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Estandarización del a6todo de ELISA par& la detección de 
anticuerpo• contra campy1obacter pv1ori 

XllTRODUCCXON 

Antecedentes 

Campy1obacter py1ori es un microorganismo 1ocalizado en 

mucosa qAatrica y asociado a enfermedad Acido p6ptica. LOs 

primeros ha11azgos datan desde 1874 en que Bottcher ob••rvó por 

primera vez bacterias en estómago humano(1), mAs tarde Bizzozero 

en 1893 y posteriormente salomen en 1896, observan estructuras 

bacterianas espirales en mucosa g6strica de animales (2,3). 

En 1938 ~ges observó en piezas de autop•la bacterias 

espirales en eató•agos humanos (4), y fu6 hasta 19'75 en qu.e steer 

inforaó la asociación entre la presencia de estas bacterias 

espira1es (por •icroscopia electrónica) y datos histopatológicos 

de Aleara gAstrica (5). 

El aislamiento de Campylobacter pylori no fu6 posible sino 

hasta 1983 en que Marahal1 y Cola. utilizando t6cnicas de' cultivo 

para el desarrollo de Campylobacter, aislaron bacterias curvas 

microaerofilicas de mucosa de antro gAstrico (6). Posteriormente 

Marshall y warren en un estudio de cultivos de biopsias de mucosa 

gAstrica cultivadas de pacientes con sintomato1ogia Acido péptica 

determinaron e1 grado de asociación de este microorqani&mo con el 

padecimiento y encontraron que en ólcera p6ptica e1 87' se asocia 
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a cu1tivo positivo, en gastritis cr6nica y aguda el 81' y en 

mucosa 9Astrica norma1 e1 6,, determinados por e1 estudio 

histopato16qico (7). Lambert en 1985 encontró una gran asociación 

.de Campy1obacter pylori con enfermedad 6cido péptica, obteniendo 

basta de un 97' de aislamientos en gastritis (8). En 1987 

Good.win informó hasta un 100' de aislamientos en casos de d1cera 

duodena1 (9) y BUck un 14' de cultivos positivos en pacientes con 

mucosa g6st~ica normal(10). 

Taxonomla. 

Campy1obacter pv1ori fué inicialmente clasificado como 

al principa1 exponente de los organismos gAstricos 

similarea a Campylobacter (GCLO), posteriormente se denominó 

campylobacter pvloridis (11) y finalmente, por acuerdo del 

camita Xnternational da Taxonomia, fué denominado 

Campy1obacter pvlori (12). su clasificaci6n taxon6mica adn no 

esta bien definida ya que posee caracteristicas morfológicas, 

estructurales y bioqulmicas que lo diferencian del 9énero 

campy1obacter 

Aquaspirillium 

y lo 

(Tabla 

asocian a los g6neros Woinella y 

I). Por su secuencia de bases RNA 16S 

esta estrechamente relacionado al genero Woinella (13) y por sus 

caracteristicas ultraestructurales tiene gran similitud con el 

g6nero Aquaspirillium (14), aunque por sus diferencias podria 

constituirse como parte de un nuevo grupo taxon6mico (15). 
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TABLA 1 
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE DIFERENlES ESPECIES DE CAMPYLOBACTER 

Microorganismo Crecimiento reacción bioqufmica 

25 37 42 ox CA GL u RN HS HH AN 

,. .... py lori - + + - + - + - R 
,. .... jejuni - + + + + - - + + + s 
,. .... .col i - + + + + - - + + - s 

" .... fe tus + + d + + -- - + d - R .. .... cinaedi - + - + + - - + + - R 

C.fennel 1 iae - + - + + - - - + - s .. ... fecal is - + + + ... - - + + - d 

OX • 011lda•a RN • Reduccldn de nitrato - • Negativa 
CA • Cata 1 aea HH • Hldrdll•I• d• hlpurato s • Senelble 
QI • Gluca•a AN • Acldo Nolldl11lco R • Reel•t•nt• 
u • Ur•a•Q d - 11-an •On po• I ti YO• 
HS • H S + • poalt 1va 

TOMada de r•ferenola 49 



El GCL0-1 que corresponde a lo que actua1mente se conoce 

como c.py1ori no ea el 6nico organismo aislado da mucosa g4strica 

humana • ltaaper y Dick aislaron un organismo dit8rente de mucosa 

g4strica con crecimiento abundante a las 48 hrs. Este 

microorganismo es similar a Q:_ pylori pero con caracterlsticas 

bioquimicas diferentes; no produce ureasa, no se asocia a 

enfermedad 4cido p6ptica,y se le dió el nombre de GCL0-2 (16). 

Estudios en diferentes animales han demostrado la presencia 

de bacterias espirales en mucosa g4strica; en gatos y perros se 

han observado verdaderas espiroquetas que no son 

cultivables(17);en cerdos, primates y hurones se han logrado 

aislar bacterias espirales que junto con las aisladas de mucosa 

gAstrica humana (GCL0-1 y GCL0-2), forman el grup9 llamado 

organismos Gstricos similares a Campylobacter. (En la tabla 2 se 

muestran las caracteristicas bioqulmicas de estos organismos). 

Los organismos ais1ados en mucosa g4strica de primates y 

cerdos son similares a ~ pvlori hum.ano po~ sus caracterlsticas 

bioquimicas, similitud en el patrón electroforético de las 

proteinas en geles de po1iacrilamida y en la inmunorreacci6n de 

·la mayorla de bandas de 1os GCLO de cerdo y primates, con suero 

de pacientes infectados por c.pvlori (18,19.20), no as! con las 

proteinas de los GCLO ais1ados de hurones (21,22). 

Por an41.isis de restricción de endonucleasas de DNA se h·a 

demostrado que ~ pylori humano, y el GCLO de hurón no 

corresponden al mismo microorganismo(20). 



TABLA 2 
Organismos Góstricos Similares a Campylobacter 

(GCLO) 

co o Y e HH RN u FA AGT AN e 

le. pylori. 37°C + + + + R s 
GCLO de 
cerdo 37ºC + + + + R s 

"' GCLO de 
p_rimates• 37°C + + + + R s 
GCL0-2 37°C + + NO R s 
GCLO de 
nurones ND + + + + + R s 

CO • Crecl•lento dptlmc AQT •Alfa glutamll-a111lno-peptldoeo 
O - Oxtdaao AC • Acldo Nal tdhc:lco 
e • Catalaea e • Cefalottna 
HH • Hldrdll•l• de hlpurato ND • No deterlfllnado 
U • Urea•a R • R••1atenta S • Senatble 
FA• Foatataaa aloalfna J(--yJ( . ........-

To111ada de raf. 18, 19,20,21 y 22 



caracteristicas generales. 

