con 

inflamacion dela mucosa gastrica (gastritis cronica superficial) y especialmente con la 

  

 



Cuadro 1, Especics del género Helicobacter 
  

  

  

Género y especie Origen conocido Enfermedades asociadas 

Humano Veterinaria 
Helicobacter pylori Humanos Gastritis, linfoma gastrico } Ninguna hasta ahora 
Helicobacter acinonyx Chitas Ninguna hasta ahora Gastritis en chitas 
Helicobacter nemestrinae Primates Ninguna hasta ahora Gastritis en monos 

macaco 
Helicobacter heilmanie Humanos Gastritis Ninguna hasta ahora 
Helicobacter bizzozeroni Perros Ninguna hasta ahora Gastritis canina 

Helicobacter felis Perros y gatos Ninguna hasta ahora Gastritis canina y felina 
Helicobacter pullorum Aves de corral Ninguna hasta ahora Hepatitis aviar 
Helicobacter CLO-3 Humanos Proctitis Ninguna hasta ahora 

Helicobacter fennetliae Humanos Gastroenteritis, Ninguna hasta ahora 

septicemia, proctocolitis 
' Helicobacter sp. cepa Mainz | Humanos Artritis séptica Ninguna hasta ahora 

: Helicobacter cinaedi Humanos y Gastroenteritis, Enteritis del hamster 

hamsters septicemia, proctocolitis 

Helicobacter bilis Ratones Ninguna hasta ahora Hepatitis murina 

crénica y tumores 

hepatocelulares 
Helicobacter rappini Humanos, Gastroenteritis Aborto ovino 

borregos y ratones 

Helicobacter canis Perros Ninguna hasta ahora Gastroenteritis canina 
Helicobacter muridarum Roedores Ninguna hasta ahora Gastritis murina 
Helicobacter hepaticus Ratones Ninguna hasta ahora Hepatitis necrotizante 

murina 

Helicobacter pamatensis Pajaros y cerdos _| Ninguna hasta ahora Ninguna hasta ahora 
Helicobacter sp. Bird-C Pajaros Ninguna hasta ahora Ninguna hasta ahora 

Helicobacter sp. Bird-B Pajaros Ninguna hasta ahora Ninguna hasta ahora 

Helicobacter mustelae Hurén y vison Ninguna hasta ahora Gastritis en hurones 

Helicobacter sp. cholecystus | Hamsters Ninguna hasta ahora Colangiofibrosis y 

pancreatitis 
centrilobular en. 
hamster           

  
Modificado de On (1996)'" y Franklin, et al. (1996) 

infiltracion de células polimorfonucleares (gastritis cronica activa), aunque tuvieron que 

pasar varios afios para tener evidencias suficientes de la etiologia. 
$4,145,165 

En 1991 se presentaron varios reportes en los que se asocié a H. pylori con el desarrollo de 

cancer gastrico y en 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer de 

acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud lo declararon carcinégeno potencial para 

$9,115,121 
los humanos.*** 

  

  

 



  

12. HELIGOBACTER PYLORI 

1.2.1. Morfologia bacteriana 

H. pylori es un microorganismo Gram negativo, pleomorfico (forma de “S”, bacilo espiral o 

alas de gaviota), mide 2.5-5.0 ym de largo por 0.5-1.0 um de ancho y posee 4-6 flagelos 

unipolares con terminacién en bulbo, cada flagelo mide aproximadamente 3-4 |m de largo y 

2.5 nm de ancho.** La superficie de H. pylori es lisa, a diferencia de la de Campylobacter 

que es nugosa (Fig, 1).'? 

  

Fig, 1 Corte longitudinal de Helicobacter pylori(a) y de 

Campylobacter jejuni). H. pylori tiene superficie lisa , 
bordes bien redondeados y flagelo polar (flecha). C. 
jejuni tiene una tipica pared rugosa y flagelo bipolar. 
(Barra = 500 nm). Tomado de Murraygt al. (1990) 

En {os especimenes de biopsia gastrica H. pylori presenta una forma espiral caracteristica 

(Fig. 2), pero también se han encontrado formas cocoides. En fos cultivos la mayoria de las 

bacterias asumen la forma de bacilo, la forma espiral es poco frecuente o esta ausente 

y cuando se expone a condiciones desfavorables adquiere fa forma cocoide. Las formas 

cocoides no son cultivables bajo los métodos estandar de laboratorio y los datos acerca de si 

son viables o no atin son contradictorios, de hecho se ha postulado fa existencia de dos 

formas cocoides, una viable y la otra atribuible a cambio morfolégico por muerte celular.””*” 
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Figura 2. Mucosa gastrica colonizada por H. py/ori. Tomado 
de Tortora, et al. (1992)'° 

12.2. Caracteristicas de crecimiento 

H. pylori es un microorganismo de crecimiento lento (3-7 dias) que requiere de un medio 

rico y condiciones microaerofilicas (5-7% de oxigeno, 10% bidxido de carbono y 80% de 

nitrogeno). Su temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, aunque puede crecer de 30- 

37°C." 

Su crecimiento in vitro requiere un medio basal complejo (solido o liquido) suplementado 

con sangre de carnero, caballo o humana, suero, hemina, almidén o emulsién de yema de 

huevo, mientras algunos de estos compuestos le sirven de nutriente, otros pueden servir para 

destoxificar el medio y proteger al microorganismo. Uno de los primeros medios usados fue 

el agar infusi6n cerebro corazon con 7% de sangre de cabailo desfibrinada e IsoVitalex X, 

también se ha sugerido el uso del agar Columbia, agar Casman, agar chocolate, agar de 

Mueller-Hinton, agar brucella, agar Skirrow, agar soya tripticaseina y agar yema de 

4,79,96, 17. 
huevo 47972 

Los medios liquidos, se requiere complementarlos con suero de caballo o suero fetal bovino 

en concentraciones que pueden variar del 2 al 10%, cuando se empiea un medio liquido 

  

 



  

basico a partir de triptona, se sugiere adicionar algunos iones divalentes como magnesio, 

manganeso, fierro, cobre y zine.*??” 

En medio solido fresco y con alta humedad crece como colonias transhicidas de 0.5-1 mm 

de diametro, lisas, con bordes redondos y ligeramente hemoliticas en medios con sangre. El 

crecimiento en medio liquido se incrementa por agitacion e incubacion en atmosfera rica en 

biéxido de carbono.*° 

12.3. Caracteristicas estructurales y antigénicas 

1.2.3.1. Pared celular 

Se han identificado una gran variedad de proteinas de membrana externa (OMPs), el peso 

molecular de éstas se encuentra en un rango de 31 a 80 kDa. Algunas OMPs son reprimidas 

por hierro (pudiendo estar implicadas en la captacién del grupo hemo del hospedero), otras 

han sido asociadas con el enlace a laminina en la mucosa y hay proteinas que inducen Ja 
we . ae . 7 

expresion de moléculas de adhesion en los granulocitos.“°"*"” 

Doig y Trust (1994), empleando anticuerpos monoclonales identificaron la presencia de 6 

proteinas antigénicas (pesos moleculares de 31, 48, 50, 51, 60 y 80 kDa) en la membrana 

externa de H. pylori.® 

Ureasa y HspB (un homdlogo de la proteina de choque térmico GroEL de Escherichia coli), 

se encuentran en forma abundante en las preparaciones de OMPs. En los cultivos, al incio de 

la fase log ureasa y HspB estan localizadas estrictamente dentro del citoplasma, sin embargo 

al final de la fase llegan a estar asociadas con la superficie bacteriana; de una manera 

novedosa, éstas proteinas citoplasmicas son liberadas por autolisis bacteriana y llegan a ser 

adsorbidas en la superficie de bacterias intactas debido a las caracteristicas unicas de la 

membrana externa. El analisis de H. pylori en biopsias gastricas humanas ha demostrado que 

la adsorcién de la ureasa y HspB también ocurre in vivo. Otra proteina que se ha asociado a 

 



  

Ja membrana externa de H. pylori y que en otras bacterias que también la contienen solo ha 

sido localizada en el citoplasma es la superoxido dismutasa.**"* 

En H. pylori se han purificado y caracterizado cinco porinas (HopA, HopB, HopC, HopD y 

Hop E) con peso molecular aparente de 31-67 kDa. Las proteinas forman poros con canales 

simples de baja conductancia en un modelo plano de bicapa lipidica. HopE con masa 

molecular de 31 kDa tiene homologfa con fa porina P2 de Haemophilus influenzae y es 

antigénica en individuos infectados.*” 

E! lipopolisacarido (LPS) de tipo liso de H. pylori tiene baja actividad antigénica y varia 

dependiendo de la cepa. La cadena O-especifica del LPS de H. pylori mimetiza la estructura 

del grupo sanguineo de Lewis.°17477'8 

1.2.3.2. Genoma 

El genoma de #. pylori tiene 1.6-1.73 Mb, con un promedio 1.67 Mb. La composicién G+C 

promedio es de 35.2 mol%, con un rango de 34.1-37.5 mol%. Aproximadamente 40% de las 

cepas 1. pylori aisladas contienen plasmidos de tamafio variable (1.5-23.3 Kb), pero. los 

plasmidos no contienen factores de virulencia reconocidos,* 

El genoma de H. pylori posee al menos dos copias de cada uno de los genes rRNA 16S y 

238. La localizacién variable de genes multiples en el mapa genémico sugieren que existe un 

tearreglo extenso en el genoma. Exhibe una diversidad gendémica en miltiples genes 

incluyendo los que codifican para la ureasa estructural y proteinas como la flagelina, la 

toxina vacuolizante (VacA) y la proteina CagA. El examen de la variacion genética por 

RAPD ha confirmado la diversidad genética de las cepas.*7°'*' 

  

 



  

124. Metabolismo 

En las pruebas que involucran métodos de rutina, H. pylori no parece utilizar los 

carbohidratos ni oxidativa ni fermentativamente. El andlisis de jas rutas metabdlicas en el 

genoma de H. pylori sugiere que la ruta de la glucdlisis-gluconeogénesis constituye la 

médula espinal de produccion de energia y es el punto de partida para otras rutas 

biosintéticas; sugiere también que la biosintesis de la péptidoglicana, aminodcidos 

aromaticos, acidos grasos y cofactores se derivan de acetil coenzima A o a partir de 

intermediarios de la ruta glucolitica.*”** 

H. pylori puede metabolizar aminoacidos por la ruta fermentativa similar a como lo hacen 

las bacterias anaerobias. Los citecromos que intervienen en la terminacién de 1a cadena 

respiratoria han sido caracterizados. El elevado nivel de CO, requerido para su crecimiento 

in vitro puede ser debido en parte a la actividad de la enzima acetil coenzima A 

carboxilasa.**** 

El analisis de tas rutas degradativas, el sistema de captacién y las rutas biosintéticas de 

purinas y pirimidinas sugiere que H. pylori usa varios sustratos como fuente de nitrégeno, 

incluyendo la urea, amonio, alanina, serina y glutamina, 

Hf. pylori posee granulos de polifosfato el cual puede funcionar como una reserva de 

energia; en bacterias asociadas con degeneracion del epitelio, cuando hay una fuente de 

energia exOgena estos pueden estar ausentes.” 

125. Mecanismes de patagenicidad 

Los elementos patogénicos de H. pylori pueden ser divididos en dos grandes grupos: los 

factores de mantenimiento (que le permiten colonizar y permanecer en el hospedero) y los 

factores de virulencia (que contribuyen a los efectos patolégicos sobre el hospedero), 

existiendo factores que pertenecen a ambos grupos (Cuadro 2). 

  

 



Cuadro 2. Factores de patogenicidad de H. pylori, 
  

Factores que permiten ta colonizacién y Mecanismes por los cuales 

  

- Supresién de la respuesta inmune 

- Mimeticidad molecular con los 

antigenos de Lewis. 

    

permanencia de H. pylori en el estémago del H. pylori altera la fisiologia gAstrica. 

hospedero 

Movilidad Induccién de Inflamacién gastrica 

- Forma espiral - Secrecion de IL-8 

- Flagelos - Adherencia de neutrdfilos a células 

Enzimas adaptativas y otras proteinas endotefiales 
- Ureasa - Factor activador de plaquetas (FAP) 
- Catalasa - Lipopolisacarido (LPS) 

- Superéxido dismutasa - Ureasa 
- Proteinas de choque térmico Destruccién de la barrera de la mucosa 

Adhesinas bacterianas y receptores celulares | gastrica 

Evasion de la respuesta inmune - Fosfolipasas (A) y C) 
~ Resistencia a eliminacién por - Mucinasa 

polimorfonucieares - Citotoxinas 
- Metabolitos reactivos de oxigeno 
- Induccién de la 6xido nitrico sintetasa 

- Induccion de apoptosis 
Alteracién de la fisiologia gastrica 

~ Disminucién de la liberacién de 
somatostatina 

- Hipergastrinemia 
- Disminucién de la respuesta de las 

células parietales a gastrina 
  

Modificado de Dunn, er al. (1997)” 

    
  1.2.5.1. Movilidad 

La movilidad es un factor esencial en la colonizacién de H. pylori, los flagelos estan 

constituidos por dos proteinas FlaA y FlaB. Las cepas que poseen ambas flagelinas son 

completamente mdviles, las que solo poseen FlaA son débilmente mdviles y las que sdlo 

poseen FlaB son inméviles. La bacteria requiere las dos proteinas para poder colonizar, ya 

que fa carencia de FlaB permite fa colonizacién, pero hay una rapida eliminacién del 

microorganismo y la carencia de FlaA o ambas impide la colonizacién del epitelio.*4+7 

1.2.5.2. Adhesinas bacterianas y receptores celulares 

Las muestras de biopsias de pacientes infectados con H. pylori han demostrado (por 

microscopia_ electronica) dos tipos de interacciones bacteria-hospedero: adhesiones 

 



  

mediadas por estructuras tipo-fimbria y adhesiones muy estrechas asociadas con la 

destruccién de la microvellosidad.” 

La adherencia de H. pylori a la mucosa gastrica es altamente especifica. /n vivo se han 

descrito varias adhesinas y otros ligandos entre los que se incluyen: una hemaglutinina que 

reconoce @2-3-sialil glicoconjugados (como GMs) y que tiene afinidad por la fetuina, una 

proteina de 59 kDa que enlaza fosfatidiletanolamina (glicerolipido aislado de células 

gastricas humanas) y gangliotetraosilceramido (receptor lipidico presente en fa mucosa para 

H. pylori y H. mustelae). Se ha descrito también una estructura fimbrilar que enlaza N- 

acetiIneuraminyl-lactosa y una adhesina que reconoce al grupo sanguineo Lewis; el grupo 

sanguineo Lewis esta muy asociado al grupo sanguineo O y por tal motivo se ha relacionado 

con una mayor predisposicion a la infeccion para las personas de este grupo 

’ 103 sanguineo.?'4* 

In vitro la bacteria enlaza laminina, fibronectina, colagena (tipos 1, IV y V), vitronectina y 

heparansulfato. Basados en evidencias serolégicas se cree que el polisacarido presente en la 

superficie de H. pylori puede jugar un papel relacionado con la adherencia.”“*” 

1.2.5.3. Enzimas adaptativas y otras proteinas 

i) Ureasa 

La ureasa nativa de H. pylori (540 kDa) es una metaloenzima hexamérica que tequiere 

niquel y esta constituida por dos subunidades UreA (30 kDa) y UreB (62 kDa) en relacion 

1:1 molar.76°#1!0153 Su baja Km (aprox. 0.3 mM) la hace eficientemente catalitica aan a 

concentraciones muy bajas de urea (1.7-3.4mM). Para su actividad dptima requiere de una 

proteina fijadora de niquel (NixA). La produccién de ureasa permite a H. pylori resistir las 

condiciones acidas del est6mago, y es tan importante, que se han construido mutantes 

ureasa negativas incapaces de colonizar el estomago de animales de 

experimentacion.©*? 74911 Ademas la ureasa es un estimulo potente de la activacién de 

fagocitos mononucleares y de la produccién de citocinas inflamatorias.“*“” 
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La urea secretada por las células de) epitelio gastrico sirve como factor quimiotactico para 

H. pylori, de esta manera se mueve mejor a través del ambiente viscoso, ademas e] amonio 

producido por la degradacion de la urea es t6xico para fas células y causa dafio del 

epitelio.'°8 

ii) Mucinasa 

FH. pylori coloniza la capa mucosa que esta constituida principalmente por mucina, proteina 

altamente glucosilada que cubre y protege Ja superficie del epitelio gastrico. Ademas de 

tener receptores para la mucina, H. pylori posee un gen que es muy similar al gen de Ja 

mucinasa de Vibrio cholerae, la actividad de mucinasa es expresada in vivo.” 

iii) Catalasa y superéxido dismutasa 

La catalasa producida por H. pylori protege a la bacteria contra el efecto de los metabolitos 

reactivos de oxigeno formados en los neutrofilos como resultado del estallido oxidativo. 