~ PYlori es un bacilo qram negativo, no esporulado, móvil, 

microaerofilico, de 3-3.5 f11D de longitud y 0.5-1 r-im. de di4metro, 

su forma es pleomórfico ya que puede adoptar forma curva, 

espiral, de s o forma cocoide esta dltima es característica de 

cu1tivos viejos (m4s de 72 hrs) La superficie de la membrana es 

lisa, en contraste con otros campylobacter tiene de 4-6 flagelos 

unipolares, el flagelo es cubierto y tiene bulbo terminal en su 

extremo distal, lo que implica que el flagelo es una prolongación 

, ,de la membrana ci toplasm4tica ( 6, 24) • 

~ pylori es una bacteria que para su crecimiento requiere 

de medios muy enriquecidos, ambiente microaerofilico (85t N2, lOt 

co2 y st 02 ), y temperatura de 37ºC; su crecimiento óptimo es de 

3 a 7 diaa; y se ha descrito que en agar sangre o chocolate forma 

colonias de o.s -1 mm, con aspecto metAlico, bordes continuos, 

forma circular y concava (6). su composición de bases AON 

de 35.8-37 .• 1 molt que concuerda con el rango encontrado en el 

género Campylobacter (7). su composición de Acidos grasoa difiere 

de otros Campylobacter, aus principales 4cidos son tetradecanoico 

(14:0) y cis-9,10 metilenoctadecanoico(l9:0) (23). En otros 

Campylobacter el Acido hexadecanoico (16:0), octadecenoico(lB:l) 

y hexadecenoico(16:1) son los principales (25). 



campy1obacter pylori posee 1a capacidad de producir una 

variedad de enzimas, entre las m4s importantes se menciona; la 

ureasa por su qran Contenido, fosfatasa a1calina, fosfatasa 

4cida, DNAsa, gamaglutamyltranspeptidasa, lipasa esterasa, 

superóxido dismutasa y catalasa(15,26). 

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento de 

.!:..:_ pylori son selectivos. :El medio propuesto por Marshall fué el 

agar chocolate suplementado con antibióticos, los cuales son: 

vancomicina, trimetroprim y polimixina que inhiben el crecimiento 

de bacterias de la flora intestinal (6) • Otros autores obtienen 

desarrollo adecuado con diferentes medios enriquecidos 

suplementados con sangre de caballo y la adición de los 

antibióticos descritos por Skirrow (24,15). 

Mecanismos de patogenicidad. 

campylobacter pylori se aisla de mucosa g4strica 

preferentemBnte de la región antral, aunque también se ha aislado 

de cuerpo y región fdndica (27), y sólo puede ser aislado de 

duodeno y esófago en presencia de metaplasia g4strica (14,28). 

campylobacter pylori se localiza preferentemente en ias 

zonas de unión interce1ulares estrechamente asociada a 1a 

superficie de las células productoras de moco y dentro de criptas 

de la mucosa g4strica (29); y por microscopia electrónica la 



bacteria aparece fusionada o parcialmente adsorbida a la 

membrana de las células productoras de moco, algunas bacterias 

est4 cubiertas por microvellocidades englobadas en vacuolas 

endocltica~ (27a,30). 

~ pylori al invaair la mucosa posee alta movilidad que le 

permite desplazarse facilmente en el medio viscoso: quizAs debido 

a su forma espiral, movimiento en forma de tirabuzón, 

flexibilidad y el alineamiento paralelo que adopta con respecto a 

los filamentos del moco (29, 33). Bajo estimules quimiot4cticos, 

la bacteria llega a ·1a unión intercelular,en la que obtiene los 

nutrientes y factores de crecimiento (29). 

La actividad enzim4tica de s.:_ pylori posiblemente participe 

en en papel importante como mecanismo de protección contra el 

huésped, se ha postulado: 1) que la ureasa al hidrolizar la urea 

libera amonio que cubre a la bacteria protegiéndola contra el 

efecto bactericida del 4cido gAstrico (30). 2) que las proteasas 

causan r4pida degradación del pollmero de glicoprote!na (mucina), 

presente en el moco y lo degrada a glicopéptidos dando como 

resultado la disminución gradual del moco con un consecuente 

incremento en 1a permeabilidad de iones hidrógeno, esto permite 

aumentar la movilidad de la bacteria en el medio y favorecer las 

lesiOnes en la mucosa por efecto del Acido (31) . 3) adera4s la 

catalasa y Superóxidos dismutasa extrace1ulares confieren 

resistencia a 1os mecanismos de muerte oxidativa de macrófagos y 

neutrófilos (32). 



Las alteraciones que se han observado en las células 

infectadas con ~ pylori son: 1) Disminución de carbohidratos 

neutros (fucosa, qalactosamina) localizados dentro de l.os 

qr4nulos del moco; 2) aumento del 4cido y las glicoprote!nas; y 

atrofia en las microvellosidades (32). W M Johnson y H Lior en un 

estudio in vitre utilizando diversas lineas celulares señalan la 

presencia de una citotoxina de car4cter termol6bil en cepas 

de Q,:_ pylori de pacientes con gastritis (34). 

Caracter!sticas antigénicas. 

Las alteraciones estructurales y bioqu!micas en las células 

infectadas por ~ pylori originan una respuesta local y 

generalizada que induce a la fagocitosis de la bacteria por 

neutr6filos y eosinófilos; y una respuesta inmunológica humoral 

que origipa la producción de anticuerpos especificas contra 

estructuras de ~ pylori , constituidos principalmente por IqA e 

XgG (35). 

Probablemente los componentes de la membrana externa de 

Jh pylori al. igual. que en los otros microorganismos 

gram negativos participen de manera importante en la 

relación _:huesped par4sito: 1) tal. vez en el mecanismo de 

adherencia del patógeno, y/o resistencia a fagocitoSis, y 

2) confiri6ndo1e caracter!sticas antig6nicas. 



FUNDAMEHTACJ:ON DEL TEMA 

se estima que la enfermedad 4cido p6ptica es muy frecuente 

en M6xico, a p~sar de que no existen estudios que indiquen su 

prevalencia en ia población general. En 1980 un estudio realizado 

en el Instituto Nacional de la Nutrición salvador Zubir4n (INNSZ) 

mostró que de 15,647 inqresos a consulta externa, el 6.4% fueron 

enfermos con 61cera péptica (sin incluir gastritis), tasa que se 

ha incrementado a tr4ves del tiemp~ (36) • 

En la actualidad se han propuesto varias teorías que tratan 

de explicar el origen de la enfermedad 4cido péptica, sin 

embargo, ninguna de ellas logra explicarla completamente (36). 

Se han publicado infinidad de estudios en otros paises que 

muestran la asociación de s..:_ pylori con enfermedad 4cido péptica 

(7,8,9,10) mediante cultivos de microorganismo hasta en un 100% 

en los casos de 6lcera duodenal (9) y en el 97t de los casos de 

gastritis (B), y se menciona también del o al 14 de 

aislamientos en pacientes con mucosa g4strica normal (9,10). 

El diagnóstico de la infección por s.:_ pylori se realiza 

mediante una endoscopia y biopsia, mismos que son dr~sticos por 

su invasividad; la detección de la ureasa (enzima producida por 

~ pylori), mediante cuantificación en el aliento del C02, como 

producto final de la hidrólisis de la urea que es marcado con 

carbono 14 radioactivo (47), este método es sensible, especifico 

y no invasivo , aunque es costoso : de ah! la necesidad 

10 



de ••tablecar un m6todo indir8cto,_ r&pido no invasivo y 

confiable para el diagnóstico d• esta infecci6n. Se ha valorado 

la praaancia de anticuerpo• e•pacif icoa contra ~ pylori 

empleandose para ello diferentes t6cnicas inm.uno16qicas, tales, 

cOJllo: aglutinación bacteriana, fijación de complemento, ensayo 

inmunoenzimAtico (ELISA) e inm.unoelectrotransferencia (37,38), de 

la• cuales ELXSA ha mostrado ser el a&s especifico al utilizarse 

el antigeno de las prot8inas externas (PE) de f:.=_ pylori extraidas 

con glicina &cida, se ha descrito reacción cruzada del 1.et con 

el antigeno com~n de~ 1e1uni (39,40,41) lo cual afectar4 la 

especificidad de la prueba: si la prevalencia de infección 

pOr ~ 1e1uni en la po~laci6n aplicada, es elevada. 