Los genes que codifican para la catalasa y superoxidodismutasa muestran homologia con 

los genes contenidos por microorganismos patogenos intracelulares, sugiriendo un papel 

importante en Ja resistencia a muerte por las células polimorfonucleares. Estas dos enzimas 

estan asociadas también con Ja presencia de células viables.*'78 

iv) Proteinas homGlogas a proteinas de choque térmico 

HspB (homélogo de la proteina de choque térmico GroEL de £. coli) ha sido identificado 

en H. pylori. El gen hspB forma parte de un gen bicistronico (hspB-hspA).“""8 

1.2.5.4. Evasion de la respuesta inmune 

Durante una infeccion con H. pylori, parte de Jas bacterias penetran la capa mucosa y 

atacan directamente a las células epiteliales. Esto despierta una respuesta inmune activa 

tanto local como sistémica. La colonizacién de H. pylori puede persistir por afios e 

inclusive de por vida en personas no tratadas. H. pylori exhibe resistencia parcial a la 

muerte por fagocitos quizA debido al dafio a las membranas fagosomales por productos de 

amonio.”° 
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En varias cepas de H. pylori se ha detectado la expresion de antigenos de Lewis (Le*, Le” 

Le* y Le’ ) como parte de las cadenas del LPS, siendo mucho mds comtn el determinante 

Le* y Le’, mismo que se presenta en las células de la mucosa gastrica. La expresién de 

antigenos de Lewis puede crear mimetismo de la bacteria con los antigenos de la mucosa y 

de esta manera evadir al sistema inmune. En general las cepas CagA* muestran niveles mas 

altos de Le que las CagA’ 87464175 

Los anticuerpos producidos en respuesta a {a infeccién con H. pylori exhiben reactividad 

cruzada contra células de la mucosa gastrica; aunque la antigenicidad dei LPS de H. pylori 

es baja, por su homologia con los antigenos de Lewis puede despertar una respuesta 

autoinmune que dajie las células parietales, sugiriendo que la autoimnunidad puede jugar un 

papel importante en el desarrollo de gastritis y ulcera.™ 

1.2.5.5, Induccion de inflamacié6n gastrica 

In vitro, se han descrito una gran variedad de mediadores de la inflamacion inducidos por H. 

pylori. Estos estan fuertemente relacionados con fa patogénesis de la gastritis observada en 

los estudios histologicos. Los agentes que han sido incriminados como mediadores de {a 

inflamacion incluyen: induccién de IL-8, el factor activador de plaquetas, leucotrieno By, y 

fosfolipasa Ay. **' 

i) Interleucina-8 

In vitro, se ha demostrado que H. pylori es capaz de inducir la secrecién de IL-8 en células 

de carcinoma gastrico, y puesto que extractos de membrana no lo hacen, se sugiere que se 

requiere de la bacteria completa y su contacto directo con las células endoteliales para {a 

induccién de IL-8 in vivo. Se ha observado que en los pacientes infectados con H. pylori, ja 

normalizacién en los niveles de IL-8 ocurre un mes después de ta terapia de erradicacion y 

que las cepas silvestres CagA” y VacA* produjeron significativamente mis IL-8 que las 

cepas CagA’ y VacA 15616 
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ii) Adherencia de Neutré6filos 

Se ha identificado una proteina de 150 kDa que incrementa la expresion de CD11a/CD18 y 

CD11b/CD18 en los neutrdfilos e incrementa la adherencia de los neutrofilos a las células 

endoteliales. La proteina designada como “HP-NAP”, es un polimero de 10 subunidades 

idénticas.'3 

iii) Factor activador de plaquetas (PAF) 

Es un fosfolipido mediador reconocido como potente agente ulcerogénico. Lyso-PAF es 

producido por las células de la mucosa gastrica bajo condiciones basales y en respuesta a 

gastrina en personas sanas, PAF estimula la secrecién de Acido gastrico via receptores 

celulares parietales especificos. H. pylori puede metabolizar el precursor no ulcerogénico 

Lyso-PAF en PAF y a través de esto inducir directamente dafio en la mucosa o 

indirectamente via incremento de la secrecién acida.” 

1.2.5.6. Destruccién de la barrera de la mucosa gastrica 

i) Fosfolipasas 

Las fosfolipasas A» y C, destruyen la capa fosfolipidica de las células de la membrana apical. 

La fosfolipasa A convierte los lipidos de membrana en acido araquidénico, ef cual puede ser 

posteriormente convertido en leucotrienos, prostaglandinas o tromboxanos; éstos Ultimos 

compuestos son agentes quimiotacticos y pueden alterar la permeabilidad de la membrana 

celular. La fosfolipasa A puede generar también a partir de los fosfolipidos, un metabolito 

citotdxico, la lisolecitina, que es capaz de causar daiio sobre los tejidos y es precursor del 

factor activador de plaquetas.™ 

ii) Citotéxinas (VacA y CagA)} 

VacA 

Aproximadamente 50% de las cepas de H. pylor! producen una toxina vacuolizante (VacA) 

que induce vacuolas acidicas en el citoplasma de las células eucaridticas. Esta toxina de 

aproximadamente 87 kDa, es antigénica y se han detectado anticuerpos neutralizantes en los 
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individuos infectados. Esencialmente todas las cepas de H. pylori llevan el gen vacA, aunque 

no todas fo expresan. El gen vacd posee tanto secuencias conservadas como secuencias 

variables y ha sido dividido en dos regiones principales la s (que codifica la secuencia sefal) 

y la m (que codifica la region media). Existen 3 tipos de alelos s (s/a, s/b, y 52) y dos tipos 

m (m1 y m2) estos alelos forman un total de 6 combinaciones que han sido identificadas en 

las cepas silvestres. Interesantemente las cepas s//m/ producen niveles mas altos de 

citotoxina seguidas de las si/m2, las cepas s2/m2 producen muy poca o no la producen. Las 

cepas sJa estan asociadas a inflamacin gastrica, mientras que las m/, independientemente 

del tipo s al que pertenezcan estén mas asociadas a dafio del epitelio gastrico, estas cepas 

pueden ser identificadas solamente por métedos como el PCR o hibridacién de 

tag bh 70,} colonias. 0,18,31,44,53,70, 100 

VacA puede causar vacuolacién por alterar el transporte de solutos a través de la membrana. 

Las membranas de las vacuolas inducidas por VacA contienen la proteina Rab7 (marcador 

endosomal) que enlaza GTP y Ja glicoproteina Lap110 (marcador lisosomal) lo que indica 

que las vacuolas representan un compartimiento hibrido postendosomal.'*1#914?°%10 

CagA 

Aproximadamente 60% de las cepas de H. pylori poseen el gen cagA, aunque esta 

proporcién varia entre las poblaciones. Este gen es un marcador de la region cag, una isla de 

patogenicidad de 35 Kb compuesta de aproximadamente 20 genes. E] gen cagA produce una 

proteina de 128 kDa que es altamente inmunogénica y al parecer se expresa en funcién de 

las condiciones de pH del medio. En la actualidad se sabe que las cepas CagA* tienen mayor 

densidad bacteriana en el antro, son mas patégenas e incrementan el riesgo a desarroilar 

, : - T1135, Uilcera duodenal y adenocarcinoma comparadas con las cepas Cag "8705477135168 

La Fig. 3 representa los pasos hipotéticos de la formacién de ulcera por infeccién por H. 

pylori. 
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A) . pylori pasa al estoémago 

(flagelos, ureasa) 

B) H. pylori coloniza la 
mucosa, puede adherirse a     varias células de la mucosa 

“me (varias adhesinas) 

N. ByT C) Inflamacién, destruccién 
de células del hospedero (LPS, 

D) Destruocién progresiva de 
la mucosa; formacién de 

<2 lcera (respuesta inflamatoria, 

aw ByT Vac A?) 

  

Figura 3. Pasos hipotéticos de la formacién de lcera después de Ia infeccién por H. pylori. 
La bacteria utiliza la ureasa para protegerse del pH dcido durante su traénsito a través de 
ja capa de mucina. Coloniza la capa de mucina y puede adherirse a la mucosa gastrica. 

Los productos de {a bacteria provocan una respuesta inflamatoria que dala la capa 
mucosa. Los factores de virulencia que parecen estar implicados en cada paso se indican 
entre paréntesis. Modificado de Salyers, et al. (1994)* 

iii) Metabolitos reactivos de oxigeno 

H. pylori estimula la produccion de radicales libres de oxigeno tanto in vivo como in vitro. 

El nivel de 9-hidroxideoxiguanosina, un marcador del dafio que los radicales libres causan 

sobre el DNA esta incrementado en los individuos infectados con H. pylori.” 

iv) Induccién de Ja oxido nitrico sintetasa (INOS) 

In vitro, H. pylori induce iNOS en los macrofagos. La erradicacién de H. pylori reduce 

iNOS en las células del epitelio gastrico, sugitiendo que el microorganismo puede inducir la 

actividad de la enzima in vivo.” 
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v) Induccién de apoptosis 

H. pylori parece inducir apoptosis en las células del epitelio gastrico y estimular ef dafio 

oxidativo hacia el DNA en [a mucosa gastrica infectada, también parece inhibir la migracién 

y proliferacion de las células del epitelio gastrico.'” 

vi) LPS 

Aunque la inmunogenicidad del LPS de H. pylori es baja, parece inhibir fa glicosilacion y 

sulfatacién del moco dando como resultado un cambio significativo en la conformacion 

macromolecular de la mucina, esto sugiere que la funcion protectora del moco se vuelva 

vulnerable a la acidez. gastrica.® 

vii) Alcohol deshidrogenasa 

H. pylori produce alcohol deshidrogenasa y puede metabolizar el etanol en acetaldehido, un 

metabolito altamente toxico. Esto tiene particular interés en las personas alcoholicas, ya que 

la alcohol deshidrogenasa es capaz de producir acetaldehido a concentraciones muy bajas de 

etanol (0.1%). El acetaldehido producido por A. pylori genera la peroxidacion de lipidos y 

puede ser un factor de riesgo a dafio gastrico, ulcera péptica y cancer." 

1.2.5.7. Alteracién de Ja fisiologia gastrica 

Durante una infeccién con H. pylori, el amonio liberado por hidrdlisis de la urea incrementa 

el pH y disminuye la secrecién de somatostatina ademas, H. pylori posee N-histamina 

metiltransferasa, enzima que transforma la histamina en N-metilhistamina un potente 

estimulador de la secrecién gastrica que inhibe la liberacién de somatotatina. La 

somatostatina es un inhibidor de la produccién de gastrina, por tanto al disminuir la 

somatostatina, se produce hipergastrinemia y una disminuci6n de la respuesta de las células 

parietales a gastrina, por otro lado se cree que VacA interactia con la ATPasa (H+/K+) 

alterando la secrecion de gastrina.**'”? 
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1.3 IMPORTANCIA MEDICA 

Los pacientes infectados con H. pylori desarrollan inflamacién gastrica cronica; sin 

embargo, esta condicién es usualmente asintomatica y no es una enfermedad per se" 

H. pylori ha sido asociado con dispepsia no ulcerosa, gastritis cronica y en mas del 90% de 

los casos de ulcera gastrica y duodenal; al grado que el tratamiento para la erradicacion de 

H. pylori permite la cura de las ulceras. 9°71 

H. pylori esta fuertemente relacionado con el riesgo a desarrollar gastritis atrofica 

precursora del cancer gastrico, este ultimo estimado como el segundo mas comin en el 

mundo (aunque la incidencia puede cambiar dramaticamente de lugar a lugar y de una 

generacion a otra). Se ha postulado que el riesgo a desarrollar cancer se incrementa con el 

tipo de dieta y la adquisicién de la infeccion a edad temprana. La asociacion de H. pylori 

con cancer ha sido tan fuerte que en 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del 

Cancer y la Organizacion Mundial de la Salud Jo declararon un carcinogeno potencial para 

los humanos.°°*"!"579" Recientemente se le ha asociado también como agente causal de 

19,36,176 
linfoma gastrico (MALToma). 

La infeccién en nifios tiene un patron clinico diferente al de los adultos y aunque alin existen 

controversias, el dolor abdominal recurrente parece ser el principal sintoma. La infeccion 

con H. pylori ha sido asociada en un 92% de los nifios con ulcera duodenal y 25% de los 

nifios con ulcera gastrica. Por otro lado se ha sugerido que la infeccidn con H. pylori en 

nifios, puede estar relacionada con 1a presencia de otras enfermedades tales como: retardo 

del crecimiento, cardiopatia coronaria, diabetes mellitus, urticaria recurrente, enfermedad 

autoinmune tiroidea, purpura de Henoch-Schonlen, sindrome de Sjogren, fendmeno de 

Raynaud, asi como a alopecia y anemia perniciosa, asi como en el retardo del crecimiento. 

Aunque no existen evidencias suficientes que confirmen éstas suposiciones.'*7°79-677.41144 
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1.3.1. Histopatelegia de la infeccion nor A. pylori 

H. pylori esta asociado con gastritis crénica superficial, este patron esta caracterizado por 

células inflamatorias mononucleares infiltracion de neutréfilos al epitelio y cambios no 

especificos asociados con metaplasia, granuloma o atrofia de la glandula. La inflamacion 

puede ser variable desde infiltracion leve sin afectar la arquitectura glandular hasta 

inflamacion severa con microabscesos severos. La respuesta inflamatoria se manifiesta 

histolégicamente como gastritis crénica superficial. Las células de superficie epitelial sufren 

cambios degenerativos incluyendo disminucion de la produccién de mucina, vacuolizacion 

citoplasmica y desorganizacion de las glandulas de la mucosa.°*“* 

La respuesta inflamatoria a H. pylori en nifios difiere de la respuesta en adultos. La 

endoscopia puede revelar una superficie granular fina o nodular, que microscépicamente 

corresponde a hiperplasia linfonodular, especialmente en la zona del antro. Tales agregados 

linfoides pueden contener centros germinales activados. Ademas la cantidad de neutr6filos 

en la lesi6n puede ser menor que en los adultos y pueden encontrarse células inflamatorias 

plasmaticas, linfocitos y polimorfonucleares. A diferencia del adulto, ta inflamacion es 

superficial “7! 

1A. TRANSMISION 

Se ha establecido que el humano es el tinico hospedero y reservorio de H. pylori, por ello se 

ha sugerido la transmisién del microorganismo persona a persona; sin embargo, no se sabe 

cémo es que el H. pylori viaja del estomago de una persona a otra, no ha sido posible 

establecer la o Jas rutas de transmision. Las rutas propuestas son cinco: la fecal-oral, la oral- 

oral, la gastro-oral, la iatrogénica y la transmisién a través de vectores; siendo las dos 

. © 78 primeras las mas aceptadas.'”! 
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1.4.1. Transmisi6n fecal-oral 

Estudios epidemioldgicos sugieren que la via fecal-oral es la ruta mas probable de 

transmision y que es analoga a la transmision de la hepatitis A. H. pylori ha sido aislado de 

heces y se ha demostrado su presencia por medio de PCR, aunque esto no es comun, 

indicando que !a eliminacidn bacteriana podria ser intermitente. Kelly, ef al. (1994) 

reportaron por primera vez el aislamiento de H. pylori a partir de heces en un pais 

desarrollado; dicho hallazgo implica que la transmision de la infeccién por H. pylori es 

factible a través de la via fecal-oral. Lo anterior esta apoyado por la sectorizacion de las 

infecciones dentro de las familias y los hospitales. Se ha sugerido también el consumo de 

agua contaminada con materia fecal como fuente de transmision. {771809411815 

1.4.2. Transmisi6n oral-oral 

La transmision oral-oral ha sido identificada en el caso de mujeres africanas quienes 

premastican los alimentos que dan a sus hijos. Se ha intentado el aislamiento a partir de 

saliva, pero no se ha logrado.”! 

1.4.3. Transmision gastro-oral 

Es un tipo de transmisién que se ha postulado sobre todo en nifios, considerando el vomito 

como ruta posible, sobre todo cuando el vémito tiene contacto con las manos ya sea del 

nifio o de la madre y no se tiene el cuidado de lavarselas, et Nevarselas nuevamente a la boca 

puede ser una via de transmisién." 

1.4.4. Transmision iatrogénica 

Se considera el tipo de transmision menos comun y se atribuye al uso de endoscopios, tubos, 

sondas y algunos otros instrumentos (mal lavados) que han estado en contacto con la 

mucosa gastrica de una persona y son introducidos en otra. La muta iatrogénica es 

importante sobre todo en lugares en donde se tiene mucha demanda de atencidn clinica y 

muchos pacientes son examinados en un periodo muy corto de tiempo usando el mismo 

endoscopio y el lavado del material se realiza por métodos manuales.'"'”® Esta ruta es 

también importante en los endoscopistas, en particular en aquel personal que no usa guantes 
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durante los procedimientos y por tanto tienen mayor riesgo de ser infectados, ya que se ha 

reportada la adquisicién de H. pylori como infeccién ocupacional.” 

1.4.5. Transmision a través de vectores 

Se ha reportado el aislamiento de H. pylori a partir de gatos, sugiriendo a éstos como 

posibles transmisores de la infeccién. También se ha reportado el aislamiento de 

microorganismos parecidos a H. pylori de moscas domésticas, sugiriendo a este organismo 

como otro posible vector, sin embargo ésta ultima posibilidad ha sido poco 

aceptada 6841 14 

1.5, DISTRIBUCION, INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE LA INFECCION POR &. Pylori 

Estudios epidemiolégicos han demostrado que !a infeccion por H. pylori se presenta en todo 

el mundo, pero existen diferencias entre las caracteristicas epidemiologicas en los paises en 

desarrollo comparados con los paises desarrollados. En los primeros la poblacion que 

presenta colonizacion por H. pylori alcanza niveles de 70-90%, en cambio en los paises 

desarrollados la prevalencia de la infeccién es mas baja (25-50%). Mientras que en los paises 

desarrollados solo una minoria de los nifios son infectados con H. pylori, en los paises en 

desarrollo, la infeccién se caracteriza por una alta prevalencia durante la nifiez (Fig. 4).'°°*° 

No obstante que las técnicas de referencia para diagnosticar infeccién por H. pylori son el 

aislamiento del microorganismo o el examen histoidgico, éstos métodos no son practicables 

en algunos de los paises en vias de desarrollo, por tal motivo la mayoria de los estudios 

epidemiolégicos se han realizado teniendo como evidencia de la infeccién fas pruebas 

serolégicas (Cuadro 3).” 

La mayoria de los estudios sugieren que hombres y mujeres son infectados en la misma 

proporcién y que el nivel socioecondmico tiene cierta influencia en la adquisicion de Ja 

infeccién, ya que los paises con menor desarrollo socioecondmico tienen mayor 

soe + 120 incidencia.'*>*** 
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Figura 4, Prevalencia de la infeccién por 4. pylori de acuerdo a tos datos de, 14 paises 
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Figura 5. Seroprevalencia (#) y Magnitud (q) por edad, de Ja respuesta de [gG 

anti-H. pylori en 11,605 sujetos mexicanos (5,608 con edad entre 1-19 afios). 

Tomado de Tortes, ef af. (1998).'° 
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Cuadro 3. Prevalencia de la infeccién con H. pylori en paises en vias de desarrollo. 
  

  

        

Pais Edad de la poblacion Método de diagnéstico} Prevalencia 

estudiada (%) 

(No. de sujetos) 

Africa 

Argelia 5 - 65 afios (277) Serologia 43 - 92 

Gambia 5 - 36 meses (353) Serologia 15-46 

Costa Ivory 5 - 60 afios (377) Serologia 54 ~ 80 

Kenya Adultos (14) Histologia 94 

Nigeria 1 - 60 afios (311) Serologia 69-9) 

Sur Africa 2 meses - 87 afios (1,352) Serologia 50 - 94 

Zaire 5 - 45 afios (133) 4C- PDA 174 
Asia 
Bangladesh 1 mes - 35 afios (180) 3C_ PDA, Histologia 42 -85 

China 1 - 50 afios (1,727) Serologia 38.6 - 52.4 

India 3 - 81 afios (435) Serologia, Histologia 60-81 

Yan 35 - 55 aiios (947) Serologia 88.4 ~ 93 
Jordania 17 - 86 afias (169) Histologia, Cultivo 64 

Kuwait 9 meses - 13 afios (18) Histologia, Cultivo 27 

Nueva Guinea 5 - 50 afios (157) Serologia 36 - 75 

Arabia Saudita 5 - 91 afios (577) Serologia 40 - 70 

Corea del Sur 1 - 75 afios (413) Serologia 22-75 

Taiwan < 10 - 70 afios (823) Serologia 54.4 

Tailandia 1 - 60 afios (1,788) Serologia 74 

Vietnam 5 - 60 afios (377) Serologia 13 - 80 

América Latina 

Brasil 1 mes ~ 45 afios (629) Serologia 16.4 - 64.3 

Chile 4 meses - 35 afios (2,203) Serologia 5-70 

Colombia 2 -9 afios (742) Serologia 54 - 68 

Costa Rica Nifios y adolescentes (290) Serologia 68 

Pert 2 meses - 70 afios (1,632) | \°C- PDA, Serologia 3-92   
  

PDA = Prueba dealiento. Tomado de Bardhan (1997). 