El m6todo de ELXSA ha sido validado en poblaciones donde la 

incidencia por·~ 1e1uni ea baja. En M6xico este método adn no se 

ha estandarizado y dado que en nuestra poblaci6n las infecciones 

por ~ 1e1uni son frecuentes desde temprana edad, como -se 

demostró en el estudio realizado en 1985 durante el transcurso de 

un año, en una cohorte de 179 niños de una zona suburbana de la 

ciudad de M6xico, en donde el 68t presentaron por lo menos una 

infección por ~ ieiuni (42) • Es posible que la especificidad de 

la prueba sea muy di~erente a lo descrito. 

Se ha intentado la infección experimental por ~ pylori en 

diferentes modelos animales, encontr4ndose que sólo los lechones 

(43) y los primates (44)° son susceptibles d~ infectarse, y 

de'sarrollan de f'orma secundaria un cuadro histológica en mucosa 

q4strica· similar al descrito en humanos con gastritis. 
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En la actualidad~ se desconoce la existencia de el o los 

posible• r•••rvorio•, ni la fuente de transmisión al bumano1 pero 

dado que •• ha encontrado Q=. pylori en animales, puada postularse 

la po•ibilidad de una zoono•ie. 

PLP.NTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

campylobacter pylori •• encuentra asociado a enfermedad 

Acido p6ptica (7,B,9,10). En M6xico no existen datos publicados 

de esta asociación, sin embarqo, un estudio piloto realizado en 

el INNSZ sa logró aislar s.:_ ~ de biopsia de mucosa qAstrica 

en 10 pacientes con enfermedad Acido p6ptica (qaatritis y/o 

~lcera) diagnosticada por endoscopia y estudio histol6qico. 

La necaaidad de recurrir a la endoscopia • biopsia y cultivo 

para el diagnóstico de infección por ~ pylori que es un método 

.invasivo y molesto para-el paciente , hace necesario encontrar un 

m6todo no invasivo para detectarla. Hasta el momento el m6todo no 

invasivo, mas sensible y especifico es la detección de 

~nticuerpos especificas por ELISA, utilizando como antiqeno las 

proteinaa de c.pylori extraidas con glicina 6cida. Se requiere 

estandarizaCión de la detección de anticuerpos especificos por 

ELISA para contar con un m6to~o no invasivo en el diagnóstico de 

infección por ~ pylori que sea reproducible, sensible y 

eapecirico en nuestra población, 

de infección por .s.:_ ieiuni 

que como tiene alta.prevalencia 

debe ser valorado su 



especificidad, dada por la reacción cruzada descrita entre 

antl9enos de E.:_ pylori y ~ ie1uni. 

La detección de anticuerpos especlficos por ELISA requiere 

la obtención del antígeno: lo que demanda cu1tivos masivos 

de ~ pylori mediante un medio de cultivo óptimo para su 

crecimiento y propagación, el cual no ha sido descrito. 

El conocer la proporción de la reacción cruzada de 1as 

prote!nas extraídas con glicina Acida de f.!_ pylori y de 

~ ieiuni, directamente nos conducirA a la purificación de un 

ant!qeno ~nico presente en ~ pylori para la detección de 

anticuerpos especificoS. 

Hasta la fecha no se ha descrito reservorio ni fuente de 

transmisión al humano de esta infección, sin embargo, dado que 

~ ·pylori ha sido aislado de animales y que la infección 

experimenta1 sólo se ha logrado en el human~ y en estos animales, 

sugerimos que posiblemente se trate de una ~oonosis, para dar 

base a esta hipótesis es necesario determinar la prevalencia de 

anticuerpos contra E.:. pylori en población de alto riesgo laboral 

a enfermedades infecciosas transmitidas por animales. 
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OBJETIVOS 

1.- Eatandarizar el m6todo de ELrSA indirecto para la detección 

anticuerpos espec!f icos contra las proteínas extraídas con 

glicina 6cida de campylobacter pylori, que nos 

corre1acionar la 

microorganismo. 

enfermedad 4cido péptica asociada 

permitan 

a este 

a) Determinar el mejor medio de cultivo, propagación y 

tiempo óptimo de crecimiento para Campylobacter pylori. 

b) Estandarizar la obtención del anttqeno ( PE ) de 

~ pylori por extracción con glicina 4cida. 

e) Determinar anti9enicidad y la proporción de la 

reacción cruzada de las proteína extraídas con glicina 

4cida de ~ pylori y el ant!geno camón de 

.i;... 1e1uni. 

2.- Determinar 

una población 

la prevalencia de anticuerpos contra c.pylori en 

con alto riesgo laboral para enfermedades 

infecciosas transmitidas por animales y compararla con 

prevalencia de anticuerpos en personas sanas sin este riesgo 

laboral. 
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HIPOTEsrs 

El m6todo de ELISA para la detección de anticuerpos 

eapecltico• contra c.pylori ea un m6todo confiable, especifico y 

la reacci6n cruzada que presenta con c.teiuni no interfiere 

aigniticativamente por lo que es aplicable a una población como 

la nueatra, en donde •on frecuente• las infecciones por c.1eiuni. 

LÍI prevalencia de anticuerpos eapecificos contra c.pylori en 

persona• con alto riesgo laboral para enfermedades infecciosas es 

superior a la prevalencia en personas sin este riesgo laboral. 

15 



MATERIAL Y METODO 

Diaei\o. 

se valoró al crecimiento bacteriano por lectura de 

absorbancia a una lonqitud de onda de 660nm. 24,48,72 y 96 

hra) en tres medios de cultivo para el crecimiento y propaqación 

de c.pvlori, estos fueron: caldo infusión cerebro corazón, soya 

tripticaseina y brucella. 

una vez ident.ificado el mejor medio. de cultivo se inoculó 

c.pylori en forma masiva obteni6ndoae la cantidad neceaaria de 

bacteria para la preparación del ant!qeno mediante la t6cnica 

descrita por He coy (45) ~ el ant!qeno de c.ieiuni tu6 preparado 

de la misma manera. Con los antlgeno•.obtenidos de estos dos 

microorganismos, ae realizó una electroforesis en gel de sos

poliacrilamida; para conocer y comparar los perfiles proteicos de 

ambos ant!qenos. 

Se prepararon sueros hiperinmunes en conejos Nueva Zelanda 

contra la bacteria completa formalinizada de ~ pylori y 

el anttqeno comdn de ~ ieiuni. con la finalidad de 

determinar antiqenicidad y la proporción de la reacción cruzada 

se realizó una inmunoelectrotranferencia ; haci6ndose reaccionar 

los antígeno& de ~ pylori y ~ ieiuni con sueros hiperinmunes 

homó1oqo y heterólogo de ambos. 

16 



Para la estandarización de anticuerpos especlficos contra 

S:_ pylori por ELISA ae realiz6 una tabla de ajedrez, empleando 

para ello .diferentes concentraciones de antiqeno y direrentea 

diluciones de anticuerpo. El anticuerpo empleado fue el suero de 

un paciente a quien se le aisl6 s.:_ pylori de mucosa g4strica 

(control positivo). La concentración de antigeno y la dilución 

del anticuerpo adecu~da se determinó en base a que la absorbancia 

obtenida fuera directamente proporcional a los anticuerpos 

presentas (a mayor dilución menor abaorbancia ). Las lecturas de 

absorbancia se realizaron a los 15,30,45 y 60 minutos, hasta la 

hidr6lisis total del sustrato (limite del valor la 

abaorbancia). 

En la valoración de anticuerpos eapeclf icoa contra f:..:. pylori 

en una población con alto riesgo laboral para enfermedades 

infecciosas . ae utilizaron: 25 sueros de trabajadores de rastro, 

considerados de alto riesqo por su cohstante exposici~n a 

diferentes animales; 25 sueros de pacientes a quienes se les 

ais16 ~ pylori de mucosa g4strica (control positivo): y 25 suero 

de donadores que por interrogatorio y explor~ción f !sica fueron 

considerados clinicamante sanos. Los tres grupos fueron pareados 

por edad y sexo, para eliminar variables consideradas como 

posibles factores de confusión. La especificidad en la detección 

de anticuerpos a ~ pylori y ~ ieiuni se realizó en los 25 

sueros de trabajadores de rastro en forma independiente. 



3.- crecimiento y propaqación de s.:_ pylori 

Incubadora con agitación 

Jarra Para atmoafera microaerofilica 

Matraces Erlenmeyer de 50 m1.(Tap6n de rosca) 

Medio• de cultivo 

caldo infusión cerebro corazón (BHI) 

caido bruceiia (BRUC) 

Caldo aoya tripticaae!na (ST) 

suero de caballo eateilizado 

Agar BHI con suplementos: sangre de caballo 

anfotericina 

vancomicina 

polienriquecimiento 

Por duplicado se prepararon 25 ml de cada medio (caldo BHI, 

ST y BROC) en matraces de 50 ml. Una vez esterilizados los medios 

se suplementaron con suero de caballo al lOt, vancomicina 6 µq/ml 

y anfotericina e pq/ml; como control de contaminación se incubó a 

temperatura ambiente por 24 hrs. Cada matraz fu6 inoculado con 

100 ~l. de una suspensión bacteriana de s.:_ pylori en PBS a una 

concentración mayor de J.4 x 10~ y se incubaron a 37º e en 

aqitación constante a 100 revoluciones por minuto (rpm), y con 

atmósfera de 85' de N2, 10' C02 y st de 02. 



Loa medios de cultivo inoculados se revisaron a las 24,48,72 

y 96 hra. y se efectuaron lecturas de absorbancia a 660nm (como 

indicador ~e crecimiento bacteriano) uti1izando como blanco el 

mismo medio de cultivo sin inocular, sometido a las mismas 

condiciones que los inoculados. 

triplicado. 

El ensayo se realizó por 

4.- Preparación de ant!geno (Método de Me Coy). 

Parrilla de agitación magn•tica 

Barra de agitación magn6tica 

Vaso de precipitados de 50 ml. 

Membrana de diAlisis con punto de exclusión 12,000 o. 
sistema amicon diafiltrado UM10. 

El paquete bacteriano obtenido por centrifugación se lavó 2 

veces con PBS y una vez con agua destilada, centrifugando a 

. 14,000 rpm durante 20 minutos. 

se expuso la proteina con buffer de glicina pH 2.2 en 

agitación constante durante JO minutos, posteriormente se 

centrifugó a 14,000 rpm a 4º e durante 20 minutos y el 

sobrenaaante se neutralizó con NaOH 1M, y se ,dializó durante 

48 hrs. a 4°C con membrana para di4lisis de punto de exclusión 

12,000 contra agua destilada estéril 
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Las prote!nas extra!das se concentraron por ultrafiltración 

en sistema Amicon diafiltrado emple&ndose membranas que permiten 

el paso de.pesos moleculares menores de 10,000 y se determinó la 

concentración de prote~nas por el método de Coomassie (24). El 

anti9eno preparado se almacenó a -7o•c hasta su utilización. 

4.1 SDS-poliacrilaaida electroforesis 

Equipo da electroforesis 

se• preparó un qel de sos-poliacrilamida (qrosor de o.s mm), 

6ste conatituido por dos qelea de diferente concentración de 

acrilamida. 

Solución bis-acrilamida(30'l 

Solución reCJUladora (gel 

inferior o qel superior 

SDS (10,) 

Persulfato de amonio (lOt) 

A9ua deaionizada 

TEMED 

Gel Inferior 
10, 

3.JJml 

2.SOml 

100 pl 

50 p.ll. 

3.5lml. 

5 p.ll. 

Gel Superior 
3% 

0.97Sml. 

2.S7ml 

50 pl. 

50 p.ll. 

6.~2ml. 

10 pl 

Las muestras que se corrieron en gel de sos-poliacril.amida 

fueron las siguientes: 
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El antigeno de ~ pvlori (350 pg/ml) 

El antigeno de C.ie1uni (550 p9/ml) 

Mareadores de peso molecular. 14-96 Kda. 

Se desnaturalizaron las muestras con la solución de 

disociación (1:1) calentandose cinco minutos a 100 ° e en un 

butrer de sos-2 mercaptoetanol. 

El corrimiento a• etectuó a un voltaje constante de 100 v. 

durante aproximadamente dos horas (tiempo sufi~iente en que las 

proteínas hablan recorrido todo el qel).Posteriormente el gel tu• 

teñido con 

(Apendice B) • 

una solución de nitrato de plata amoniacal 

s.- Preparación de suero de conejo hiperinm.unes contra ~ pylori 

Jerinqaa de J ml. 

jeringas de 10 ml. 

Algodon 

Tubos de ensaye ll x 100 

Centrifuga 

Viales ependorff capacidad 1.5 ml. 

Adyuvante completo de Freund 

Xileno 

Alcohol 

2 conejos Nueva Zelanda de aproximadamente lKq. de peso 

Paquete bacteriano de s.:._ pylori 
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El esquema de inmunización en 2 conejos Nueva Zelanda fué de 

la siguiente manera: 

1a •emana. Se inocularon con 2.4 mg de peso hómedo de la 

bacteria completa formalinizada CS.:. pvlori), suspendida en 50 pl 

de solución salina con 50 pl de adjuvante completo de Freund, en 

sitio• adltiplea del lomo del conejo. 

2a ,3a y 4a semana. Se inocularon con 1.2 mg de peso hómedo 

e la bacteria con so pl de solución salina por v!a intravenosa, 

por semana, previa inoculación se tomaron 5 ml. de sangre, se 

extraj6 suero y se almacenó a -7ooc. 

A loa 30 d!as ea extrajeron 5 ml. de sangre y se tituló el 

suero para determinar anticuerpos contra !b. pylori y los conejos 

fueron sangrados a blanco al tener titulas superiores de 1:1000; 

el suero se almacenó a -7ooc. 

5.1 rnmunotransferencia. 

Equipo para inmunotransferencia (BXO RAD) 

Membrana de nitrocelulosa (0.45 mp.) 