En {os paises desarrollados, la incidencia extrapolada a partir de los datos de prevalencia se 

ha estimado en 0.5-1.0% por afio. En los paises en de desarrollo la incidencia parece ser 

mayor, variando en un rango de 5-13.5% por afio. 

En México, se han encontrado anticuerpos contra H. pylori en mas del 20% de los nifios 

menores de 4 afios.°"7"}"? La frecuencia de este hallazgo se incrementa en forma gradual, 

alcanzando 70-80% de los 25-40 afios, 80-90% de ios 40-70 afios y a partir de esta edad la 

respuesta disminuye (Fig. 5). 
159 

13,120 
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16. DIAGNOSTICO 

Las pruebas para diagnosticar infeccion por H. pylori, se dividen basicamente en dos 

grupos: i) Las pruebas que requieren de una biopsia de mucosa gastrica, la cual es tomada 

por endoscopia y por eso son llamados métodos invasivos y ii) Las pruebas que no requieren 

de biopsia gastrica y que se pueden realizar en otro material biologico (suero, saliva o 

aliento) y son conocidos como métodos no invasivos (Cuadro 4.” 

Cuadro 4. Métodos de diagnéstico para detectar 
infeccién por H. pylori. 

Métodos invasivos Métodos no invasivos 
- Estudio histolégico | - Deteccion de anticuerpos 

  

  

      
~ Cultivo ELISA 
~ Ureasa rapida - Pruebas de aliento 

~PCR Urea-PC 
Urea-'*C 

  

16.1. Mélodes que requicren endescepia {invasives) 

La demostracién directa de H. pylori en especimenes de biopsia de pacientes dispépticos es 

posible a través del cultivo, andlisis histolégico y ensayos para demostrar la actividad de 

ureasa rapida. Recientemente se han desarrollado ensayos para la deteccién de la infeccion 

por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).”” 

La endoscopia, no obstante ser un procedimiento relativamente caro y molesto para el 

paciente, es el unico método (hasta ahora conocido) mediante el cual se puede ver 

directamente la mucosa gastrica y tomar muestras de biopsia para cultivo y estudio 

histologico (considerados por como “estandar de oro” en el diagndstico de infeccion por 7. 

pylori) con lo que se proporciona un diagndstico mas completo. 
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Hay dos condiciones que son observables directamente por el endoscopista y que estan 

directamente relacionadas con la infeccién por H. pylori estas son: ja nodularidad antral y 

lilcera duodenal no complicada. Al! realizar la endoscopia, debe cuidarse el hacer bien la 

toma de muestra ya que si no se realiza adecuadamente puede dar un resultado falso 

negativo, dado que la infeccidn se distribuye en parches. Se recomienda tomar un minimo de 

dos biopsias a 5 cm del piloro.**” 

1.6.1.1. Estudio histolégico 

Las biopsias gastricas tomadas por endoscopia, se fijan en formalina se procesan 

rutinariamente y se tifien. La tincion de hematoxilina-eosina puede servir para identificar los 

bacilos, Jas bacterias son localizadas en el moco adherente sobre la superficie del epitelio y 

estan localizadas dentro de las criptas. La identificacién hitologica de a bacteria puede ser 

mejorada por el uso de tinciones especiales como Warthin-Starry y Giemsa modificada. La 

correcta identificacién de H. pylori por histologia depende de varios factores, como son: la 

densidad bacteriana, el tipo de tincién usada y la experiencia de la persona que realice el 

estudio. La presencia de infiltrado inflamatorio activo es muy sugestiva de la presencia de H. 

pylori, La histologia puede revelar también Ja presencia de alteraciones premalignas tales 

como metaplasia intestinal o displasia de la mucosa gastrica “0° 19454 

1.6.1.2. Cultivo 

El cultivo representa dos ventajas principales: i) sirve para evaluar la susceptibilidad a 

antimicrobianos y ii) los aislamientos realizados a partir del cultivo pueden ser bien 

caracterizados. No obstante que no tenga una alta sensibilidad, el cultivo es la mejor manera 

de demostrar que 1a infeccion esta presente. Se ha reportado que el cultivo puede ser 

realizado tanto a partir de biopsias como de heces y jugo gastrico, aunque los dos ultimos no 

han sido muy reproducibles. 81917 
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Para el transporte de biopsias en tiempos menores a las 6 horas se ha recomendado e] uso 

de solucién salina como tinico medio, aunque también se puede usar medio de transporte de 

Stuart 0 caldo brucella suplementado con sangre 0 suero de caballo. Medios suplementados 

con glicerol, suero o sangre de caballo han sido empleados para el almacenamiento por 

9,96, 141 
tiempos prolongados a -70°C. 

Una gran variedad de medios selectivos y no selectivos se encuentran disponibles para el 

cultivo de H. pylori (Cuadro 5). E) primoaislamiento se recomienda realizarlo en medio 

suplementado con sangre de caballo aj 10% y antibidticos tales como el suplemento de 

Skirrow (vancomicina 10 mg/l, polimixina 0.25 mg/l y trimetropim 5 mg/l).Cuando las 

biopsias son sembradas en medio fresco e incubadas por 3-7 dias bajo condiciones 

microaerofilicas, alta humedad y a temperatura de 37°C, H. pylori crece como colonias 

transhicidas de 0.5-1 mm de didmetro, lisas con bordes redondos y ligeramente 

hemoliticas."°!?? 

H. pylori presenta un perfil enzimatico que ayuda a su identificacién, encontrando a la 

ureasa como la propiedad enziméatica caracteristica por la gran actividad hidrolitica que 

presenta comparada con la de otros microorganismos. La catalasa y oxidasa, son también 

importantes para su identificacién, asi como la sensibilidad a cefalotina y resistencia a 

acido nalidixico.”*"'™'"’ (Cuadro 6). 

1.6.1.3. Ureasa rapida 

La capacidad de H. pylori para producir ureasa ha sido empleada también para diagnosticar 

la infeccién. El] CLOtest (Delta West Ltd., Bentley, Australia) desarrollado por Marshall, 

fue el primer equipo comercial disponible para la identificacién especifica de H. pylori 

mediante la ureasa. Este consistia de agar conteniendo rojo de fenol y urea; en presencia de 

la ureasa, Ja urea es hidrolizada produciendo amonio (Fig. 6), esto provoca un incremento 

de pH y por tanto un cambio del indicador de amarillo a rojo. La prueba es interpretada a la 

hora y hasta por 24h después de introducida la biopsia enel gel. A raiz de esto se han 

  

 



  

Cuadro 5. Medios ttiles para el cultivo de 1. pylori. 
  

  

    

Medios sélidos con. Medios liquidos con | Medios sdélidos sin sangre 
sangre de caballo al 10% | suero de cabalio al 10% de caballo 

Agar Brucella Caldo BHI Agar Columbia 

Agar Mueller-Hinton Caldo Mueller-Hinton Hemina 

Agar Skirrow Caldo Brucella Rojo fenol 
Agar Columbia Caido soya-tripticasa Isovitalex 
Agar Campylobacter Urea 
Agar chocolate Agar Columbia 
Agar base CG Carbon activado 
Agar Casman Piruvato de sodio 

Hemina     
  

Tomado de Luquefio, et af, (1994).” 

Cuadro 6, Pruebas bioquimicas que diferencian al género Helicobacter de otros géneros afines. 
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Campylobacter | Helicobacter Helicabacter Wollinella | Helicobacter 

Prueba bioquimica jejuni pylori mustelae succinogenes rappini 

NTCC11341 NCTCH637 NCTC12032_} NCTC11488 | NCTC1893 
Oxidasa + + + + + 

Catalasa + + - + 

Ureasa - + + - + 

Hidrdlisis de bipurato + - - - - 

Reduccion de nitratos + : + + - 

Fosfatasa alcalina d + + - - 

5-glutamil 
transpeptidasa - + + - + 

Crecimiento 
microaerofilico 

25°C ~ (2 dias) - (4 dias) - (4 dias) - (2 dias) - (2 dias) 

30°C + (1 dia) + (2 dias) + (2 dias) - (2 dias) - (2 dias) 

3c + (i dia) + (2 dias) + (idia) + (1 dia) + (ldia) 

42°C + (l dia) - (4 dias) + (dias) d (2 dias) + (idia) 

Crecimiento en glicina 
0.5% + + + - + 

Susceptibilidad a : 
4c. nalidixico sensible resistente sensible Tesistente resistente 

cefalotina Tesistente sensible resistente resistente resistente 

metronidazol resistente sensible sensible sensible resistente 
  

Tomado de Luquefio, et al. (1994). 
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h 

Ureasa 

~ fs 
Figura 6. Principio de la prueba de ureasa rapida. Tomado de 
Misewicz, et af. (1995).'° 

pro +2H.0 + HY ~~,» NH“ + HCOs 

    
  

disefiado otros equipos para diagndstico, en los cuales lo unico que han variado és el tipo de 

indicador usado.™*1°° 

Aunque la prueba de ureasa tiene alta sensibilidad en adultos en nifios falsos negativos son 

comunes, probablemente debido a la baja densidad bacteriana. 

1.6.1.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se han disefiado varios modelos para la identificacién de H. pylori por PCR, estos métodos 

han sido muy variados y altamente sensibles. No obstante la PCR es una técnica muy 

sensible, hay varios factores que hay que tomar en cuenta para obtener buenos resultados, 

estos son: la seleccién y el uso de iniciadores y el DNA blanco adecuados, la preparacién del 

espécimen, densidad bacteriana y el procedimiento para realizar [a PCR. Se han reportado 

técnicas de PCR aplicables tanto a biopsias y placa dentobacteriana, como a heces, con un 

100% de sensibilidad y especificidad para la deteccion de H. pylori. Algunos autores no 

obstante han reportado ensayos de PCR que han sido menos efectivos que la tincidn 

inmunohistolégica de la bacteria, la posibilidad de obtener falsos negativos con la PCR 

también ha sido contemplada. Las técnicas de PCR mas que emplearse para diagnéstico han 

sido empleadas para la diferenciacién genética entre las cepas de H. pylori y estudios 

«A amni nlocinae 2435 76M 116,126 
epidemiologicos.’ 
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Las cepas de H. pylori son altamente diversas a nivel genético, comparado con otros 13 

patégenos importantes para los humanos, asi como con algunos microorganismos 

comensales, las cepas de H. pylori mostraron ser las mas diversas del grupo. La diversidad 

es una de las caracteristicas fundamentales de H. pylori y refleja mutaciones puntuales, 

rearregios genomicos, genes no conservados, movilidad del DNA incluyendo secuencias de 

insercion y plasmidos. Ademas se ha descrito la coinfeccion de cepas CagA” con cepas 

CagA’. La diversidad genética y la presencia de cagA se pueden identificar por PCR, RT- 

PCR 0 hibridacién de las colonias con una sonda especifica.”™ 

1.6.2. Métedes que ne requieren endescopia {Ne invasives) 

La determinacion de anticuerpos anti-H. pylori por ELISA y las pruebas de aliento han sido 

las técnicas empleadas mas empleadas, dentro de las pruebas no invasivas. 

En nifios se ha enfatizado el uso de métodos no invasivos, pero un diagndstico claro 

. : : : ros . . € 

alternativo al cultivo o estudio histolégico aun no ha sido propuesto."°3 777 EM2i4 

1.6.2.1. Deteccién de anticuerpos 

La infeccién con H. pylori despierta una respuesta inmune tanto local como sistémica, 

elevando los niveles de anticuerpos séricos IgG e IgA especificos y elevacién de IgA 

secretoria e IgM en el estomago. Los métodos serolégicos han sido muy importantes para el 

tamizado de infecciones por H. pylori. Aunque se han descrito una variedad de pruebas 

serologicas, las mas difundidas son los ensayos de ELISA.*1°6106182182 

La utilidad de las pruebas serolégicas dependen del tipo de antigeno empleado, en general se 

han utilizado tres tipos de antigeno: antigeno crudo (células sonicadas), fracciones celulares 

(extractos con glicina), antigenos termoestables y antigenos “enriquecidos” como la ureasa. 
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La sensibilidad y especificidad de estas pruebas ha sido reportada de alrededor de 

3. 95%> 422,150 

La deteccién de la infeccién con cepas CagA* llega a ser clinicamente relevante, para ello se 

pueden usar una variedad de técnicas, dentro de Jas cuales la determinacion anticuerpos 

contra el antigeno CagA recombinante ha sido muy empleada.?*'°1°%' 

En ausencia de tratamiento, los niveles de anticuerpos se mantienen elevados por tiempos 

prolongados. Una vez que fa infeccion ha sido erradicada los niveles de anticuerpos tienden 

a disminuir a aproximadamente la mitad, seis meses después de la erradicacion. Una ventaja 

de las pruebas serolégicas es que estas pueden ser positivas en caso de atrofia gastrica, en la 

cual el nimero de microorganismos puede ser tan bajo que no sea detectable en la biopsia 0 

por pruebas de aliento.*”!”* 

Una limitante de las pruebas serolégicas es que son sensibles y especificas sdlo para las 

poblaciones en las cuales fueron ensayadas y no pueden ser igualmente sensibles cuando se 

aplican a poblaciones de diferentes paises o personas de diferente grupo étnico. Ademas el 

valor de corte para distinguir pacientes H. pylori positivos de H. pylori negativos puede ser 

diferente entre nifios y adultos, esto es debido a Ja variabilidad de la respuesta inmune de los 

nifios con respecto a la de los adultos. Otra limitante de las pruebas serologicas en nifios es 

el factor nutricional, que va a influir en Ja respuesta inmune que monte el paciente.*” 

1.6.2.2, Pruebas de aliento 

El principio para fas pruebas de aliento es similar al de la prueba de ureasa rapida. En estas 

pruebas la urea marcada con *C o °C es administrada via oral como sustrato. La prueba 

implica fa recolecci6n de una muestra de aliento antes y otra 30 minutos después de beber la 

solucién con isétopos. Si H. pylori esta presente, la urea es degradada en amonio y '"*CQ, 

marcado, éste ultimo es exhalado por el paciente y colectado. El isétopo MC es detectado en 

un contador de centelleo mientras que el °C es detectado por espectrometria de masas. Las 
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dosis de “C aprobadas por la FDA son muy bajas (1pCi), fo que equivale a menos de un dia 

de radiacién solar. “°°: 

13 + : i : 
E] °C tiene la ventaja de que puede emplearse en nifios y mujeres embarazadas, cosa que no 

sucede con el “C. Esta prueba offece Ia ventaja de que puede llevarse a cabo en nifios 

asintomaticos, en los que no es ético realizar endoscopia para confirmar el diagnéstico e 

incluso algunos autores la han propuesto como estandar de oro. #77"? 

Entre los factores que pueden afectar las pruebas de aliento se encuentran: fa presencia de 

otras bacterias ureasa productoras de ureasa en la boca o el estémago de Jos pacientes, y el 

transito rapido a través del estomago.*"™ 

Hasta ahora las pruebas de aliento especificamente la que emplea 8 esta disponible en 

pocos lugares, ésta prueba ha tenido buenos resultados para evaluar la terapia de 

ertadicacién sobre todo en la poblacién pediatrica.*“°°” 

No obstante fas pruebas de aliento representan la ventaja de no ser traumaticas éstas no 

pueden reemplazar la endoscopia, ya que mediante las pruebas de aliento se detecta {fa 

presencia de la bacteria, pero no se distingue entre los pacientes que tienen gastritis o ulcera 

de los que no la tienen y tampoco distingue si la infeccin es causada por cepas patégenas. 

1.6.2.3. Otros ensayos 

Para el diagnéstico de H. pylori se han empleado también la determinacién de bicarbonato 

marcado con C en suero, después de ta administracin de urea marcada. Asi mismo se ha 

administrado urea marcada con ‘N y se ha evaluado Ia eliminacién de amoniaco marcado 

con }N en orina. Sin embargo ninguno de éstos métodos ha sido estandarizado y no 

representa reales ventajas sobre los métodos ya probados.” 
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LE. TRATAMIENTO 

No existe acuerdo sobre quienes y conque tratar la infeccidn. Los ensayos terapéuticos en 

hifios son escasos y las series cortas, por ello una gran parte de las pautas para tratar nifios 

se basan en estudios hechos en adultos. 153"? Para adultos se recomienda tratar a los 

pacientes que tengan enfermedad ulcerosa, linfoma gastrico (tipo MALT), gastritis con 

cambios inflamatorios graves, antecedente de resecciOn gastrica por ulceras o cancer, 

historia familiar de cancer y algunos casos de dispepsia funcional. En nifios aun no existe 

consenso. *™3! 

H. pylori es sensible a una gran variedad de antibidticos, existen cepas que in vitro presentan 

susceptibilidad a penicilinas, cefalosporinas, macrdlidos, tetraciclinas, nitroimidazoles, 

nitrofuranos, quinolonas, sales de bismuto e inhibidores de bomba de protones. Es 

intrinsecamente resistente a bloqueadores de receptores-H2 (ranitidina y cimetidina), 

polimixina y trimetropim.“”** 

Los primeros estudios para erradicacién de H. pylori fueron dominados por la terapia con 

sales de bismuto (6 semanas) combinada con dos antibidticos (1-2 semanas). Se inicié por 

tratar con subcitrato de bismuto, tetraciclina y metronidazol, logrando la erradicacién en 

90% de los casos. Sin embargo se ha ido generando una marcada resistencia de H. pylori a 

los antibidticos, particularmente nitroimidazoles y macrolidos. Van der Wuden, ef a/. (1997) 

reportaron un incremento de la resistencia a metronidazol (del 7% en 1993 al 32% en 1996) 

z : 7 en los paises bajos.>**"* 

La resistencia a antibidticos varia a lo largo del mundo, esto se ha asociado al uso 

indiscriminado que se ha hecho de los mismos. La resistencia de las cepas de H. pylori a 

metronidazol es altamente variable, en los paises desarrollados la resistencia va de un 11- 

70%, en cambio en los paises en desarrollo se ha reportado una resistencia del 95%. La 

claritromicina en combinacién con otros agentes ha disminuido la resistencia a metronidazol. 