Antígeno de S.:. pylori y de ~ ieiuni 

Suero de conejo hiperinmune contra s.:_ pylori 

suero de conejo hiperinm.une contra S.:. iejuni 
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Las membranas se sacaron de la solución de bloqueo y se 

hicieron reaccionar de la siquiente manera: 

Antiqeno de c. pyl.ori con suero de conejo hiperinmune contra 
s;_,_ pyl.ori. -

Antigeno de c. pylori con suero de conejo hiper inmune contra 
s;_,_ jejuni. -

Antigeno de ~ ie1uni con suero de 
s.._ pyl.ori 

conejo hiper inmune contra 

Antigeno de c.ieiuni con suero de 
!;_,_ ieiuni. 

conejo hiper inmune contra 

La dilución de suero empleada fu6 de 1:25. Las membranas 

permanecieron en contacto con el anticuerpo 

ambiente y en agitación constante durante 18 hrs. 

temperatura 

La membrana se lavó 3 veces con solución bufrer tris (TBS) 

durante 10.minutoa cada lavado con agitación constante para 

remover el anticuerpo libre. 

La. membrana se puso en contacto con el conjugado a una· 

dilución 1:1000, incubando a temperatura ambiente con agitación 

durante hr. Posteriormente se realizaron 3 lavado~ de 10 

minutos cada uno con TBS-Tween (TTBS). 

La reacción antigeno anticuerpo en la membrana se reveló con 

la siquiente solución: El sustrato se disolvió en el metanol 

absoluto frie y se dejó que tomara la temperatura ambiente, 

mezcl4ndose con TBS y peróxido de hidrógeno. La membrana se 

sumerqió en esta solución y se dejó en agitación, el revelado de 

la raacció~ fu6 a los 15 minutos, la reacción se detuvo 

sumerqiendo la membrana en agua corriente. 
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6.-Ensayo Inmunoenzim4tico (ELISA) 

6.1 Estandarizaci6n 

Placas da poliestireno (Beckman) 

Micropipeta multicanal de 50 a 250 ~l. (volumen variable) . 

Hicropipeta de 100 µl. (volumen fijo) 

Microjerinqa de 1 a 10 pl. 

Lector de placas de ELISA (filtro 450 nm) 

suero de paciente con cultivo positivo de s.:.. pylori 

Antigamaqlobulinas humanas totales conjugadas con peroxidasa 
(DAKO) 

Albumina s•rica bovina 

Antígeno de c.pylori (extracción 4cida) 

Para la estandarización se prepararon concentraciones del 

ant!geno de i,2,s,10 ~g./ml.en buffer de carbonatos y diluciones 

del suero de un paciente con cultivo positivo a ~ pylori de 

1:125, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000 en PBS-albumina al 

o.u. 

sensibilización 

En los diferentes pozos de las microplacas de ELISA,fueron 

depositados 100 pl de cada concentración de antiqeno, previa 

incubación a 40c durante 24 hrs., la placa fué lavada con PBS 

por triplicado. 
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Bloqueo 

Para evitar la unión inespecifica a la placa, fueron 

bloqueados los sitios que no se recubrieron con el antigeno, 

colocando 200 pl. por pozo de una solución de albdmina sérica 

bovina al 1t en PBS durante 30 minutos a 37oc. Finalmente se lavó 

2 veces con PBS. 

Reacción ant!geno anticuerpo 

Se depositaron 100 ul de las diferentes diluciones del suero 

para cada concentración de antigeno presente en diferentes pozos 

de la microplaca y se incubó a 3 7 ° e / 1hr. Al terminó se 

realizaron 3 lavados con Pes. 

Se adicionó 100 ul del conjugado (antiqamaglobulinas totales 

humanas unidas con peroxidasa) diluido 1:1000 en PBS-albómina al 

O.lt y se incubó a 37ºC . Posteriormente la placa fué lavada 

veces con PBS-TWeen y 2 veces con PBS. 

El sustrato se preparó en el momento de utilizarlo. En una 

solución de citratos se disolvió o-parafenilendiamina, 

posteriormente se adicionó peróxido de hidrógeno. Se colocaron 

100 ul de esta solución por pozo y La placa se incubó an un lugar 

obscuro a temperatura ambiente • La. reacción se vaioró en un 

lector de ELZSA a una lonqitud de onda de 450 nm a los 15, JO, 45 

y 60 minutos. 
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6.2 Va1oración de anticuerpos especificas contra ~ py1ori en 3 

poblaciones. 

Bajo las mismas condiciones de estandarización y empleando 

1a dilución óptima identificada en ella se determinaron los 

niveles de anticuerpos especificas contra ~ py1ori en sueros de 

3 qrupos diferentes: 25 sueros control positivo, 25 sueros 

control negativo y 25 sueros de trabajadores de rastro 9eneral 

pareados por edad y sexo. 

6.3 Valoración de anticuerpos especificas contra Q.:_ 1eiuni 

25 sueros de trabajadores de rastro 

antígeno de~ ie1uni (antigeno comdn) 

Bajo las mismas condiciones de estandarización y empleando 

5 µg/ml ant!geno y dilución de suero de 1:1000 se determinaron 

los niveles de anticuerpos contra f.:. 1e1uni en 1os 25 sueros de 

trabajadores de rastro. 



RESULTADOS 

1.- crecimiento y propagación de ~ pylori. 

Los tres medios valorados para el crecimiento de este 

microorqanismo mostraron fases de crecimiento similares; 1a fase 

latente fué de O a 24 horas, la fase 1ogaritmica de 24 a 48 hrs. 

y ia fase estacionaria (m4ximo crecimiento) fué de 48 a 72 

hrs., como se indica en la qr4fica l. El crecimiento en 1os tres 

medios de ·cultivo fué diferente: el valor promedio de las 

lecturas de absorbancia determinado a 1as 72 hrs. fué de 0.333 U 

en caldo BHI, de 0.236 U y de 0.193 u en caldo BRUC. La tabla 3 

muestra los promedios de lecturas de absorbancia como .indicador 

de crecimiento de ~ pylori a diferentes tiempos de incubación en 

los tres medios. 

Para demostrar la significancia de las diferencias de 

crecimiento en 1os tres medios de cultivo valorados, se efectuó 

un an4lisis de varianza (ANOVA), para el cual se incluyen medias 

aritméticas y desviaciones estandar de las lecturas de 

absorbancia a las 72 hrs. de incubación; el resultado mostró que 

al menos uno tenia un crecimiento significativamente_ diferente 

(p < 0.05). La T de Bonferroni, que es una T de Student 

modificada para m4s de una comparación, mostró que BHI con BRUC y 

BHI con ST tuvieron una 0.1 < p > o.os y p > 0.1 

respectivamente. 
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TABLA 3 
CRECIMIENTO DE e. ~ A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

(Absorbancia a 660 nm) 

.--- -· 
' 
¡ tiempo de 
; 1ncubaci6n 

(Hrs.) 
r-·------·. 

24 

48 

72 • 

96 

;~fu2~~~~~~~~~-->_;:~!;:'_~-~-~-~-- ~ucel 1-~ -~ 
o . 141 ± o . 051 o . 112 ± o . 040 o . 102 :!: o . 050 1 

1 

o . 289 .± o . 1 63 o . 171 :!: o . 024 o: 129 :!: o . 059 1 

0.333 ! 0.127 o.236 !o.038 0.193 :! 0.042 

o. 430 .± o. 124 o . 323 :! o . 091 o. 230 :! o. 092 

¡ 
~·········--· - --- -- -···· -··-·--·--·-- ----· ---·- -----·-- ----·· ·-·---------·-···------- •. -.¡ 

' 
1 

L 
• = ANOVA p < 0.05 

; 

----··--· ··- -·-·-_j 



2.- Preparación de antigeno. 