La resistencia a claritromicina en general no es mayor al 10%, una excepcidn a esto fue 
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reportada en Pert por Vazquez, ef al. (1996) quienes encontraron una resistencia del 50% a 

claritromicina. En Costa Rica se ha reportado una alta resistencia a eritromicina (92.6%), 

tetraciclina (80.4%), y amoxicilina (51.2%).°°'030168 

Los mejores resultados del tratamiento se han obtenido con la terapia triple, ya que no 

existen medicamentos que puedan ser empleados como monoterapia. En a terapia triple en 

lugar de metronidazol se incluye claritromicina, amoxicilina y un inhibidor de bomba de 

protones. La combinacién bomba de protones, bismuto, tetraciclina y metronidazol ha 

resultado eficaz en los casos en los que se ha reportado la presencia de cepas resistentes a 

metronidazol. La FDA ha aprobado diferentes tratamientos para la erradicacién de la ulcera 

péptica, consistentes en terapia triple a base de: subsalicilato de bismuto (262 mg), 

metronidazol (250 mg), y tetraciclina ($00 mg) por 14 dias (Cuadro 7).°549 

Cuadro 7. Regimenes de erradicacién de #. pylori. 
  

  

        

| Régimen Erradicacion % Duracién 
Terapia Doble 
RAN 400 mg + CLAR 500 mg 82 — 
OMP 40 mg + CLAR 500 mg 74 -— 

Terapia Triple 
Regimenes basados en omeprazol 
OMP 20 mg + CLAR 250 mg + TIN 500 mg 37 una semana 

OMP 20 mg + CLAR 500 mg + AMOX 1 g 96 ufia semana 
OMP 20 mg + CLAR 250 mg + MET 400 mg 95 una semana 
OMP 20 mg + CLAR 500 mg + MET 400 mg 90 una semana 

OMP 20 mg + CLAR 250 mg + AMOX Ig 84 una semana 
OMP 20 mg + MET 400 mg + AMOX 1 g 79 una semana 

Regimenes basados en lanzoprazol 
LAN 36 mg + CLAR 500 mg + AMOX Ig 9 una semana 

LAN 30 mg + CLAR 250 mg + MET 400 mg 92 una semana 

LAN 30 mg + CLAR 250 mg + TET 300 mg 83 una semana 
LAN 30 mg + CLAR 250 mg + AMOX 1g 90 una semana 
LAN 30 mg + MET 400 mg + AMOX lg 73 una semana 

Régimen basado en ranitidina 
RAN 300 mg + AMOX 500 mg + MET 500 mg 47.5 6 semanas RAN 

12 dias antibidtico 

Régimen basado en sales de bismuto 
SCB 120 mg + AMOX 500 mg + MET 500 mg 86.8 6 semanas SCB 

12 dias antibidtico 

SSB 120 mg + TET-HCI 500 mg + MET 250 mg 85% 2 semanas 
  

OMP = Omeprazol; LAN = Lanzoprazol, MET = Metronidazol, AMOX = Amoxicilina, TIN = Tinidazol 

TET = Tetraciclina, RAN = Ranitidina, SCB = Subcitrate de bismuto, SSB =~ Subsalicilato de bismuto 

CLAR = Claritromicina. Modificado de Hunt. (1966)” y Dunn, et al. qg997)” 
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1.11. Diagnéstico pestratamiento. 

La alta incidencia de resistencia al tratamiento para erradicacion de H. pylori, hace necesario 

el diagndstico postratamiento. El diagnéstico debe de Wevarse no antes de 4 semanas 

después de haber concluido el tratamiento y puede realizarse por medio de: 

i) Prueba de ureasa, se deben de tomar varias muestras, ya que después del tratamiento baja 

1a densidad bacteriana y la prueba se hace menos sensible. 

ii) Serologia, una vez que se erradicé la infeccién, Jos niveles de anticuerpos tienden a 

disminuir hasta en un 50%. Es importante considerar el periodo de convalecencia debido a 

que lo niveles de anticuerpos disminuyen a las seis semanas pero estos cambios no 

diferencian entre Ja cura y la falla al tratamiento (en ambos casos se da una disminucién de 

los niveles de anticuerpos). Para diferenciar esto hay que evaluar el nivel de anticuerpos 6 

meses después del tratamiento. 

iii) Pruebas de aliento, son las que mas se han empleado para evaluar la erradicacion de la 

infeccién sobre todo en la poblacién pediatrica.”” 

17.2. Prevencién y erradicacion de # pyferi per vacunas. 

Debido a la incrementada resistencia a los antibidticos, el campo de la investigacién para fa 

erradicacion de H. pylori se ha centrado mas en el desarrollo de una vacuna y aunque no se 

han definido tas poblaciones que deban recibir tratamiento preventivo, el desarrollo de 

7 vacunas esta en proceso.'” 

La vacunacion ha sido ensayada en una variedad de modelos animales en los cuales se ha 

involucrado la administracién orogastrica de los antigenos en combinacién con adyuvantes 

mucosales tales como la toxina colérica y la enterotOxina termolabil de Escherichia coli. En 

ios animales una serie de inmundgenos confieren proteccion contra el desafio de infeccién 

con H. pylori, entre estos se encuentran sonicados bacterianos, la enzima ureasa purificada, 

subunidades de Ja ureasa (UreA y UreB) o porciones de Ja misma, la citotoxina Vac A 

purificada y las proteinas de choque térmico (HspA y HspB). 19:784691-119,173 

  

 



  

2. JUSTIFICACION 

La infeccion por H. pylori se encuentra distribuida en todo el mundo, como lo han 

demostrado estudios epidemioldgicos, se presenta tanto en los paises desarrollados como en 

los paises en vias de desarrollo; sin embargo en éstos Ultimos ademas de existir una mayor 

prevalencia Ja infeccion se adquiere a edad mas temprana.'*"° 

En nifios la infeccién por H. pylori revierte particular interés ya que la bacteria es importante 

en la génesis de patologias gastricas progresivas y la predisposicion al desarrollo de cancer 

pastrico. Ademas se ha observado que los nifios infectadas con H. pylori desarrojlan menos 

que los no infectados y son de menor estatura.°*3"!? 

En México, los problemas de desnutricion en gran parte de !a poblacion infantil son por 

todos conocidos; si a esto se suma el hecho de que las alteraciones provocadas por HH. pylori 

alteran fa digesti6n y por tanto disminuyen fa asimilacién de alimentos por parte del 

individuo, se esta hablando de problemas serios que causaran alteracién en el desarrollo del 

nifio. 

Dado lo anterior resulta de gran interés el contar con métodos de diagndstico sencillos, 

economicos, rapidos, sensibles y especificos que ayuden a identificar !a infeccion en 

pacientes pediatricos con algun trastorno gastrico. 

Debido a que aiin se desconoce el mecanismo exacto de transmisién de la infeccién y son 

varias las rutas propuestas, se hace necesario realizar el aislamiento del microorganismo a 

partir de materia fecal y placa dentobacteriana, para tener datos que aporten informacidén 

acerca del posible mecanismo de transmision. 
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3. HIPOTESIS 

. Si en el trastorno gastrico esta involucrado el H. pylori se esperaria aislarlo de biopsia 

gastrica, identificarlo en impronta y que la prueba de ureasa rapida sea positiva. 

. Si existe infeccion por H. pylori y no se logra el aislamiento, esta podra ser identificada 

por un método mas sensible como es el PCR. 

. Sila infeccion por H. pylori es transmitida por via oral-oral y/u oral-fecal, se esperaria 

aislarlo de heces y/o placa dentobacteriana. 

. Si existe colonizacién por H. pylori, se esperaria identificarlo por algun método invasivo 

y que los niveles de anticuerpos se encontraran considerablemente incrementados.
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

Comparar el valor diagnéstico del estudio histoldgico, cultivo, prueba de ureasa rapida, 

tincién de biopsia con Gram, serologia y PCR en el diagndstico de infeccién por H. pylori en 

pacientes pediatricos con algun trastorno gastrico. 

4.2 OBIETIVGS PARTICULARES 

1. Diagnosticar infeccién por H. pylori en pacientes pediatricos con algun trastorno gastrico 

empleando 5 pruebas invasivas y serologia. 

2. Comparar el valor diagnéstico del estudio histolégico, cultivo, prueba de ureasa rapida, 

ELISA y PCR en pacientes pediatricos que presenten algun trastorno gastrico. 

3. Evaluar la respuesta de anticuerpos anti-H. pylori en suero de los pacientes y determinar 

si los titulos correlacionan con la presencia de infeccion o dafio gastrico. 

4, Evaluar el patron de reconocimiento antigénico en los pacientes estudiados y determinar 

la existencia de proteinas comunes en los pacientes infectados. 

5. Aislar H. pylori de placa dentobacteriana y/o materia fecal, con el fin de aportar datos 

que ayuden a elucidar el posible mecanismo de transmisi6n.
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S. MATERIALES Y METODOS 

5.1. POBLACION 

Se estudiaron 100 pacientes pediatricos con trastornos gastrointestinales que acudieron al 

servicio de Endoscopias Pediatricas del Hospital General Centro Médico La Raza-IMSS de 

Julio de 1997 a Marzo de 1998. 

5.1.1. Criterios de inclusién 

Se incluyeron pacientes hospitalizados y de consulta externa que no hubieran consumido 

medicamentos antiulcerosos o de erradicacién de H. pylori cuando menos dos semanas antes 

del estudio, de los cuales se pidio consentimiento informado y firmado por los padres. 

§.1.2. Criterios de exclusién 

Se excluyeron pacientes con sangrado masivo de tubo digestivo, insuficiencia respiratoria 0 

algun tipo de incapacidad fisica para cooperar. 

5.2. TOMA DE MUESTRA 

Se tomaron muestras de: sangre, placa dentobacteriana, biopsias (de antro gastrico, esdfago 

y duodeno) y materia fecal. Los medios de cultivo y los reactivos empleados en todos los 

procedimientos se describen en el apéndice. 

5.2.1. Placa dentobacteriana 

Antes de realizar el estudio endoscépico, con ayuda de un limpiador de sarro, se tomé una 

muestra de placa dentobacteriana, se colocé en 0.5 ml de medio de transporte y se flev6 al 

laboratorio para cultivo. 
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5.2.2. Sangre 

Antes del estudio endoscépico se tomd una muestra de sangre por puncién venosa, para 

separar el suero, las muestras fueron centrifugadas a 2500 r.p.m. durante 5 min. Los sueros 

se conservaron a -20°C hasta el momento de su utilizacién. 

§.2.3. Biopsias 

Bajo anestesia general, se realiz6 panendoscopia (por un médico especialista) para evaluar 

tubo digestivo superior y obtener muestras de mucosa gastrica, se utiliz6 un endoscopio 

Pentax EG-2900 0 un fibroscopio Olympus XP-10. Se tomaron 4 biopsias de antro: la 

primera fue puesta en formaldehido al 10% para realizar examen histologico, la segunda fue 

colocada en 0.5 mi de medio de transporte y se llevé al laboratorio para realizar cultivo; la 

tercera biopsia se dividid en dos partes, una se empled para realizar un frote en portaobjetos 

y la otra para prueba de ureasa r4pida; la cuarta muestra se tomd en un tubo Eppendorf 

conteniendo 300 ul de agua desionizada y se conservé a -70°C hasta la fecha de su 

utilizacion. 

Ademias se tomo una biopsia de esdfago y una de duodeno (estas se emplearon solo para 

estudio histologico y se mencionan porque se relaciond el reporte del estudio, con la 

infeccién por H. pylor?) 

5.2.4, Materia fecal 

La muestra la tom6 el paciente (antes de asistir al estudio endoscdpico) en un frasco estéril 

de boca ancha. 

5.3. MET@DOS DE DIAGNGSTICS 

La identificacion de infeccién por H. pylori se realizd por: estudio histolégico, cultivo, 

prueba de ureasa rapida, tincién de biopsia con Gram, dos pruebas de ELISA y PCR. Para 

evaluar la existencia de algun patron de reconocimiento antigénico por parte de los pacientes 

infectados con H. pylori, se realizé inmunoelectrotransferencia (Fig, 7).77°7°7916h1? 

Como cepa de referencia se utilizé H. pylori ATCC43504. 
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5.3.1, Estudio histolégico 

Las muestras de biopsia fueron procesadas por métodos estandar y tefiidas con 

hematoxilina-eosina. El! criterio de positividad fue la presencia de bacterias con morfologia 

compatible con la de H. pylori (Esta prueba fue realizada por los patologos del HGCM-La 

Raza-IMSS).* 

5.3.2. Cultivo 

5.3.2.1. De biopsias y placa dentobacteriana 

Las muestras se maceraron en el medio de transporte y fueron sembradas en agar selectivo 

para #. pylori, las placas fueron incubadas durante 3-7 dias a 37°C en ambiente humedo y 

atmésfera microaerofilica generada por sobres (Oxoid BR39). La identificacion de H. pylori 

se realiz6 con base en la morfologia colonial (colonias translicidas borde liso de 1-2 mm de 

diametro), tincién de Gram (bacilo curvo Gram negativo), y la positividad a las siguientes 

pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, ureasa rapida y resistencia a Acido nalidixico.”””° 

§.3.2.2. De materia fecal. 

Se realiz6 segtin la técnica de Kelly, et al. (1994), con las siguientes modificaciones: la 

muestra fue homogeneizada en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.1, la mezcla fue filtrada 

primero en gasa para retirar los elementos mas grandes y posteriormente se centrifugd a 

7000 r.p.m./4°C durante 10 min, el paquete obtenido se lavé con el mismo amortiguador y 

fue centrifugado nuevamente a 7000 r.p.m./4°C durante 10 min. Tanto los sobrenadantes 

como los paquetes obtenidos de las centrifugaciones, fueron sembrados de la misma forma 

que las muestras de biopsia y placa dentobacteriana e incubados bajo las mismas 
we 6 

condiciones. 

5.3.2.3. Conservacién de las cepas aisladas. 

Las colonias seleccionadas se resembraron en agar selectivo para H. pylori y se incubaron 

por 3 dias bajo las mismas condiciones que el cultivo primario. Se confirmé pureza mediante 
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tincién de Gram y se realizaron nuevamente pruebas de catalasa, oxidasa y ureasa rdpida. 

Después de cosechar las cepas fueron conservadas a -70°C empleando como soporte caldo 

brucella-sangre de caballo al 50%.» 

5.3.3. Prueha de ureasa rapida. 

Se realiz6 en tubo con medio semisdlido de urea al 1%. Se utilizé un tubo por cada biopsia 

o colonia a identificar, la muestra se colocéd dentro del tubo y se observé cada 10 minutos 

durante la primera hora y cada 30 minutos hasta las 4 horas. En el caso de las biopsias, se 

incubaron hasta 24 horas a 37°C y se revisaron para confirmar prueba negativa. La 

hidrolisis de la urea se manifest6 por la presencia de un color rosado alrededor de la biopsia 

o del inoculo, lo cual indica un resultado positive.°™!” 

5.3.4. Tincién de biopsiacon Gram. 

Se realizd frote directo de la biopsia sobre la superficie de un portaobjetos limpio y 

desengrasado. La preparacion se fijo con metanol y se tifid con tincién de Gram, para 

posterior observacion al microscopio buscando la morfologia caracteristica de H. pylori.°™!* 

5.3.5. Pruebas de ELISA 

Las pruebas de ELISA se realizaron en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades 

Infecciosas del Centro Médico Nacional Siglo XXIJ-IMSS, siguiendo Ja técnica de 

Camorlinga, ef al, (1998). Se realizaron dos pruebas de ELISA indirecta para detectar la 

presencia de anticuerpos clase IgG. Los reactivos empleados en éstas técnicas fueron 

proporcionados por el Dr. Javier Torres Lopez (Jefe de la Unidad de Investigacion Médica 

en Enfermedades Infecciosas, CMN-Siglo XX]). 
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5.3.5.1, Prueba de ELISA con extracto total de H. pylori como antigeno. 

El antigeno empleado fue un sonicado de 3 cepas de H. pylori aisladas de pacientes 

mexicanos (un nifio y dos adultos), con a una concentracion de proteinas de 1 mg/ml. 

a) Acoplamiento del antigeno. 

El! antigeno fue diluido con amortiguador de carbonatos 0.05M pH 9.6, hasta una 

concentracién de 5 1g de proteina/ml. A partir de esta dilucién se transfirieron 100 pl a cada 

uno de fos pozos de una microplaca y se dejaron adsorber durante 12 horas a temperatura 

ambiente. Después de este tiempo se decantd la placa y se procedié a bloquear espacios 

libres. 

b)_ Bloqueo de espacios libres del micropozo 

EI bloqueo se realizo con 200 ul de amortiguador de fosfatos 0.5M pH 7.2-timerosal 

0.01%-tween 20, 0.05% (PBSTT)-gelatina 0.1% a cada pozo, las placas fueron incubadas 

por 3 horas a 37°C. Después de ja incubacion las placas fueron javadas tres veces con 250 yl 

de PBSTT. 

c) Incubacion con el anticuerpo primario   

Los sueros de los pacientes se diluyeron 1:1000 con PBSTT-gelatina 0-1%-gamaglobulina 

bovina 0.5%. 100 yl de los sueros diluidos se transfirieron a la microplaca (por duplicado) y 

se incubaron durante una hora a 37°C. Por cada microplaca se incluyé un control positivo y 

un contro! negativo. Después de la incubacidn las placas fueron lavadas tres veces con 250 

pl de PBSTT. 

d) Incubscion con el anticuerpo secundario 

A cada pozo se adicionaron 100 ul del conjugado ratén-anti-lgG humano acoplado a 

fosfatasa alcalina (Southern-Biotech, Birmingham, AL) diluido 1:1000 en PBSTT- 

gamaglobulina bovina 0.1%-albumina 1.0%. Se incubd a 37°C por una hora, terminada la 

incubacion las placas fueron lavadas 3 veces con 250 pl PBSTT. 

e) Revelado 

Como sustrato se prepardé una solucién | mg/ml de p-nitrofenil fosfato (Southern Biotech) 

en amortiguador de dietanolamina pH 9.8. Se adicionaron 100 ul del sustrato a cada pozo 

y se incub6é a temperatura ambiente durante 30 minutos (protegido de la luz). Transcurrido 
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el tiempo de incubacidon, se ley6 inmediatamente la densidad optica de cada pozo a 405 nm 

en un lector de ELISA (iEMS analyser, Labsystems, Finland).”” 

5.3.5.2. Prueba de ELISA utilizando proteina Cag A recombinante como antigeno. 

El antigeno empleado fue proteina CagA recombinante (Ora Vax, Cambridge, MA) con una 

concentracion de proteinas de | mg/ml. 

a) Acoplamiento del antigeno 

El antigeno fue diluido con amortiguador de carbonatos 0.05M pH 9.6, hasta una 

concentracién de 1 yg de proteinas/ml. A partir de esta dilucién se transfirieron 100 pl a 

cada uno de los pozos de una microplaca y se dejaron adsorber 12 horas a 4°C. Después de 

este tiempo, las placas se lavaron 4 veces con PBSTT. 

b) Bloqueo de espacios libres del micropozo 

El bloqueo se realizo con 200 pl de PBSTT-leche descremada 2.5% a cada pozo, las placas 

fueron incubadas por una hora a 37°C. Después de la incubacidn las placas fueron lavadas 4 

veces con 250 pl de PBSTT. 

¢) Incubacién con el anticuerpo primario 

Los sueros de los pacientes se diluyeron 1:200 con PBSTT-leche descremada 2.5%. 100 pi} 

de los sueros diluidos se transfirieron a la microplaca (por duplicado) y se incubaron durante 

una hora a 37°C. Por cada microplaca se incluyé un control positivo y un control negativo. 

Después de la incubacién las placas fueron lavadas tres veces con 250 jl de PBSTT. 

d)_ Incubacién con el anticuerpo secundario 

A cada pozo se adicionaron 100 yl del conjugado ratén-anti-IgG humano acoplado a 

fosfatasa alcalina (Southern-Biotech, Birmingham, AL) diluido 1:1000 en PBSTT-leche 

descremada 2.5%. Se incubé a 37°C por una hora, terminada la incubacion las placas fueron 

lavadas 3 veces con 250 pl de PBSTT. 

e) Revelado 

Se realizé de la misma forma que para el ELISA con extract total.” 
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El valor de corte para ambas pruebas se determin6 a partir de los valores de densidad Optica 

de 30 sueros de pacientes no infectados (determinados por cultivo e histologia) y 30 sueros 

de pacientes infectados. El umbral de positividad fue el promedio de la densidad dptica de 

los sueros de los pacientes no infectados + 3 desviaciones estandar. Una unidad ELISA fue 

definida como la relacién de la densidad Optica de !a muestra entre el valor de corte. Se 

consideré positive > 1 Unidad ELISA.” 

5.3.6. Inmunoelectrotransierencia 

Se realizé empleando como antigeno un lisado total de la cepa de referencia H. pylori 

ATCC 43504, ajustado a una concentracion de proteinas de | mg/ml.'“’ 

La separacion de proteinas se llevé a cabo por PAGE-SDS en gel vertical discontinuo segun 

técnica de Laemili (1970), bajo las siguientes condiciones: 450 jg de antigeno fue corrido en 

gel concentrador al 5% y gel separador al 12% a 15 mA durante 2.5 h en una camara de 

electroforesis (Mini-protean I cell, Bio-Rad). Como marcador se empleo un estandar de 

peso molecular (Sigma SDS-6H).*°!”7 

La transferencia a papel de nitrocelulosa se realizo segun técnica de Towbin, et al. (1979), 

bajo las siguientes condiciones: Las proteinas del gel de poliacrilamida fueron transferidas a 

papel de nitrocelulosa (Immobilon P40, Millipore 0.454m) a 10 mA durante 12 h en una 

camara de transferencia (Mini-transblot cell, Bio-Rad). Terminada la transferencia la 

membrana de nitrocelulosa fue lavada con agua destilada, secada al aire y cortada en tiras de 

2 mm de ancho. La tira correspondiente al marcador de PM se tifié con negro amido al 

0.1% 147,161 

Las tiras de papel de nitrocelulosa con antigeno adsorbido se procesaron de la siguiente 

forma: 
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a) Bloqueo de espacios libres en Ja membrana. 

Cada tira fue bloqueada con 800 ul de amortiguador Tris-HCl 0.1M pH 7.4-caseinato de 

calcio 5% por 30 min. a temperatura ambiente y posteriormente lavada 4 veces con 800 il 

de amortiguador de Tris-HCI 0.1M pH 7.4-Tween 20, 0.05%. 

b) Incubacion con el anticuerpo primario, 

Los sueros de los pacientes se diluyeron 1:20 con amortiguador Tris-HCI 0.1M pH 7.4- 

caseinato de calcio 0.5%. Las tiras de papel fueron incubadas con 800 pl de los sueros 

(diluidos) de los pacientes durante una hora a temperatura ambiente. Se incluyo un control 

positivo y un control negativo por cada placa. Al término de la incubacion, las placas fueron 

lavadas 4 veces con 800 il de amortiguador Tris-HC1 0.1M pH 7.4-Tween20, 0.05%. 

c) Incubacion con el_anticuerpo secundario 

A cada tira se adicionaron 800 yl del conjugado raton-anti-IgG,IgA e IgM humano 

peroxidado (Sigma Immuno Chemicals) diluido 1:2000 en amortiguador Tris-HCI! 0.1M pH 

7.4-caseinato de calcio 0.5%. Se incubo a temperatura ambiente por una hora, después de la 

incubacidn, las placas fueron lavadas 4 veces con 800 jul de Tris-HCl 0.1M pH 7.4-Tween 

20 0.05%. 

d) Revelado 

Como sustrato se preparo una solucién 0.6 mg/ml de 4-cloro-a-naftol (Sigma C8890), H.O2 

0.015%, en amortiguador de trietanolamina 0.02 M pH 7.2. Se adicionaron 800 ul del 

sustrato a cada tira y se incubo a temperatura ambiente durante 20 minutos (hasta observar 

la aparicion de bandas), después las tiras fueron lavadas 4 veces con 800 pl de Tris-HCl 

0.1M pH 7.4-Tween 20, 0.05% y secadas al aire.'*! 

5.3.7. PCR 

Para realizar esta prueba se empleo DNA extraido de las biopsias de los pacientes asi como 

de la cepa de referencia H. pylori ATCC 43504. 
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§.3.7.1. Extraccion de DNA 

La extraccion de DNA tanto de las biopsias como de la cepa de referencia se realizd 

siguiendo la técnica de Monteiro, et al. (1997), con las siguientes modificaciones: 

a) Lisis de las muestras 

Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 r.p.m./4°C durante 10 min, el sobrenadante fue 

descartado y el paquete se resuspendid en 300 ul de amortiguador de lisis pH 8.0, se 

adicionaron 7.5 ul de proteinasa K (20 mg/ml] (Promega) y se incubé a 55°C durante 2 

95,111   horas. 

b)_Extraccién de DNA 

Se realizaron 3 extracciones: la primera con fenol, la segunda con fenol-cloroformo-alcohol 

isoamilico (25:24:1) y la tercera con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Cada extraccién 

se realizd adicionando 300 yl, se agito y se centrifugo a 10,000 rp.m/4°C/10 min 

conservando la fase acuosa. Después de la ultima extraccién se adiciond 0.1 volumen de 

acetato de sodio 3M _ y dos volimenes de etanol frio. Se dejd a -20°C por 12 horas, 

posteriormente se centrifugd a 10,000 rp.m./4°C por 15 min y se lavé con etanol frio al 

70%. El DNA fue resuspendido en 50 ul de agua destilada. La concentracion de DNA fue 

calculada_realizando una dilucién 1:250 y leyendo densidad Optica a 260 nm en un 

espectrofotémetro (Beckman DU65), empleando el siguiente factor de conversion D.O. x 

95,111,147 12.5 = pg/pl El DNA asi obtenido se guardo a -20°C hasta la fecha de utilizacion. 

5.3.7.2, Amplificacién del gen vacA. 

La PCR se realizé de acuerdo con la técnica de Xiang, et al. (1995) con las siguientes 

modificaciones: 

La reaccion fue llevada a cabo en un volumen de 25 pl conteniendo: [10 mM Tris-HCl, 1.5 

mM MgCh, 50 mM de KCI] (Boehringer-Mannheim), 0.4 mM de deoxinucledtidos 

trifosfato [dATP, dCTP,dGTP y dTTP] (Promega), 35 pmol de cada iniciador F6 [GCT 

TCT CTT ACC ACC ATT GC] (GIBCO, BRL) y R20 [TGT CAG GGT TGT TCA CAA 

TG] (GIBCO, BRL), 2.5 U de Taq-DNApol (Boehringer-Mannheim), 10 ng de DNA de la 

cepa pura y 100 ng de DNA cromosomal en el caso de las biopsias, para amplificar un 

fragmento de 1160 pb. 

Be
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Las condiciones de reaccién en el termociclador (Perkin Elmer) fueron: 1 minuto a 94°C, 1 

minuto a 58°C, 1 minuto a 72°C por un total de 25 ciclos y un tiempo de extension de 10 

minutos a 72°C, enfriado a 4°C por 10 min. Por cada corrida se incluy6 un contro! negativo 

y un control positivo.'” 

§.3.7.3. Deteccién y analisis de los productos de DNA amplificados. 

Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles horizontales de 

agarosa al 1.4% corridos en TBE 0.5 X a 100V por I h. y tefiidos con bromuro de etidio. 

Como marcador se uso el ladder 123pb (Sigma, D5042),'4"1” 

Se consideré como resultado positivo la obtencién del producto de 1160 pb. 

5.4. DEFINICIONES 

La evaluacién y comparacion de las pruebas diagnésticas se realizo tomando en cuenta los 

siguientes criterios: 

1. Tomando como referencia el cultivo y/o el estudio histolégico, que son las técnicas 

tradicionalmente empleadas como “esténdar de oro”. De este modo un paciente se 

considero positivo cuando una o ambas pruebas fueron positivas y negativo cuando las dos 

fueron negativas. La decision de considerar dos pruebas como referencia para realizar el 

analisis de discrepancia se tomé de acuerdo a lo reportado por Koumans, et al. (1998) y 

Miller (1998).°797* 

2. Tomando como referencia la positividad a 4 de las 7 pruebas evaluadas, dada la baja 

sensibilidad del cultivo y el estudio histolégico, ya que [a infeccién se distribuye en 

parches.*” De este modo un paciente fue considerado positivo con 4 0 mas pruebas positivas 

(de las 7 evaluadas) y negativo cuando menos de 4 pruebas fueron positivas. 

Un paciente se consideré verdaderamente no infectado, cuando todas las pruebas fueron 

negativas. 

Be 
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En ambos casos, los pacientes positivos a la prueba de referencia con resultado positivo a la 

prueba evaluada verdaderos positivos (VP); mientras los pacientes negativos con resultado 

negativo a la prueba evaluada, se consideraron verdaderos negativos (VN). Los pacientes 

positivos con resultado negativo a la prueba evaluada, se consideraron falsos negativos 

(FN), mientras que los pacientes negativos con resultado positivo a la prueba evaluada, se 

consideraron falsos positivos (FP). 

5.5. AMALISIS ESTADISTICO 

Para realizar el analisis estadistico, se calculo el total de casos positivos y negativos para 

cada prueba. Los porcentajes de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor 

predictivo negativo y eficacia de las pruebas fueron calculados segun Fescina, ef al, (1985). 

Las ecuaciones empleadas asi como la Matriz de decision se muestran a continuacién: 

Tabla de doble entrada (Matriz de decision) para 

calcular porcentajes de sensibilidad y especificidad 

  

  

  

  

              
  

de Jas pruebas diagnosticas. 
Prueba de 

teferencia 
+ - 

Prueba a + vP FP 

evaluar - FN VN 
Total 

Sensibilidad (S) = VP x 100 Especificidad (E) 

VP +FN 

Valor predictivo = __YP__._ x 100 Valor predictivo 

positivo (VPP) VP +FP negativo (VPN) 

Eficacia = VP + VN x 100 

VP + FP + VN + FN 

1) 
i 

VN x 100 

VN + FP 

—YN._ x 100 
VN + FN 
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La correlacién de las pruebas diagnosticas fue realizada por chi-cuadrada (X*) comparando 

cada prueba con el estandar y realizando también la correlacién del conjunto de pruebas con 

un nivel de significancia a = 0.01. 

Para el conjunto de pruebas se planted: 

Ho: Todas las pruebas tienen el mismo valor diagndstico que el estandar. 

Ha: Al menos una de las pruebas no tiene el mismo valor diagnéstico. 

Se rechaza Ho si la X” calculada > X? o9)5. 

Para el analisis de las pruebas individuales se planted: 

Ho: La prueba evaluada tiene e) mismo valor diagnostico que el estandar. 

Ha: La prueba tienen diferente valor diagnéstico. 

Se rechaza Ho sila XY’ calculada >X’ 091.1. 

La X’ calculada se obtuvo con el total de casos positivos y negativos para cada prueba, y 

calculando los casos positivos y negativos esperados para sustituir en la ecuacién de X’, de 

acuerdo al cuadro y las ecuaciones mostradas a continuaci6n: 

  

  

  

  

          

Estandar Prueba(s) a evaluar 

Positivos | Casos observados (0,) | Casos observados (62) | Total de renglon (Tp) 

Negatives | Casos observados (03) | Casos observados (0,) | Total de renglon (Tg) 

Total de columna (Tc) { Total de columna (Tc) | Total de totales (T1)     

Tc = 2 casos observados en lacolumna = T, = & casos observados en el renglon 

Tr=ZUTc=2Tr 
=n 

Casos esperados (€) =_Tc_x Ts X caleulada=2 (02 - Sy 

Tr fl & 
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6. RESULTADOS 

6.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA 

De los 100 casos estudiados 44 fueron nifias y 56 fueron nifios, con edad promedio de 8 

afios. La mayoria de los pacientes (78%) fueron residentes del Distrito Federal y Estado de 

México. El diagnéstico por el cual se solicité estudio endoscdpico fue variable, siendo los 

mas comunes el sindrome acido-péptico (46%) y dolor abdominal recurrente (31%) (Cuadro 

8). 

Cuadro 8. Caracteristicas de la poblacion estudiada. 
  

  

      

Pacientes estudiados 

(n= 100) 
Edad en afios cumplidos 

media + SD (rango) 8447-17) 
Género 

femenino:masculino (relacién) 44:56 (1:1.3) 

Lugar de residencia No. = % 

Distrito Federal 34 

Estado de México 44 

Hidalgo 4 

Guanajuato 1 

Sin datos 17 
Diagnostico* No. = % 

Dolor abdominal recurrente 31 

Sindrome acido-péptico 46 

Evaluacién postfunduplicacién 20 
Antecedente de infeccién con H. pylori 13 

Sangrado de tubo digestivo alto 5 

Gastropatia congestiva 1 
Diartea prolongada 1 

Sin antecedente de problema digestivo 4 
  

* EI total es mayor al 100%, debido a que algunos nifios (n = 21) 

presentaron cuadros combinados.
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EI nivel socioeconémico de la poblacion estudiada en general fue bajo, los padres de los 

nifios dijeron percibir en promedio un salario minimo (71%) y solo el 12% dijo percibir 

salarios mayores. En 71% de los casos dijeron contar con casa propia o vivir en casa de 

algun familiar sin pagar renta y contar con todos los servicios, 12% dijo vivir en casa rentada 

con todos los servicios y en 17% de los casos no se tuvieron datos. Con respecto al nivel 

educativo de los padres (considerando el maximo nivel del padre o la madre) 12% dijeron 

ser profesionistas, 6% dijo tener bachillerato y 65% dijo haber concluido la secundaria. 

(Figura 8). 

A 
B . Mas de} 

Sin datos minimo Sin datos Renta 17% 12% 2 

     

  

ui 

Casa propia 
MY 

Minimo 
71% 

  

c 

Sin datos Profesional 
17% 12% 

  

Bachillerato| 
6% 

Secundaria 
65% 

Figura 8. Nivel socioecondmico de los padres de fos nifios estudiados. 
A) Ingreso mensual, B)Tipo de vivienda y C) Nivel educativo. 

6.2. DIAGNOSTICS ENDOSCOPICO 

Los diagnésticos endoscépicos fueron principalmente esofagitis (65%), gastritis (47%), 

gastritis nodular (24%), hiato laxo (36%) y duodenitis (31%) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Diagnosticos endoscopicos en la poblacion 

  

  

estudiada 

Diagnéstico endoscdpico No. = % 

Esofagitis 65 
Gastritis 46 

Gastritis nodular 25 

Hiato laxo 36 

Duodenitis 31 

Hernia hiatal 9 

Ulcera gastrica 2 

Normal 7         
El total suma mas del 100% debido a que los pacientes 

presentaron cuadros combinados. 

6.3. MUESTRAS OBTENIDAS 

Se obtuvieron 832 muestras, que incluyeron 400 biopsias de antro, 100 biopsias de esdfago, 

100 biopsias de duodeno, 100 muestras de sangre, 89 muestras de placa dentobacteriana y 

43 muestras de materia fecal (Cuadro 10). 

Cuadro 10. Relacion de muestras obtenidas. 
  

  

Tipo de muestra Numero de mnuestras 
Biopsia de esdfago 100 
Biopsia de antro gastrico 400 
Biopsia de duodena 100 

Placa dentobacteriana 89 
Materia fecal 43 

Sangre 100 

Total = 632         
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GA. DIAGNOSTICS DE LABGRATORIO 

GAL Estudio histolégice 

Esta es la técnica que se sigue de rutina en el HGCM-La Raza. Por esta técnica fueron 

reportados 13 casos positivos (presencia de gastritis cronica con flora bacilar adherente), 84 

negativos (57 con mucosa normal y 27 con gastritis cronica, sin flora bacilar adherente) y 3 

biopsias fueron reportadas como muestra insuficiente (estas 3 muestras correspondieron a 

pacientes que dieron negativas las demas pruebas) (Fig. 9). 

a Total 

ONormat 

SIGCSFBA 

3 

  

Negativo Positivo BI 

Hallazgo histolégico 

Figura 9, Hallazgos histologicos en la poblacién estudiada. Se 
obtuvieron 13 casos positivos, 84 negativos [57 con mucosa normal, 

27 con gastritis cronica sin flora bacilar adherente (GCSFBA)] y 3 

biopsias fueron reportadas como insuficientes (BY). 

GA2. Cultive 

De las muestras cultivadas, solo se logré aislar H. pylori a partir de biopsia, no se logré 

ningun aislamiento de placa dentobacteriana o materia fecal. Se obtuvieron un total de 16 

aislamientos, identificados como colonias caracteristicas de H. pylori y confirmadas con 
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tincién de Gram, catalasa, oxidasa y ureasa rapida (las 3 positivas) y la resistencia a acido 

nalidixico. 