De litros de medio de cultivo se obtuvieron 855 mg. de 

bacteria completa (peso h6medo), que proporcionó 4.3 mg de 

antigeno de Q.:. pylori lo que representa un rendimiento del o.s

de antigeno por bacteria ó 2.smq de antigeno por litro de medio 

de cultivo. 

2.1 SDS- poliacrilamida electroforesis. 

En un gel de SDS-poliacrilamida al lOt se administraron los 

antigenos de C.pylori (2.5 pg) y ~ iejuni (2.9 pg) previamente 

obtenidos, y se observaron algunas bandas proteicas con pesos 

moleculares similares en ambos Las bandas encontradas en 

ambas preparaciones fueron de 61-66, 44, 32, 31, 29 y 26 Kd 

(fig. 1). Las bandas mAs importantes presentes unicamente en 

el antigeno de fueron de 14 y 22 Kda 

aproximadamente (fig.l), y las presentes sólo en el antigeno de 

f.:. iejuni fueron de 12, 24 y 30 Kda aproximadamente (fig.l). 

Las bandas proteicas observadas en el gel da sos

pol iacrilamida del antigeno de S.:.. pylori son las mismas si el 

antigeno es obtenido de bacterias cosechadas de medio liquido o 

sólido • 
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"97Kda 

66 

45 

,_14 
-

FIGURA ELECTIOFORESIS EN POLIACRILANIDA 10% SDS 
Colu•n• l antlseno de C. Jef•n• (2.9 ~9.)¡ colu•na 2 peaoa 
•olecularea estandarea: colu•na 3 ant!seno de C. priori 
(2.5 p9.): coluaaa 4 pesos aolecularea eatandarea. 
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3.- Preparación de suero de conejo hiperinmune contra~ pylori. 

La valoración de anticuerpos contra ~ pylori por e1 método 

de ELISA en los conejos Nueva Zelanda inmunizados en 4 semanas 

con bacteria completa formalinizada mostró un titulo final de 

anticuerpos de 1:3125. 

3.1 rnmunotransferencia 

A un papel de nitrocelulosa se realizó la inmunorreacción 

por electroinmunotransferencia con sueros homóloqos y·heterólogos 

de ~ pylori y f..:_ jejuni, indicandose que, el suero hiperinmune 

de s.:_ pylori reconoce las bandas proteicas del antigeno de 

c.ieiuni presentes en el papel de nitrocelulosa a nive1 de 1 

complejo de peso molecular de 61, 63 y 66 Kda (fig. 2) mientras 

que, el suero hiperinmune de c.iejuni sólo reacciona con las 

bandas proteicas del antigeno de ~ pylori a un peso molecular 

de 62 Kda (fiq. 2). 



a 
1 

b 
2 

b 
3 

a 
4 

FIGURA. 2 ELECTROIN~IU TRANSFERENCIA CON EL A~;:-IGENO DE C.pylori (a) 

y~ (b): columna 1 y 2 suero hiperinmune =e conejo anti-C.pvlori; 

columna 3 y 4 suero hiperinmune de conejo anti - C.1e1uni. 
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.4.- Ensayo inmunoenzimat!co (ELISA) 

4.1 Estandarización. 

Para la estandarización del ELXSA se valoraron diferentes 

concentraciones de antlqeno (1,2,5 y 10 pg/ml) a di~erentes 

diluciones de un mismo suero positivo 

1:1000, 1:2000 y 1:4000). 

1:125, 1:250, 1:500, 

Los resultados mostraron que la mayor lectura de absorbancia 

a 10 pq/ml de ant!geno (mAxima concentración empleada) fué 

de 1.5 u, y a 5 µq/ml (una concentración menor a la maxima) fué 

de 1.4 u. La menor lectura de absorbancia a 10 y a 5 ~g/ml fué 

de o.077 u. para ambas. 

En la qr4fica 2 se muestra las curvas que corresponden a 

diferentes concentraciones de anttgeno al graficarse lecturas de 

absorbancia contra las diluciones de un cismo suero de un 

paciente co~ cultivo positivo a ~ pylori, y se aprecia que el 

punto medio aproximado de la pendiente de las curvas de 

titulación correaponde a la dilución 1:1000 del suero valorado. 
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4.2 Valoración de anticuerpos especifico& contra~ pylori en 3 

poblaciones. 

Para valorar los titulos de anticuerpos contra e~ pylori en 

poblaciones con diferentes riesgos de infección transmitida por 

axpoaición a producto• aniaalea, se valoraron 3 poblaciones 

diferente•: a) paciente• con cultivo positivo a ~.pylori, 

b) trabajadores de rastro general y c) poblaci6n 

(donador•• de aanqre). 

general 

EmpleAndose una concentración de antiqeno de 5 uq/ml y 

diluciones de suero de 1:1000 se determinaron los titules de 

anticuerpos especifico• contra ~ pylori. Los promedios de las 

lecturas de absorbancia de las poblaciones "a" (0.877 ± o.22) y 
11 b 11 (0.823 ±. 0.35) fueron mayores que el encontrado en el grupo 

"c" (0.585 ±. 0.25) (tabla 4). 

Empleando el A?lCVA como prueba cstadistica se demostró que 

al menos una de las tres poblaciones tuvieron lecturas de 

absorbancia significativamente diferentes a un nivel de'alfa de 

0.01 (p < o.Ol). Para deterainar a cual de laa poblaciones 

correapondia la diferencia se realizó la prueba de T para 

comparacion•• mdltiplea (Bonferroni) y •• encontró que la 

diferencia ea a expen••• de la• lectura• de abaorbancia en la 

población general, con una p < o.oos (Zreal • 4.19) 
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TABLA 4 
Detección de ont icuerpos contra C. pylori en 

individuos con diferente riesgo de exposición 

Poblaciones 

1.- Trabajadores de rastro 
general 

2.- Pacientes con aislamiento 
de C. pylori 

3.- Personas captadas en banco 
de sangre 

Abs ~ Absorbancia 

n 

25 

25 

25 

Abs (450 nm) 
( X ± DE) 

0.823 :t 0.35 

0.877 :t 0.22 

0.585 :t 0.25 

,ANOVA a p < 0.01 



4.3 Valoración de anticuerpos especifico& contra ~ 1e1uni. 

·con objeto de determinar ai los anticuerpos detectados 

f'ueron contra S.!. pylori y no contra ~ 1e1uni ( especificidad) , y 

dada la importancia de las deducciones derivadas del punto 

anterior, •• valoraron anticuerpo• eapeclfico• contra !h., 1!.1!:!n! 
en la pob1acion de trabajadores del rastro. 

Emple&ndoae ·una concentración de antigeno de 5 pg/ml y 

dilución de suero de 1:1000 • El promedio de laa lectura• da 

absorbancia de loa auero• valorado• f'u6 de 0.970 ± 0.172 para, no 

existiendo una diferencia aignificativa al compararla• con las de 

.9...=., pylori : y el indice da correlación de ambas lecturas de 

absorbancia (S.:,. pvlori y ~ 1e1uni) fu6 de 0.046 con una 

varianza expl.icada por la correlación de 0.002 y una validez de 

la prueba de p < 0.0001 (probabilidad de que la correlación sea 

dada por el azar). 