643. Ureasa rapida 

Se obtuvieron 24 casos positivos, la mayoria de las pruebas dieron positivas antes de una 

hora y como maximo se presenté prueba positiva a las 4 horas. A pesar de que las muestras 

se incubaron hasta 24 horas, no se observé cambio en las muestras que fueron negativas a 

las 4 horas. 

GAA. Tincién de biopsia con Gram 

Se obtuvieron 23 casos positivos, evidenciados por la presencia de bacilos espirales Gram 

negativos caracteristicos de H. pylori (Fig. 10). 

  

Figura 10. Impronta directa de biopsia tefiida con la técnica de 
Gram. Se observa la morfologia caracteristica de H. pylori (alas de 

gaviota y forma de S). 

De las pruebas microbiologicas (cultivo, ureasa rapida y tincién de biopsia con Gram) se 

obtuvieron un total de 24 pacientes positivos. Los 16 pacientes con aislamiento positivo 

fueron positivos también por prueba de ureasa rapida y tincién de biopsia con Gram (Fig. 

11).
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Negativo Positive 

Diagnéstico de infeccién 

Figura 11. Diagndstico de ta infeccién por H. pylori empleando 

pruebas microbiolégicas. El diagndéstico se realizé por: Prueba de 

ureasa rapida (UR), tincién de biopsia con Gram (G) y cultivo (C). 

GAS. Pruebas de ELISA 

Las pruebas seroldgicas detectaron un total 58 casos positivos (30 a ambos antigenos, 23 

solo a extracto total y 5 solo a proteina CagA recombinante) y 42 negativos (Fig. 12). 

  

Positive Negativo 

Resultado de ELISA 

Figura 12. Sueros positivos y negativos a H. pylori por 

prueba de ELISA. Antigenos empleados: Extracto total (ET) 
y proteina CagA recombinante (CA).   
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En general la respuesta a extracto total fie menor que a proteina CagA, los titulos de 

anticuerpos contra extracto total fueron muy cercanos al valor de corte y no mayores a 10 U 

ELISA, en tanto que fos titulos contra CagA alcanzaron valores de 10-24 U ELISA en 

31.4% (11/35) de los casos positivos (Figura 13). 83.3% (15/18) de los pacientes con titulos 

> 4UELISA para CagA dieron prueba de ureasa rapida y tincion con Gram positivas (entre 

estos se encuentran los 7 que dieron positivas a todas las pruebas). 

Ca
ga
, 

U 
EL

IS
A 

  

  

o 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 

Extracto total, U ELISA 

Figura 13. Niveles de anticuerpos IgG contra extracto total 

de #. pylori y proteina CagA recombinante, detectados por 

prueba de ELISA en la poblacién estudiada. 

GA6. Inmunoeloctretransterencia 

En este ensayo, al enfrentar los sueros de los pacientes contra un lisado de H. pylori ATCC 

43504 se observé una banda comin en todos los pacientes, esta banda correspondid a una 

proteina de aproximadamente 84 kDa. La respuesta fue un tanto heterogénea, sin embargo 

se observé un reconocimiento a 7 proteinas (101-133 kDa) por parte de los pacientes que 

fueron positivos a alguna de las pruebas microbiolégicas y que no se present en aquellos 

que fueron negativos a dichas pruebas. Estos pacientes fueron positives por serologia a 

extracto total y proteina CagA recombinante y la intensidad de la bandas correlaciond con 

los titulos de anticuerpos, ya que los carriles que presentaron las bandas mas intensas, 
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correspondieron a los sueros de los pacientes con titulos mas altos. Otro dato interesante lo 

constituyen los sueros que fueron positivos tinicamente por ELISA que reconocen ademas a 

una proteina de aproximadamente 97 kDa (Fig. 14). 

  

Figura 14. Inmunoelectrotransferencia de los sueros de los pacientes 
enfrentados a un lisado de H. pylori ATCC 43504. PM = marcador de 

peso molecular. Carriles = 5, 9, 12, 16, 23, 24, 25 y 28 pacientes que 

dieron positiva al menos una prueba microbiolégica 

GA. PCR 

La PCR se estandarizé con DNA de la cepa H. pylori ATCC 43504 que es CagA‘/VacA’. 

Con la cepa de referencia, se obtuvo una sola banda que correspondi6 al producto esperado 

(1160 pb) no obteniéndose amplificaciones inespecificas (Fig. 15). El DNA de tres biopsias 

de pacientes que fueron negativos por pruebas microbioldgicas, estudio histolégico y 

serologia, se emplearon como controles negativos, ademas del control negativo de reactivos 

(sin DNA), ninguna de las cuales amplificd con los iniciadores usados. 

El DNA extraido de las biopsias de ios pacientes se empleo para hacer la prueba de PCR sin 

embargo no se logré ninguna amplificacién, por lo que tuvo que correrse un doble PCR, 

usando los mismos iniciadores y como molde e! producto del primer amplificado. En este 

segundo PCR si se logré amplificar el producto de 1160 pb, aunque en algunos casos se 

obtuvieron algunas bandas inespecificas (Fig. 16). 
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Fig. 15. PCR para la deteccién del gen VacA en H. pylori 

ATCC 43504. M = Ladder 123 (Sigma). Carril 1= control 

negativo. Carriles 2-4 H. pylori ATCC 43504. 

123 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
a joe     

1160 

na 

Fig. 16. PCR para 1a deteccién del gen VacA en las biopsias de 

los pacientes. M > Ladder 123 (Sigma). Carril 1 = control 

negativo. Carril 2 = Control positive (H. pylori ATCC 43504). 

Carriles = 3-13 biopsias de los pacientes.   
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Por ésta técnica se obtuvieron 16 casos positivos y 84 negatives. Todos los casos positivos 

por PCR fueron también positivos al menos a dos de las pruebas microbiologicas, aunque no 

todos los casos positivos a pruebas microbioldgicas o histologia (en los cuales se identificé 

la presencia de la bacteria) fueron positivos por la PCR (Cuadro 11). 

6.5. COMPARACION DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS 

Los resultados de todas las pruebas fueron confrontados para poder compararlas. (Cuadro 

11). 

Cuadro 11. Relacién de estudio histolégico, cultivo, prueba de ureasa rapida, tincién 
con Gram, ELISA (extracto total yCagA) y PCR, que dieron indicios relacionados 

con infeccién por fH. pylori. 
  

    
  

No: de Analisis] Cultivo.) Ureasa ELISA | ELISA .| PCR 
pacientes. {-histolégico rapida 3 (ET). | (CagA) 

7 + + + + + + + 

2 - + + + + + + 

2 - + + + + + - 

2 + - + + + + + 

1 + - + + + + - 
1 + + + + - - + 

1 + + + + + - : 
1 - + + + - + + 

1 - - + + + + + 

2 - + + + - - + 

3 - - + + + - - 
1 + - + - + - - 

15 - - - - + + - 
18 - - - : + - - 
4 - - - - - + - 

39 - - - - - : - 
Total 100 13* 16* 24* 23* 53* 35* 16*                   
  

(+) prueba positiva (-) prueba negativa (ET) Extracto total (CagA) Proteina CagA recombinante 

(*) Sumatoria de los casos positives. 
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6.5.1. Comparaci6n empleando como referencia el cultive y/o estudio histolégico. 

Ejemplo de como se calcularon los porcentajes de sensibilidad, especificidad, valor 

predictivo positivo, valor predictivo negativo y eficacia para la prueba de ureasa rapida. 

  

  

  

                

Cultivo / estudio histolégico 
+ - Total 

Ureasa + 20 4 24 

rapida : 0 76 76 

Total 20 80 100 

Sensibilidad =__20__ x 100 = 100% Especificidad = _76 x 100 = 95% 
20 +0 T6+4 

VPP = 20 x 100 =83.3% VPN =__76__ x 100 = 100% 

20+4 76+0 

Eficacia =____20 + 76 x 100= 96% 

20+4+76+0 

El mismo procedimiento se siguid para las demas pruebas. De los métodos invasivos la 

ptueba de ureasa rapida dio el mayor porcentaje de sensibilidad (100%), seguida por la 

tincion de biopsia con Gram (95%). La prueba que dio el mayor porcentaje de especificidad 

fue la PCR (98.8%) sin embargo presentd baja sensibilidad (75%). En el caso de las pruebas 

serologicas ambas presentaron baja sensibilidad y especificidad (80%/54%) para extracto 

total y (75%/75%) para la proteina CagA recombinante (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Sensibilidad y especificidad dela prueba de ureasa rapida, tincién de 

  

   
  

biopsia con Gram, serologia y PCR. ; 

- Brucba | Sensibilidad | Bespecificidad | VPP | VPN | Eficacia 
ee cob es 2 OO) Te) @) 
Ureasa rapida 100 95 83.3 100 96 

Tincién con Gram 95 95 82.6 98.7 95 

ELISA (ET) 80 54 30.2 91.5 59 

ELISA (CagA) 15 75 43 92.3 75 

PCR 75 98.3 93.8 94 80                 

Como pruebas de referencia se emplearon el andlisis histlgico y el cultivo. 
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Ejemplo de como se calculo X” para correlacionar el valor diagnéstico de las pruebas. 

  

  

  

                      

Estudio Ureasa | Tincién | ELISA | ELISA 
histolégico rapida con (ET) (CagA) } PCR } Total 

y/o Cultivo Gram 

Positivos 20 24 23 53 35 16 { 171 

Negativos 80 76 71 47 65 84 | 429 

Total 100 100 100 100 100 100 | 600 

Casos positivos = 171 x 100 = 28.5 Casos negativos = 429 x 100 = 71.5 
esperados 600 esperados 600 

X* calculada = (20 - 28.5)? + _(24 28,5)? + (23-28.5)2 +_(53.- 28.5)? + (35-285)? +_(i6 - 28.5)? 

28.5 28.5 28.5 28.5 28.5 28.5 

+ (80-71 5)2 + (16-7) 5)? +4(21-U 5)2 +{41-0) 5)? + {65271 5)? + (84-71 5 

71.5 TS 71.5 71.5 TLS 71.5 

X’ calculada = 45.16 X oors = 15.08 

Como Xcalculada = 45.16 > X*oo,5 = 15.08, se rechaza Ho. Al menos una de las pruebas no 

guarda correlacién y se confirma que no todas las pruebas tienen el mismo valor diagndéstico. 

Al correlacionar cada una de las pruebas con el estandar (de la misma forma como se hizo 

para el conjunto), se obtuvo que la unica que no guarda correlacion es la prueba de ELISA 

con extracto total (a=0.01), misma prueba que dio los porcentajes mas bajos de eficacia y 

especificidad (Cuadros 12 y 13). 

Cuadro 13. Valor de X* para las pruebas de ureasa rapida, tincién con Gram, 

      

  

serologia y PCR comparadas con el cultivo y/o estudio histolégico. a=0.01, gi = 1 

Ureasa rapida 0.460 6.635 0.460 < 6.635 | Se acepta Ho 
Tincién con Gram 0.249 6.635 0.249 < 6.635 | Se acepta Ho 

ELISA (ET.) 23.48 6.635 23.48 > 6.635 | Se rechaza Ho 

ELISA (CagA) 5.64 6.635 5.64 < 6.635 | Se acepta Ho 
PCR 0.538 6.635 | 0.538 < 6.635 | Se acepta Ho             
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6.5.2. Comparacion empleando como estandar fa positividad a 4 o mds prueias {de las 

siete evaluatas). 

Para calcular el valor diagnéstico de las pruebas empleando este criterio, primero se evalud 

la concordancia entre las mismas (Cuadro 14). Dado que no se encontraron diferencias 

significativas (a = 0.01) empleando > 3, > 4 o > 5 pruebas positivas y que, con > 4 [a 

concordancia entre las pruebas es del 80% o mas (excepto para estudio histolégico), se 

decidié emplear > 4 como prueba de referencia. 

Cuadro 14. Concordancia de las pruebas diagnésticas para H. pylori 
cuando la infeccién es definida como > 3, > 4, > 5 0 > 6 pruebas 

  

  

positivas. 

Prueba diagnéstica | Concordancia (%) 
Pruebas | Pruebas | Pruebas | Pruebas 

positivas | positivas | positivas | positivas 

23 >4 >5 >6 
(n= 24) | @=20) | @=18) | @=1) 

Invasivas 

Estudio histolégico | 54.2 60 66.7 81.8 

Cultivo 66.7 80 7718 81.8 
Ureasa rapida 100 100 100 100 
Tincién con Gram 95.8 100 100 100 
PCR 66.7 80 718 100 

No Invasivas 

ELISA (ET) 83.3 80 88.9 100 
ELISA (CagA) 66.7 80 88.9 100             
  

El célculo de sensibilidad y especificidad, asi como valor predictivo positivo, valor 

predictivo negativo y eficacia de las pruebas, se realizo de la misma forma que el puto 

anterior. Se calcularon los valores para > 3, > 4 y > 5 (Cuadros 15,16,17). Cuando se 

empleo > 4 como referencia, el mayor porcentaje de sensibilidad y especificidad 

correspondid a la tincion de biopsia con Gram (100%/96.3%), seguido de la prueba de 

ureasa rapida (100%/95%), el estudio histolégico presento el valor mas bajo de sensibilidad 

    

 



Cuadro 15. Sensibilidad y especificidad del estudio histolégico, cultivo, ureasa rapida 

tincion de biopsia con Gram, PCR, y serologia. 
  

  

    

"Prueba Sensibilidad | Especificidad | VPP. | VPN | Eficacia 
@) %) Cy | OM) %) 

Pruebas invasivas 

Estudio histologico 54.2 100 100 87.4 89 
Cultivo 66.7 100 100 90.5 92 

Ureasa rapida 100 100 100 100 100 

Tincién con Gram 95.8 100 100 98.7 99 
PCR 66.7 100 100 90.5 92 

Pruebas no invasivas 

ELISA (ET) 83.3 56.6 37.7 91.5 63 
ELISA (CagA) 66.7 75 45.7 87.7 73           

Como pruebas de referencia se empleo > 3 pruebas positivas. 

Cuadro 16. Sensibilidad y especificidad del estudio histoldgico, cultivo, ureasa rapida 
tincién de biopsia con Gram, PCR, y serologia. 
  

  

        

Prueba ‘Sensibilidad: | Especificidad ||. VPP] VPN | Eficacia 
: : 2] % COs} CH) (%) 
Pruebas invasivas 

Estudio histolégico 60 98.8 92.3 90.8 91 

Cultivo 80 100 100 95.2 96 

Ureasa rapida 100 95 83.3 100 96 
Tincién con Gram 100 96.3 87 100 97 

PCR 80 100 100 95.6 96 
Pruebas no invasivas 

ELISA (ET) 80 53.8 30.2 91.5 59 
ELISA (CagA) 80 76.3 45.7 93.8 77         Como pruebas de referencia se empleo > 4 pruebas positivas. 

Cuadro 17. Sensibilidad y especificidad del estudio histolégico, cultivo, ureasa rapida 

  

    

    

  

  

  

tincién de biopsia con Gram, PCR, y serologia. _—_ 

pe ee Oe) . OD | zs): %) 
Pruebas invasivas 

Estudio histolégico 66.7 99.8 92.3 93.1 93 
Cultivo 777 97.6 87.5 95.2 94 
Ureasa rapida 100 92.7 5 100 94 
Tincién con Gram 100 93.9 73.3 100 95 
PCR 717 97.6 87.5 95.2 94 

Pruebas no invasivas 

ELISA (ET) 88.9 54.9 30.2 95.7 61 
ELISA (CagA) 88.9 768 45.7 96.9 79           
  

Como pruebas de referencia se empieo > 5 pruebas positivas. 
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(60%) aunque alta especificidad (98.8%). Las pruebas se ELISA dieron el mismo porcentaje 

(80%) de sensibilidad, sin embargo la especificidad de CagA (76.3%) fue mayor que la de 

extracto total (53.8%). 

Al correlacionar las pruebas con la prueba de referencia (> 4 pruebas positivas), se obtuvo 

que la Gnica que no guarda correlacién es la prueba de ELISA con extracto total (a=0.01). 

Cuadro 18, Valor de x” para el estudio histoiégico, cuitivo, prueba de ureasa 

rapida, tinci6n con Gram, PCR y ELISA (extracto total y proteina CagA) 

  

  

comparadas con > 4 pruebas positivas. a=0.01, gl=1 

Praca diagnostica | X° calculada |X’ ox |°-Comparacién. |Decision 
Pruebas invasivas 
Estudio histolégico 1.778 6.635 } 1.778 < 6.635 Se acepta Ho 
Cultivo 0.542 6.635 } 0.542 < 6.635 | Seacepta Ho 
Ureasa rapida 0.466 6.635 } 0.466 < 6.635 | Seacepta Ho 
Tincién con Gram 0.266 6.635 | 0.266 < 6.635 Se acepta Ho 

PCR 0.542 6.635 | 0.542 < 6.635 | Seacepta Ho 
Pruebas no invasivas 
ELISA (ET.) 23.49 6.635 23.49 > 6.635 Se rechaza Ho 

ELISA (CagA) 5.64 6.635 | 5.64 < 6635 Se acepta Ho               
6.6. COMPARACION DEL DIAGNGSTICO CLINICG, HALLAZGGS ENDOSCEPICES E HISTELOGICES 

CON LAINFECCION POR & ayfert. 

La comparacién del diagnéstico clinico, hallazgos endoscdpicos e histologicos con la 

infeccién por H. pylori se realizé tomando en cuenta que los pacientes infectados son los 

que dieron > 4 pruebas positivas. No se observo un diagndstico clinico que estuviera 

fuertemente asociado a la infeccién, 50% de fos pacientes infectados presentaron sindrome 

acido péptico, sin embargo el 45% de los que fueron negativos tuvieron este mismo 

diagnéstico (Cuadro 19). 

  

 



64 

Por endoscopia se obtuvo la gastritis nodular fue ef hallazgo que estuvo fuertemente 

asociado a infeccién, 90% de los pacientes infectados presentaron gastritis nodular, en tanto 

que este patron se presento solo en el 8.8% de los casos negativos (Cuadro 20). 

Cuadro 19, Comparacién del diagnéstico clinico con la infeccién por 

H. pylori, considerando >4 proche 1S positivas. 
  

  

        

H. pylori) | HL pylori ©) 
Diagndstico clinico f= 20) Gr= 80): 

Nor (%) | No. (%) 
Dolor abdominal recurrente 7 (35) 24 (30) 

Sindrome acido-péptico 10 (50) 36 (45) 

Evaluacion postfunduplicacion 6 (30) 14 (17.5) 

Antecedente de infeccién por H. pylori 9 (45) 4 6) 
Sangrado de tubo digestivo alto 16) 4 6) 

Gastropatia congestiva 1 (5) — 
Diarrea prolongada —_ _— 
Sin antecedente de problema digestivo 1 6) 3 B28) 
  

Cuadro 20. Comparacion de los hallazgos endoscépicos e histoldgicos 
con a infeccion por H. Byler, considerando > 4 pruebas positivas. 
  