An&li•i• ••~adiatico del control de calidad del ELXSA 

La reproducibilidad de1 ELXSA ae deterain6 mediante el 

coeficiente de variaciOn interenaayo (variación existente de un 

mismo suero entre placa y placa) y el coeficiente de variación 

intraenaayo ( variación d• un •iaao •u•ro entr• pozo y pozo de 

una miama placa). 
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El coarici~nte de variación interensayo se calculó tomando 

las lecturas de absorbancia de un suero positivo y uno negativo 

en 11 dir•rantes ensayos, obtani•ndose un valor del 11t para e1 

suero positivo y 18\ para el neqativo. El coeficiente de 

variación promedio intraensayo se calculó de 1os valores 

obtenidos de los duplicados de los 25 sueros de trabajadores de 

rastro y ••t~ ru6 del 4.4t. 

, 
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DISCUSION 

Lo invasivo, costoso y tardado del diagnóstico por ~ pvlori 

ha ••tiaulado a varios investigadores en el mundo al estudio 

da diferentes m6todos aerol6gicos para su detecci6n; 6atoe han 

informado de la existencia de reacción cruzada con otros miembros 

del g6nero Campylobacter (9,40) y de ahi la importancia de la 

estandarización de estos m6todos, donde la inf ecci6n 

por .s:_ 1eiuni es muy frecuente. En la estandarización de 

estos m6todo• fu6 necesario obtener el antiqeno, el cual se 

extrajo de grandes cantidades de~ pylori. 

Para las obtención de cultivo maSivo de .s..:_ pylori, que es 

de dificil crecimiento, fu6 necesario cent.ar con un medio que 

permitiera el crecimiento y propagación de la bacteria ~ 

De los medios de cultivo que fueron probados, el caldo BHX 

mostró ser el mejor para eatos f in•s (como se mueatra en la 

gr4f ica 1) , ya que permitió el mayor crecimiento que en 1os otros 

medios. De esta grAfica se deduce ademas que 1as fases de 

adaptación en e1 medio liquido fu6 de las o a 24 hrs., la fase 

logaritmica de las 24 a 48 hrs., la fase estacionaria de las 48 a 

72 hrs. y la faae de muerte bacteriana o li•i• no se observó 

probablemente porque a6n en el medio habla suficientes nutrientes 

para continuar la fase estacionaria. 
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Otros autores han va1orado e1 crecimiento de c.pylori en 

caldo brucella, indicando que la bacteria sólo crece en medio 

suplementad~ con suero de caballo y polienriquecimiento; adem4s, 

la secuencia de las faseS de crecimiento es similar a 1a descrita 

en este estudio (47,48). 

El antiqeno utilizado en el ELISA, se preparó por el.método 

de extracción 4cida con glicina, descrito por Me coy (45) en el 

cual al poner en contacto la qlicina con la bacteria se 

desprenden la mayor cantidad de prote!nas de la membrana externa; 

dado que no hay ruptura de la bacteria, el antiqeno som4tico 

(anttqeno O) s~ encuentra en muy bajas concentraciones, menores 

al 10 t. AdemAs se ha descrito que este ant!qeno tiene menor 

reacción crUzada con otros Campylobacter, y por lo tanto, es mas 

especifico y sensible, que cuando se emplean bacterias completas 

(39, 40). 

Nuestra producción de antigeno mostró alta reproducibilidad, 

dado que diferentes extracciones de antigeno de la misma cepa 

mostraron las mism8s bandas en el gel SDS-poliacrilamida, con un 

porcentaje similar de antigeno. Algunas de estas bandas se 

encontraron tambi6n en preparaciones similares de anttgeno 

de _Q.:. ieiuni, sin embargo, estas bandas a~n cuando son del mismo 

peso ~olecular y ant~qenicamente parecidas, no son las mismas 

proteínas; ya que las bandas de 61,63 y 66 Xda. del ant!geno de 

Q:. 1a1uni que son reconocidas por su suero hom6logo son 

reconocidas por anticuerpos de conejo espec!ficos contra 

43 



c.pylori p~ro las mismas bandas en el antlgeno de ~ pvlori no 

son reconocidas por anticuerpos de conejo especlf icos 

contra ~ 1e1uni, exceptuando 1a proteína con un peso molecular 

alrededor de 62 Kda. que parece corresponder a una proteina comón 

al genero Campylobacter llamada" Flaqelina" (40). 

En la estandarización se pretendió determinar la 

concentración óptima de antígeno y la mejor dilución de suero 

para la detección de anticuerpos especlficos contra S.:.. pylori. 

Como se observa en la qr4tica 2, donde se grafica diluciones 

de suero contra absorbancia: las mejores curvas de titulaCión. 

fueron la de 5 y 10 ~g/ml de antlgeno; seleccionAndose la de 5 

pg/ml; por no presentar variación significativa con respecto a la 

de 10 ~g/ml, es decir, que la mayoria de las diluciones de suero 

correspondieron a similar•• absorbanciaa en ambas 

concentraciones de antigeno: y la dilución óptima de suero fu6 

de 1:1000, por ser el punto medio de la pendiente de la curva 

correspondiente a la concentración de antlgeno se1eccionado. Por 

lo que los sueros de las 3 poblaciones a estudiar fueron 

valorados bajo estas mismas condiciones. 

Los resultados obtenidos en la detección de anticuerpos 

especlf icos contra S.:., pylori en las tres poblaciones muestran que 

en los paCientes con cultivo positivo de S.:. pylori y los 

trabajadores de rastro tienen similares tituloa de anticuerpos, 
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siendo mAs. altos que los evaluados en la población general 

( p < 0.005). Esto implica de alguna manera que los trabajadores 

del rastro eatan en contacto continuo con c.pylori. 

determinación de anticuerpos contra ~ iejuni en esta misma 

población mostró una no correlación con los titulas de 

anticuerpos contra Q.:.. pylori (r = -0.046 ), 6sto indica que la 

detección de anticuerpos contra !:..:_ pylori es especifica y que la 

reacción cruzada es muy pobre (1.St) como han informado Goodwin y 

Newell (9,40). Estos hallazgos apoyan la hipótesis de que la 

infección por ~ EX!2.I:! es transmitida por animales, para su 

comprobación ser4 · necesario llevar a cabO otros estudios 

encaminados a determinar que animal o que animales son capaces de 

transmitirlo. La 6nica manera de definir este dltimo punto, ser4 

intentar aislar Q.:. pylori en diversas especies, con las que el 

humano esta en contacto frecuente; y comparar la prevalencia de 

infección en personas que tienen estos tipos de exposición, con 

la prevalencia de personas que no la tienen. 
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CONCLUSIONES 

1.- El medio BHr fu6 el mejor de los medios de cultivo vaiorados 

para crecimiento y propagación de campylobacter pylori. 

2.- Los medios BRUC y ST también resultaron dtiles para el 

crecimiento y propagación de ~ pYlori. 

J.- La fase de adaptación de~ pylori en medio liquido se 

encontró a las 24 hra. 