  

‘pylori @ H pylon. oO 
@= 20)" (n= 80) 

. : No (6) No. Cay 

Endoscopia 

Esofapitis 12 (60) 53 (66.3) 
Hernia hiatal 3 (15) 6 (7.5) 

Histo laxo 6 (30) 30 (37.5) 
Gastritis 3 (15) 43 (53.8) 

Gastritis nodular 18 (90) 7 @28) 

Ulcera gastrica 2 (10) _— 

Duodenitis 6 G0) 25 (31.3) 

Normal — T (8.8) 

Estudio histolégico 

Esofagitis cronica 1 6) 4 6) 
Gastritis crénica 7 (35) 20 (25) 

Gastritis activa 13 (65) — 

Duodenitis crénica 1 6) 4 6) 

Sin alteraciones 2 40) 55 (68.8)         
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7. DISCUSION 

La infeccién por H. pylori ha sido establecida como factor etiolégico importante en la 

enfermedad Acido-péptica en nifios y adultos. Los estudios realizados en poblaciones 

pediatricas, han incluido pacientes de hasta 17 0 18 afios de edad.'*””***!_ En el presente 

trabajo se incluyeron pacientes de 0-17 afios, debido a que la edad pediatrica considerada en 

el HGCM-”La Raza”. 

Se ha reportado que el nivel socioeconémico esta relacionado con la adquisicién de la 

infeccién, siendo mas frecuente en personas con bajo nivel socioeconémico.'” El grupo de 

trabajo en fisiologia gastrointestinal de Perd-Baltimore (1990)'** realizé un estudio para 

evaluar la relacién entre edad, sexo, y nivel socioecondmico, encontrando un mayor 

predominio de la infeccién en los pacientes que fueron atendidos en los hospitales publicos, 

que en los hospitales privados; un mayor porcentaje de infectados al incrementar la edad de 

la poblacién estudiada, no encontrando prevalencia de la infeccién relacionada al sexo.'*"” 

En este trabajo, se observé que un alto porcentaje (71%) de las familias de los nifios 

estudiados que percibié salarios minimos. No se encontré prevalencia de trastornos gastricos 

relacionada al sexo, de los 100 casos atendidos, 44% fueron nifias y 56% fueron nifios. Los 

pacientes positivos a la infeccién por H. pylori estuvieron distribuidos en todas las edades el 

numero de casos positivos asi como la respuesta de IgG anti-H. pylori incrementd de 

manera proporcional con la edad del paciente. Esto coincide con los datos reportados en la 

140,159 
poblacién mexicana. Los 7 casos positivos a todas las pruebas se encontraron 

distribuidos entre los 2 a 17 afios de edad. 

Sarker, et al. (1997) reportaron que los hijos de madres analfabetas tienen un 2.5% mas 

riesgo a contraer la infeccion que los hijos de madres que saben leer y escribir." 
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E] 65% de los padres de los nifios aqui estudiados curso la educacién media basica y, aunque 

no se trata de padres analfabetas, el bajo nivel educativo repercute en la mala higiene de los 

nifios (en varios de los pacientes atendidos se observaron deficiencias en la higiene 

personal). 

Entre los factores de riesgo que favorecen la infecci6n por H. pylori se encuentran: el 

consumo de agua y alimentos contaminados, asi como el tipo de alimento.**'” En la 

poblacién aqui estudiada, el 71% de los padres entrevistados dijo tener casa propia o vivir 

con algun familiar, contar con todos los servicios, tener cuidado en la preparacién de los 

alimentos y consumir agua hervida o purificada. 

Malaty, et al. (1994)'* reportaron que la infeccién por H. pylori esta relacionada con 

factores genéticos y ambientales, no obstante que no se trabajo con familias completas se 

obtuvieron datos que concuerdan con este reporte; uno de fos pacientes estudiados que 

result6 ser positivo a infeccién por H. pylori dijo tener un hermano gemelo con problemas 

gastricos, se solicité autorizacién de la madre para incluirlo en el estudio y result6é ser uno 

de los pacientes que dieron positivas a todas las pruebas. Algo similar sucedié con uno de 

los hermanos y los padres de dos de los pacientes estudiados, debido a que presentaban 

problemas gastricos y no respondian al tratamiento se solicité el estudio de la familia 

completa (los padres y 3 hijos) resultando todos positivos por pruebas serolégicas, ademas 

de identificar la presencia del microorganismo por prueba de ureasa répida e impronta tefiida 

con Gram en el padre y uno de los hijos. Estos datos comprueban también la prevalencia 

intrafamiliar de la infeccién, reportada por Mendall, et al. (1992).' 

En los nifios infectados con H. pylori es comin la dispepsia no ulcerosa y algunos presentan 

dolor abdominal severo, observandose una disminucién de los sintomas una vez que la 

infeccion con H. pylori ha sido erradicada.*°”"” Kansau, et al. (1996) en un estudio 

realizado en nifios, encontraron que el 48% de los nifios infectados con H. pylori presenté 

dolor abdominal recurrente.” Sin embargo no existe consenso entre el porcentaje de nifios 

infectados y el dolor abdominal recurrente, ya que se han reportado valores de 8-80%"*'°
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En la presente investigacién, el 31% de los nifios estudiados presenté dolor abdominal, 

siendo éste, junto con el sindrome acido péptico las principales causas por las que se realizé 

el estudio endoscdpico. 

Goodwin (1997) reporté que en fos nifios, cuando la primera infeccién con H. pylori se da 

antes de los 5 afios, usualmente ocurre una inflamacién de la mucosa gastrica con dafio a las 

células productoras de Acido trayendo consigo una disminucién de la produccién de acido y 

no generando Ulcera; sin embargo cuando Ja adquisicion de la infeccién se da después de los 

5 afios las células productoras de acido han madurado y no se inflaman pero se produce 

metaplasia que puede causar duodenitis.” 

Al realizar el estudio endoscépico se observé que el 100% (24/24) de los nifios infectados 

con H. pylori (diagnosticados por pruebas microbiolégicas) presentaron gastritis y solo 

8.2% (2/24) presenté ulcera. Este es un resultado esperado en los nifios ya que la formacion 

de tlcera es el resultado de un proceso crénico y se ha visto que Jas Ulceras Ilegan a 

formarse después de meses e incluso décadas de haberse adquirido 1a infecci6n. El anélisis 

histolégico reporté 40% de los pacientes con gastritis crénica, sin embargo en el 27% no se 

observo la presencia del microorganismo, esto coincide con lo reportado por Goodwin 

(1997) *” quien observé que {a inflamacién de una mucosa gastrica, no necesariamente revela 

una infeccién con H. pylori. Datos similares fueron encontrados en adultos por Bazet, et al. 

(1997)", en donde sélo el 50% de los pacientes positivos presentaron gastritis crénica. 

El cultivo y el estudio histolégico fueron los primeros métodos considerados como 

“estandar de oro” en el diagnéstico de infeccién por H. pylori, sin embargo dada su baja 

sensibilidad en nifios y la forma de colonizacién de la mucosa gastrica (en parches), se han 

estado buscando métodos alternativos no invasivos con un alto grado de sensibilidad y 

especificidad, que puedan ser aplicados a la poblacién pediatrica y a la fecha no existe 

‘ 432,74 
consenso acerca de cual es el mas adecuado.”**- 
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El cultivo y el estudio histolégico, requieren de una biopsia gastrica para su realizaci6n y la 

endoscopia (no obstante ser un procedimiento caro y agresivo) es el Unico método hasta 

ahora conocido, mediante el cual se puede ver directamente la mucosa gastrica y obtener 

biopsia. En el presente estudio no se partié del hecho de realizar endoscopia para buscar H. 

pylori, sino de evaluar cual es la prevalencia de la infeccién en esta poblacién, ver que 

sintomas y alteraciones de Ja mucosa gastrica estan mds asociados a la infeccién, contar con 

los parametros de referencia necesarios para evaluar y comparar las pruebas de: ureasa 

rapida, tincién de biopsia con Gram y serologia, que son métodos mas sencillos, rapidos y 

econdémicos (comparados con los dos anteriores). 

Al comparar las pruebas microbiolégicas, se obtuvé un mayor porcentaje de positivos a 

prueba de ureasa rapida (24%) y tincién de biopsia con Gram (23%) en relacién al cultivo 

(16%); resultados similares fueron reportados por Bazet, et al. (1997)"* quienes evaluaron 

una poblacién adulta obteniendo 53.3% positivos a Clotest, 52.5% positivos a tincién de 

‘8! eyaluaron 114 biopsia con Gram y 46.9% positivos al cultivo. Yoshida, ef al, (1998) 

adultos, logrando aislar H. pylori en 57% de los casos, porcentaje menor al de positivos con 

la tincién de biopsia con Gram (58%) o la prueba de ureasa rapida (62%). 

La tincién de biopsia con Gram dié un mayor porcentaje (23%) de positivos que el cultivo 

(16%), esto plantea la duda de si pudieron ser falsos positivos (morfologias similares de 

especies diferentes), 0 bien si fueron fallas en el cultivo. En favor de la primera hipdtesis 

apunta el hecho de que se trate de otras bacterias con las mismas caracteristicas 

morfolégicas pero con diferentes caracteristicas de cultivo, sin embargo a excepcion de otras 

especies de Helicobacter la literatura no ha reportado la presencia de otros microorganismos 

colonizando mucosa gastrica "7 En favor de la segunda hipétesis, apunta el hecho de que 

H. pylori es un microorganismo dificil de cultivar y son muchos los factores que pueden 

afectar su desarrollo en cultivo. Sin embargo, al igual que en el presente trabajo, Bazet et al 

(1997)* encontraron que las muestras positivas por tincion de Gram y cultivo negativo, 

fueron también positivas a prueba de ureasa rapida, esta discrepancia en los resultados fue 

atribuida a Ja falla en el cultivo o a la mala toma de muestra. 
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Un resultado positivo a ureasa rapida y negativo a cultivo y tincién de Gram puede atribuirse 

a la presencia de otros microorganismos ureasa positivos, tales como Proteus, 

Campylobacter nitrofigilis, Streptococus viridans 0 Staphylococus coagulasa negativo'*. 

Una de las biopsias dio positiva a ureasa rapida y negativa a cultivo y tincién con Gram, sin 

embargo ninguno de los microorganismos antes mencionados fue aislado a partir de la 

biopsia, y el resultado de! estudio histelogico fue positivo, atribuyendo la discrepancia 

nuevamente a la toma de muestra y a la distribucién no uniforme de la bacteria en la mucosa 

gastrica. Por otro lado Clyne, ef al. ( 1995)” reportaron que la hipoclorhidria causada por el 

mismo H. pylori puede ser una causa que limite su crecimiento y que al cambiar el pH pueda 

sobrevivir en una forma no cultivable. 

La ureasa rapida y la tincién de biopsia con Gram fueron las técnicas que presentaron el 

mayor porcentaje de sensibilidad (100%/95%, con histologia/cultivo como referencia y 

100%/100%, considerando > 4 pruebas positivas) y especificidad (95%/95%, con 

histologia/cultivo como referencia y 95%/96.3%, considerando > 4 pruebas positivas). 

Bazet, et al. (1997)'* y Neiger, et al. (1998)'"* reportaron que la tincién de biopsia con 

Gram puede usarse como una técnica util y rdpida en el diagndstico de infeccién por H. 

pylori. En el presente estudio, tomando como referencia > 4 pruebas positivas de las 7 

evaluadas, se obtiene que el mayor porcentaje de sensibilidad y especificidad (100%/96.3) 

corresponde precisamente a esta prueba. Cutler ef al. (1995) compararon estudio 

histolégico con tincién por Wrtin-Starry, prueba de ureasa répida, serologia y prueba de 

aliento, obteniendo mayor sensibilidad y especificidad para la tincién con Wartin-Starry 

(93.1%/99%) que para las demas pruebas. Esto sugiere que la tincién de biopsia con Gram 

puede ser un buen método que ayude a confirmar el diagndstico de infeccién por H. pylori. 

El aislamiento de H. pylori a partir de heces, asi como la identificacién de la bacteria 

mediante PCR ha sido previamente reportada.***'® Por otro lado Perkins, ef al. 
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(1996)'** reportaron ei aislamiento de H. pylori a partir de saliva de gatos infectados, 

ademas de identificarlo en saliva y placa dentobacteriana por medio de PCR. 

El no lograr el aislamiento de H. pylori de materia fecal ni de placa dentobacteriana fue 

atribuido a varios factores: 

i) No todos los pacientes cooperaron llevando la muestra de materia fecal y aunque se traté 

de tomarla en el hospital no se tuvo la colaboracién del paciente en todos los casos. 

ii) Si el aislamiento a partir de biopsia, en donde se detecta una mayor densidad bacteriana y 

menor numero de contaminantes es un tanto dificil, el aislamiento a partir de materia fecal, 

en donde se encuentran gran cantidad de bacterias result6 ser todavia més complicado y 

aunque sé siguié una modificacién del método empleado por Kelly, et al. (1994) y 

Thomas, e¢ al. (1992)'* y el medio de cultivo suplementado con antibidticos, sélo se 

desarrollaron microorganismos caracteristicos de muestras de materia fecal, tales como E. 

coli. 

iii) El pH de la boca asi como el de las heces, es mayor que el dej estomago y esta pudiera 

ser otra raz6n por la cual no se logré el aislamiento de H. pylori de matera fecal ni de placa 

dentobacteriana. Clyne, et al. (1995) reportaron que la dependencia de un pH Acido para 

su supervivencia, puede explicar el porque H. pylori raramente ha sido aislado de otros 

sitios no acidos, aunque su presencia haya sido demostrada por otros métodos tales como el 

PCR. 

La prueba de ELISA ha sido uno de Jos métodos de diagnéstico mas empleados sobre todo 

en los estudios epidemiologicos, ya que ademés de ser un método menos traumatico que la 

endoscopia es mas econémico.'*"* 

En México se ha reportado 20-40% de seropositividad en nifios menores de 5 afios. 24137159 

En el presente trabajo se encontré que con extracto total como antigeno, el 52% (16/31) de 

los nifios menores de 6 afios fueron seropositivos; mientras que cuando se emplea CagA 

como antigeno se encuentra seropositividad sdlo el 29% (9/31). 
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La serologia como método de diagnéstico sobre todo cuando se trabaja con nifios, debe de 

interpretarse con cuidado, ya que come lo reportaron Khanna, ef al. (1998) los resultados 

de las pruebas de ELISA van a variar no solo en funcion del antigeno que se empleo, sino 

también en funcién de que muestras se emplearon en la estandarizacion, si se trabajo con 

cepas y sueros obtenidos de nifios o bien si se trabajo con adultos.” 

Las pruebas microbiolégicas se compararon con la serologia observando que, el caso mas 

discrepante lo representé la poblacién menor de 3 afios, ya que por serologia se detectaron 

60% (9/15) positives ELISA con extracto total y 40% (6/15) positivos a CagA, en tanto que 

las pruebas microbiolégicas solo identificaron el 7% (1/15). 

Los titulos de anticuerpos contra CagA correlacionaron mejor con la presencia de H. pylori 

en la mucosa gastrica, ya que los pacientes que dieron positivas dos 0 mas prucbas 

microbiolégicas fueron los que presentaron los titulos més altos de anticuerpos (4-23 U 

ELISA) contra CagA. Resultados similares fueron reportados por Yoshida, et al. (1998).'° 

Mitchell (1999) '* realizando un estudio con sueros de nifios australianos y chinos, encontrd 

que en los primeros la respuesta a CagA correlacionaba en un 100% con pacientes con 

enfermedad wilcero-péptica sin embargo, encontré anticuerpos contra CagA en 81.8% de los 

nifios chinos asintomiaticos. 

El hecho de que los titulos de CagA correlacionen mejor con las pruebas microbioldgicas se 

176 quién observé que los pacientes atribuye a lo reportado por Witherell, ef al. (1997) 

infectados con cepas CagA* presentan mayor densidad bacteriana que los infectados por 

cepas CagA’ y por ello es posible que sean mas faciles de identificar en el Gram directo y los 

cultivos sean positivos. 

A excepci6n de una nifia de 2 afios, los pacientes que dieron positivas a todas las pruebas 

presentaron titulos mayores a 10 U ELISA contra CagA y superiores a 4 U ELISA cuando 

se enfrentaron contra extracto total. Esto es esperado debido a que todos fos pacientes 
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infectados con cepas Cag" desarrollan respuesta serolégica a la proteina de 128 KDa y 

presentan mayor densidad bacteriana.'**'” 

En los paises desarrollados las cepas CagA’ se presentan en 60% de los casos, sin embargo 

en los paises en vias de desarrollo esto parece ser més alto.'*'*? En este caso aunque no de 

determind por PCR cudntas de las cepas aisladas son CagA’, por la respuesta de anticuerpos 

contra CagA se obtuvo que 81% (13/16) de los pacientes en los que se aislo H. pylori 

presentaron anticuerpos contra CagA, por lo que se puede pensar que el 81% de las cepas 

aisladas podrian ser CagA’ 

Well, et ai. (1996) reporto el aislamiento de H. pylori Cag’ en el 98.3% de los pacientes 

que presentaron anticuerpos contra CagA, propone que los anticuerpos contra CagA pueden 

ser usados para averiguar si H. pylori esta expresando CagA. Ademas observé una mayor 

prevalencia de H. pylori CagA+ (93.4%) en pacientes con enfermedad ulcero péptica que en 

pacientes con dispepsia funcional (64%)."”" 

Covacci, et al. (1993) reportaron que 75.3% de los pacientes con enfermedad 

gastroduodenal y 100% de los pacientes con ulcera duodenal presentaron anticuerpos contra 

un fragmento recombinante de la proteina CagA y que pacientes con patologia 

gastroduodenal presentaron titulos de anticuerpos significativamente més altos que los 

pacientes con mucosa gastrica normal.° Por otro lado, el gen cag se ha detectado mas en 

aislamientos de pacientes con alcera péptica que en pacientes que solo presentan gastritis 

cronica."? Esto revierte particular interés porque los pacientes en los que se detectaron 

anticuerpos contra CagA, podrian desarrollar ulcera péptica si no son tratados a tiempo. 