4.- La fase de crecimiento loqar!tmico de Q.:. pylori en medio 

liquido fUé de las 24 a las 48 hrs. 

s.- La tase estacionaria de~ pylori en medio liquido se 

encontró de 48 a 72 hrs. 

6.- El tiempo Optimo para cosechar~ pylori en rorma masiva de 

medio liquido fu6 a las 72 hrs. 

7.- La obtención del ant!geno de ~ pylori por extracción con 

glicina 4cida fu6 muy reproducible, con un rendimiento de 

bacteria del o.st. 

46 



s.- Los patrones e1ectrofor•ticos en ge1es de SDS-po1iacrilamida 

de 1as prote!nas de1 ant!qeno de ~ py1ori y ~ ieiuni 

obtenidos por extracción con q1icina 4cida son diferentes; 

aunque comparten bandas proteicas de peso mo1ecular de 

61-66, 44, 32, 31 y 29. 

9.- Mediante an41isis de electroinm.unotransferencia se encontró 

que anticuerpos contra ~ ie1uni mostraron reactividad 

cruzada con el ant!geno de ~ pylori en una banda proteica 

de peso molecular aproximado.de 62 Kd. 

10.- An41isis de electroinm.unotransferencia de anticuerpos contra 

~ pylori mostraron reactividad cruzada con el antLgeno de 

~ 1e1uni en el rango de peso molecular de 61-66 Kda. 

11.- Los trabajadores de rastro estudiados presentaron titules de 

anticuerpos s•ricos contra Q:. pylori significativamente mAs 

elevados en comparación a las personas no expuestas a estos 

animales, y similares a los pacientes infectados por esta 

bacteria. 

12.- Los trabajadores de rastro estan m4s expuestos a ~ pvlori 

que el grupo control. 
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13.- Loa titulas a6ricos de anticuerpos contra S..:. pylori y contra 

S.:. iaiuni da trabajadores de rastro no presentan correlación 

alguna. 

14.- X.. detección de anticuerpos contra !!!.. pylori por ELISA 

empleandose el ant~geno extra!do con glicina 4cida es 

especifica y la reacción cruzada con S.!. ie1uni es muy baja. 

15.- se suqiere que la transmisión de Q.:.. pylori al hum.ano 

travea de productos animales ya sea por manipulación o su 

inqesta. 

16.- son necesario otros estudios orientados a determinar la 

existencia del reservorio y la ~uente da 

de .s.:_ pylori para el huaano. 
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APENDICE 

A) Reactivos y so1uciones 

1.- Preparación de antlgeno 

Solución buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M ph 7.2 

Solución de hidróxido de sodio (NaOH) 1 M 

Solución buffer de glicina pH 2.2 

Agua destilada estéril 

Reactivo de azul de Coomassie para determinar ~rote!nas 

Estandares de alb'dmina (100, 75,50 y 25 ug.) 

2.- SDS-poliacrilamida electroforesis 

Solución stock Bis-Acrilamida 

Acrilamida 

N,N- metilcn bis-acrilamida 

.Solución de corrimiento 

Trizma base 

Glicina 

Dodecil sulfato de sodio (SOS) 
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30.0 ~ 

o.a 

15.21 9• 

71.90 9· 

5.00 ~· 



Solución reguladora de gel inferior pH 8.8 

Tris HCl (1.5 M) 23.7 ml. 

Agua desionizada 100.0 ml. 

Solución sos 10t 

Persulfato de amonio al lOt 

N,N,N,N,tetrametiletilendiamina (TEMED). 

Solución reguladora de muestra (buffer de disociación) 

Solución requladora de gel superior 

Glicerol 

2-mercaptoetanol (14M) 

sos 10, 

Azul de bromofenol (O.lt) 

Marcadores de peso molecular 

Metanol absoluto 

Nitrato de plata (solución de tinción). 

Hidróxido de sodio 

Hidróxido de amonio 

Acido cítrico 

formaldehido 
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2.0 ml. 

2.0 ml. 

1.0 ml. 

4.6 ml. 

0.4 ml. 

0.36 ' 

14. 80 M 

1.00 ' 

38.00 ' 



3.- xnmunotransferencia 

Solución Buffer Tris (TBS) 

Tris base (20 mM) 

NaCl (500 mM) 

Aqua desionizada 

pH 7.5 

4.84 g. 

58.40 g. 

2.00 l. 

Solución Buffer Tris Tween (TTBS) pH 7.5 

Solución buffer tris 2. o 1. 

TWeen 1.0 ml. 

solución bloqueadora TBS gelatina al 3~. 

Gelatina 

TBS 

Solución de tranferencia 

Tris base (25mM) 

Glicina (192mM) 

Metanol absoluto al 2' 

Agua desionizada 
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/ 

pH 8.3 

3.0 9· 

loo.o ml. 

l.21 g. 

57.60 g. 

eoo.oo ml. 

3.20 l • 



Sustrato 

4-cloro-1-naftol 

Metanol absoluto frio 

TBS 

Peróxido de hidrógeno 

(JOt en solución acuosa) 

4.- Ensayo inmunoenzim4tico (ELISA) 

Solución reguladora NaHC03/C03 

Na CO 
2 J 

NaHCO 
J 

Agua desionizada 

0.06 9· 

20.00 ml. 

ioo.oo ml. 

0.06 ml 

(0,05 M, pff 9.6) 

0.159 9· 

0.293 q. 

ioo.o ml. 

Solución reguladora de fosfatos (PBS) 

NaCl 

10! PO 
2 4 

Na HPO 
2 4 

KCl 

Aqua desionizada 
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16.0 9. 

o.4 9. 

5.8 9· 

0.4 9· 

2.0 ml. 



Soluci6n requladora de fosfatos Tween (PBS-tween) 

Solución PBS 

Tween 20 

Solución buffer de citratos pH 5.6 

Acido Citrico 

Na so 
2 4 

Agua desionizada 

Sustrato: 

p-ortof enilendiamina 

Buffer de citratos 

peróxido de hidrógeno 

B) Tinci6n de Plata 

2.0 l. 

l. o ml. 

o.73o g. 

1.18 g. 

100.0 ml. 

o.oos g. 

10.0 ml. 

s.o µl. 

Se sumergió el gel durante 18 hrs. en una solución de 

metanol-aqua al sot. para la fijación de prote1nas. 

Se adicionó la solución de tinción de plata que est4 

compuesta de las siquientes soluciones. 

Solución A. se disolvieron o.a g de nitrato de plata en 4.0 ml 

de aqua deaionizada. 
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Soluci6n B. se mezclaron 21 ml de hidróxido de sodio al o.36\ y 

2.0 ml de hidr6xido de amonio 14.8 M. 

La soluci6n A se adicionó qota a qota a la solución B en 

constante aqitación para evitar precipitación, se completo a un 

voldmen fi~al de 100ml con aqua desionizada, (debe utilizarse 

inmediatamente). Esta solución se deja en contacto con el gel 

durante 20 ain. en agitación. 

Él gel con agua desionizada se mantuvo durante 5 min. en 

agitación. 

El revelador se preparó mezclando 2.s ml de 4cido cítrico al 

1% y o.2s ml de formaldehido al 38\, completando un volumen final 

de soo ml con agua. El gel se sumergió en esta solución hasta la 

aparición de bandas. 

El gel se lavó con aqua y la reacción se detuvo con metanol 

al sol. El gel una vez teftido puede conservarse en una c4mara 

hómeda. 
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