Dado que en la inmunoelectrotransferencia se detectaron una serie de bandas (101 a 133 

Kda) que fueron reconocidas por los pacientes que dieron positiva al menos a una prueba 

microbiologica, éstas pudieran ser empleadas como prueba diagndstica, a reserva de que se 

confirme su relacion con la colonizacién. Karvar, ¢f al. (1997) realizaron 

inmunoelectrotransferencia con sueros de pacientes infectados con H. pylori € identificaron, 

  ——————
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el reconocimiento de varias proteinas que ellos clasificaron como: bajo (22-33 KDa), 

mediano (43-66 KDa) y alto (87-128kDa) peso molecular; ubicando en el primer grupo a 

UreA (30 KDa) y en el ultimo a CagA (128 KDa) y VacA (87 Kda), sugiriendo la 

inmunoelectrotransferencia como un método diagnéstico mas especifico que las pruebas de 

ELISA. 

Johansen, et al. (1995) detectaron la presencia de antigenos de reaccién cruzada en 

pacientes con fibrosis quistica infectados con H. pylori, ellos analizaron los sueros de estos 

pacientes y encontraron antigenos de reaccién cruzada entre H. pylori, Campylobacter 

jejuni, Pseudomonas aeruginosa y Haemophilus influenzae, sugiriendo que al menos en 

este tipo de pacientes se debe de tener cuidado cuando se obtienen titulos elevados de 

' En el caso de anticuerpos contra extracto total ya que puede tratarse de falsos positivos.’ 

la banda comun obtenida en la poblacién estudiada habria que realizar mmunoelectro- 

transferencia para verificar que se trata de un antigeno de reaccién cruzada y ver con que 

microorganismos estaria cruzando, Si se analizan los resultados obtenidos en la xX’, se 

observa que la unica prueba que no correlacioné con el estandar fue la prueba ELISA con 

extracto total y esto pudiera deberse a lo antes mencionado. 

La PCR ha sido una técnica muy empleada para evaluar la presencia de H. pylori a partir de 

biopsias géstricas, jugo gastrico, placa dentobacteriana, saliva y heces. Con esta técnica ha 

sido eportada la presencia de H. pylori, cuando jos cultivos de biopsias resultan ser 

* 52,126, negativos.°°°?'76'8! 

La PCR resulté ser la prueba con Ja mayor especificidad (98.8%); sin embargo parece tener 

baja sensibilidad (75%), esto puede ser atribuible a que se tenga una densidad bacteriana 

muy baja, ya que se tuvo que correr un doble PCR y atin asi en 3 de los pacientes en los que 

se identificé la presencia de H. pylori por histologia y/o cultivo no se logr6é amplificar el 

producto esperado, la toma de muestra pudiera ser otro factor que justifique la baja 

sensibilidad ya que fueron biopsias diferentes las que se emplearon para cada una de las 

pruebas. 
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La PCR es una herramienta de la biologia molecular que se ha considerado tan especifica 

como el cultivo, para el diagndéstico de infeccién por H. pylori no obstante, en este caso se 

debe de incrementar su potencial de sensibilidad. El haber identificado el gen Vacd, indica 

que el microorganismo esta presente, ya que VacA es un gen constitutivo y se encuentra en 

todas las cepas de H. pylori, sin embargo esto no nos dice si la cepa es capaz 0 no de inducir 

vacuolizacién en las células de la mucosa. La deteccién del gen vacA correlacioné en un 

82% (9/11) con los pacientes en los que se obtuvieron los titulos mas altos de anticuerpos y 

se logr6 el aislamiento del microorganismo por cultivo. 

Los ensayos de PCR no obstante ser muy especificos, presentan el inconveniente de que son 

muy costosos y no estan disponibles en varios paises en vias de desarrollo, en donde el 

cultivo es una técnica mas accesible. 

Yoshida, et al. (1998) reportaron un ensayo de PCR en jugo gastrico, en el cual la muestra 

fue adsorbida con fibras de nylon encapsuladas, obteniendo muestras de jugo gastrico de 

hasta 0.5 ml (suficiente para un ensayo de PCR), observando ademas una buena correlacion 

al ensayar el PCR de jugo gastrico con el cultivo y de presentar la ventaja de una toma 

' La PCR a partir de jugo gastrico es una posibilidad menos traumética que la endoscopia,'* 

que se podria ensayar en nifios, lo cual evitaria la toma de biopsia y por lo tanto disminuiria 

1a contaminaci6n por el uso de material contaminado. 

La PCR asi como sus variantes han sido empleadas no sdlo para diagnéstico sino también 

para evaluar la variabilidad genética y esto ha sido aplicado en la poblacién pediatrica. 

Kansau, ef al. (1996)”° empleando PCR-RAPD identificé la infeccién por H. pylori en una 

poblacion infantil, éste método ademds de servirle como método diagndstico, le permitié 

observar la variabilidad de las cepas de los pacientes. 

La sensibilidad y especificidad de las pruebas, sobre todo en el caso de las pruebas 

serolégicas dieron porcentajes menores (80% sensibilidad / 54% especificidad para extracto
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total y 75% sensibilidad / 75% especificidad para CagA) a los reportados por otros autores. 

Ramirez, et al. (1997)'” reportaron ef uso de una prueba de ELISA con extracto crudo 

como antigeno (sensibilidad 84% y especificidad 92%) para diagnosticar infeccion con H. 

pylori. En este trabajo se obtuvo incluso que los valores de sensibilidad y especificidad 

fueron mds bajos a los reportados por Camorlinga, ef al. (1998)”, quienes también 

trabajaron con nifios en el Centro Médico Nacional Siglo XXI y obtuvieron mayores 

porcentajes de sensibilidad y especificidad tanto para extracto total (85% de sensibilidad, 

87% de especificidad) como para proteina CagA recombinante (83% de sensibilidad, 97% 

de sensibilidad). Estas discrepancias en los resultados pueden deberse a varios factores: 

i) En el caso de la discrepancia con el estudio de Ramirez pudo deberse al antigeno usado, 

que como ya se comento antes, la sensibilidad y especificidad va a variar en funcién del 

antigeno y las condiciones bajo las cuales se estandarizé y se realizé el ensayo. 

ii) En el caso de la discrepancia con los resultados de Camorlinga et al. no obstante la 

ELISA se realizé empleando el mismo antigeno, las pruebas microbiolégicas asi como la 

toma de muestra fueron realizadas en lugares diferentes, con personal diferente y bajo 

diferentes condiciones pudiéndose tener aqui las diferencias mas significativas, ya que si se 

compara el total de positivos a cultivo y/o histologia (20) con el total de positivos a 

serologia (53 para extracto total y 35 para CagA) la diferencia sobre todo en el caso de 

extracto total es de mas del 50%. 

iii) La toma de muestra es un punto importante para justificar la discrepancia de los 

resultados cuando no se detecta la infeccién por todos los métodos. Definitivamente para 

mejorar la sensibilidad de las pruebas invasivas se deberia de incrementar e] nimero de 

biopsias tomadas, sin embargo en el caso de {os nifios no se recomienda tomar tantas 

muestras, ya que no es ético. 

Por otro lado atin con las discrepancias en los valores de sensibilidad y especificidad con 

respecto a otros estudios; de el andlisis con X’ se obtuvé que: a excepcién de la prueba de 

ELISA con extracto total, si un paciente en edad pedidtrica con trastornos gAstricos esta 

infectado con H. pylori, este puede ser diagnosticado por cualquiera de las pruebas aqui 

evaluadas (a = 0.01). Sugiriendo como ya se ha hecho en otros reportes'® ,que las pruebas
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serolégicas se utilicen como prueba tamiz, sobre todo en aquellos lugares en los que no se 

tenga acceso a la endéscopia y que si se obtienen resultados positivos, se procure confirmar 

el diagnéstico por pruebas micorbiolégicas, sobre todo si se tienen pacientes Cag’. 

Blaser (1997) cuestioné muy acertadamente, si todos los pacientes infectados con H. 

pylori deberian o no recibir tratamiento de erradicacién, ya que no todas las de H. pylori son 

igualmente patogenas y propuso que sean precisamente en los que se detecte la presencia de 

cepas patégenas los que deban de recibir tratamiento; y para ello es muy importante que se 

tenga un diagnéstico bien realizado con la identificacién de dichas cepas. 

Hasta ahora la histologia y el cultivo, 4 semanas después del tratamiento, es lo que mas se 

ha empleado para evaluar la erradicacién de 1a infeccién. Sin embargo definitivamente el 

método para evaluar erradicacion deberia de ser un método no invasivo para evitar la 

contaminacién por la ruta iatrogénica, ya que el empleo de un endoscopio mal lavado puede 

generar reinfecci6n. 

Aunque se han realizado notables progresos en el desarrollo de técnicas para la 

identificacién rapida y especifica de H. pylori es evidente que se requiere de mejoras en este 

campo. Un método rapido, especifico y sensible para la identificacién de infeccién con H. 

pylori puede ser de gran valor sobre todo ahora que se tiene clara su asociacién con 

enfermedades gastrointestinales. Esto es especialmente util en el caso de la rutina clinica, en 

donde ademas hay que evaluar los efectos costo-beneficio. 

Consideramos que cada método tiene sus ventajas y desventajas, esto esta telacionado con la 

especificidad, practicabilidad, flexibilidad, realizacién, sensibilidad, rapidez y/o costo del 

ensayo. Dado que no existe un método ideal para la identificacién de Ja infeccién es obvio 

que se requiere de la combinacién de varios métodos.



| 
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La combinacién del examen directo (tincién de biopsia con Gram) y ureasa répida mejora fa 

precision diagnéstica, en relacién a las pruebas por separado, por lo que resultan utiles en el 

tamizaje dada su facil realizacién y bajo costo comparadas con cultivo y estudio histolégico. 

El cultivo que ademas de requerir de personal capacitado y ser laborioso, puede ser afectado 

por miltiples factores y merece ser reservado para casos discrepantes con otras técnicas, 

para laboratorios de referencia y estudios de sensibilidad a antimicrobianos. “ 

Sin duda alguna el diagnéstico de infeccién por H. pylori mediante pruebas no invasivas ha 

encontrado en las pruebas de aliento un método muy sensible y especifico para el 

diagnéstico, sin embargo cuando se usa '3C se requiere de un espectrofotometro de masas, y 

este es un equipo muy costoso por lo que se ha introducido la espectroscopia infrarroja 

usando el mismo principio, aunque a un precio mas bajo”, y aun asi, en México no en todos 

los hospitales se tiene acceso a ella. 

Dada la alta resistencia o reinfeccion después del tratamiento se ha visto la necesidad de 

contar con métodos de diagndstico para identificar si se trata de la misma cepa 0 bien hubo 

reinfeccién con una nueva. Las técnicas de biologia molecular tales como el PCR y sus 

variantes, tales como el RFLP-PCR y RAPD-PCR ayudan a identificar la presencia de 

diferentes cepas directamente a partir de biopsias y compararlas con los resultados obtenidos 

a partir del cultivo, para poder identificar las cepas.”° Finalmente el PCR evita el cultivo y se 

puede diferenciar entre cepas directamente de biopsia.>” 

Una situacion grave cuando no se tiene un diagnéstico oportuno sobre todo en la poblacién 

pediatrica perteneciente a bajo nivel socioecondmico, es que ademas de los problemas de 

desnutricion, e! problema de las gastritis les impide una correcta absorcién de nutrientes y lo 

poco que consumen es mal aprovechado, generando un adulto con problemas de 

desnutricién y alteraciones en su desarrollo. Ademés de incrementar el riesgo a desarroliar 

Ulcera gastrica e incluso cancer.
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8. CONCLUSIONES 

. El 100% (16/16) de fos nifios en los que se aislé 1. pylori presentaron gastritis antral 

nodular, indicando que este tipo de alteracién es fuertemente sugestivo de infeccién por 

H. pylori, en 24% (24/100) se diagnosticd la infeccién por alguna prueba 

microbioldgica. 

. La colonizacion més temprana fue identificada a la edad de 2 afios. 

. Las pruebas serolégicas dieron 35% de positividad para CagA y 53% para extracto total 

por ELISA, la primera con buena correlacién diagnéstica (p >_ 0.01), creemos que es 

Util para los hospitales de bajos recursos, la segunda no correlaciond (p >. 0.01) Jo que 

indica que algunos pudieran ser falsos positivos. 

. La sensibilidad y especificidad para tincién de biopsia con Gram (95-100% / 95-96.3%) 

y prueba de ureasa répida (100% / 95%) indican que son pruebas diagndsticas 

presuntivas buenas en donde no se cuente con personal capacitado para el cultivo. 

. Los sueros de los pacientes con titulos de anticuerpos > 4U ELISA contra CagA 

recombinante, son fuertemente sugestivos de infeccién por H. pylori, en 67% (16/24) 

correlacioné con diagnéstico de infeccién en mas de una prueba invasiva. 

. Los sueros de los pacientes con pruebas microbiolégicas positivas reconocieron por 

inmunoelectrotransferencia proteinas de peso molecular 101-133 kDa, probablemente 

relacionadas con antigenos de H. pylori. 

  

 



  

79 

. La PCR a partir de biopsias, resulté tener un alto grado de especificidad (98.8-100%) 

pero baja sensibilidad (75%) atribuible a Ja baja cantidad de DNA bacteriano en la 

muestra. 

. No se logré aislar H. pylori de placa dentobacteriana ni de materia fecal, quedando 

todavia mucho por investigar es este aspecto con relacion a) mecanismo de transmision 

de la infeccion. 
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10.1. MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS 

10.1.1. Medio de transporte para biopsias y placa dentobacteriana 

Caldo brucella (Biox6n) enriquecido con suero de caballo al 5% y suplemento selectivo para 

H. pylori DENT. (Oxoid SR147E). 

10.1.2. Suplemento selectivo para H. pylori (DENT.) Oxoid SR147E 

Cada vial contiene: 

Vancomicina 5.0 mg 
Trimetropim lactato 2.5 mg 

Cefsulodina 2.5 mg 
Anfotericina B 2.5 mg 

y es suficiente para suplementar 500 ml de medio. 

10.1.3. Agar selectivo para aislamiento de H. pylori 

Agar Casman (Biox6n) enriquecido con sangre de caballo al 7% y suplemento selectivo para 

H. pylori DENT. (Oxoid SR147E). 

10.1.4. Medio para conservacién de cepas 

Caldo brucella (Bioxén)-sangre de caballo al 50%. 

10.1.5. Medio para prueba de Ureasa rapida 

Agar bacteriolégico (Biox6n) al 0.5%-amortiguador de fosfatos 1.2 mM pH 6.8 - urea 1% - 

rojo de fenol 0.01%. Modificado de Lennette, E.H. (1993)*



  

10.2. REACTIVOS 

10.2.1. Amortiguador para diluciones de materia fecal 

Tris-HCl 0.1M pH 7.4 

10.2.2. Para tincién de Gram 

Solucion de Cristal violeta (I.M.S.S.) 

Lugol (I.M.S.S.) 

Mezcla alcohol-acetona: 

50% alcohol-50% acetona. 

Solucion de safranina: 

Safranina 0.25% en etanol al 10%. 

10.2.3. Para identificacién de Helicobacter pylori 

Catalasa: 

Per6xido de hidrégeno: Solucién al 3% en agua. 

Oxidasa: 

Bactident oxidase (Merck 13300). 

Ureasa rapida: 

Mismo medio para la prueba de ureasa rapida indicado en el punto 10.1.5. 

Resistencia a acido nalidixico: 

Discos de papel filtro de 7 mm de diametro impregnados con 30 jig de Acido 

nalidixico (Sigma N8878). Lennette, E.H. (1993)™ 

10.2.4, Para pruebas de ELISA 

Amortiguador para dilucion y fijacién del antigeno a las placas: 

Carbonatos 0.05 M pH 9.6 

Amortiguador de lavado: 

Fosfatos 0.5 M pH 7.2 - timerosal 0.01% - Tween 20, 0.05%. (PBSTT) 
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Amortiguadores para bloqueo: 

PBSTT-gelatina 0.1% 

PBSTT-leche descremada 2.5% 

Amortiguadores para dilucion de sueros de los pacientes: 

PBSTT-gelatina 0.1%-y globulina bovina 0.5% 

PBSTT-leche descremada 2.5% 

Solucion de revelado: 

p-nitrofenil fosfato (Southern Biotech) en amortiguador de dietanolamina 0.1 M, 

pH 9.8. 

10.2.5. Para Inmunoelectrotransferencia 

10.2.5.1. PAGE-SDS 

Gel de poliacrilamida: 

Tris-base 1.5 M pH 8.8 

Tris-HC] 0.5 M pH 6.8 

Acrilamida-bis acrilamida 30% 

SDS 10% 

Solucién digestora para la muestra: 

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 - SDS 2%-glicerol 10%-2 mercaptoetanol 5%-azul de 

bromofenol 0.05%. 

Amortiguador de corrida: 

Tris-base 0.25 M pH 8.3 - glicina 0.192 M - SDS 0.001%. 

10.2.5.2. Electrotransferencia 

Amortiguador de corrida: 

Tris-base 0.25 M pH 8.3 - glicina 0.192 M - SDS 0.001%.- Metanol 20% 

Solucién de negro amido al 0.1% 

Negro amido 0.1% - Metanol 45% - ac. acético 10%. 

10.2.5.3. Reconocimiento antigénico 

Amortiguador de lavado: 

Tris-HCl 0.1M pH 7.4 - Tween 20, 0.05% 
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Amortiguador para bloqueo: 

Tris-HCI 0.1M pH 7.4 - caseinato de calcio 5% 

Amortiguador para dilucion de sueros de los pacientes: 

Tris-HC] 0.1M pH 7.4 - caseinato de calcio 0.5% 

Solucion de revelado: 

4-cloro-c-naftol (Sigma C8890) 0.06%, metanol 20%, H,O2 0.0.15% en 

amortiguador de trietanolamina 0.02M pH 7.2. 

10.2.6. Para PCR 

10.2.6.1. Lisis de muestras. 

Amortiguador de fisis: 

Tris-HCl 20 mM pH 8.0-Tween 20, 0.5%. 

Proteinasa K (Promega) 20 mg/ml. Adicionar 7.5 ul a cada 300 yl de la solucién 

anterior. 

10.2.6.2. Extraccién de DNA. 

Fenol (Merck ) 

Destilado y equilibrado segin Sambrouk, J. (1989) 

Cloroformo (J.T. Baker) 

Alcohol isoamilico (J.T. Baker) 

Acetato de sodio (J.T. Baker) 

Solucién 3M 

Alcohol etilico (J.T. Baker) 

10.2.6.3. Electroforesis horizontal para DNA en gel de agarosa. 

Amortiguador de corrida (TBE 10X): 

Tris-base 16.2% - ac. bérico 0.5% - EDTA 0.95% ajustar a pH 8.3 con HCI. 

Solucién de tincion: 

Solucién stock: bromuro de etidio 10 mg/ml (en agua). De esta solucion poner 25 yl 

en 250 ml de TBE 0.5X para realizar la tinci6n. 
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