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RESUMEN

La infeccion por Helicobacter pylori ocurre en toda la poblacion mundial y el riesgo de
infeccion se estima que esta entre el 40% al 60%, existe mas de 15300 trabajos publicados.
Helicobacter pylori coloniza la mucosa gastrica, y esta asociada a las gastritis ulceras,
cancer gastrico y Linfoma de MALT. Los mecanismos de transmision de la infeccién por
este microorganismo podrian deberse a las excretas en alimentos de la mosca, de persona a
persona y las condiciones sanitarias como fecal oral u oral fecal, no se desestima la
transmision iatrogénica por sondas, endoscopios y la placa dentaria como reservorio del
germen. OBJETIVO: Describir la infeccion por Helicobacter pylori y evaluar las pruebas
diagnostico utilizadas para su identificacion. METODOS: Se han obtenido biopsias
gastricas de 116 pacientes para el aislamiento de H. pylori y la identificacion mediante la
prueba de la ureasa, ademas se realizo encuestas a los pacientes que participaron del
estudio. RESULTADOS Y CONCLUSIONES: Se aislaron 59 (51%) cepas salvajes de H.
pylori procedentes de antro pildrico y fondo gastrico; se aisldo H. pylori en el 43% de las
muestras procedentes de antro pilorico y en el 38% de fondo gastrico; la prueba de la ureasa
presenta 83,% de sensibilidad y 56,14% de especificidad en el diagnostico; en todos los
pacientes que habian iniciado tratamiento combinado para la erradicacion de H. pylori no se
aislo H. pylori en cultivo; E1 51% de los pacientes con gastritis, el 54% de los pacientes con
ulceras y el 50% de los pacientes con patologias no relacionadas estaban infectados por H.
pylori; el 64% de los pacientes con residencia en el area rural y solamente el 47% de los
pacientes con residencia en el area urbano estaban infectados con H. pylori; el 63% de los
pacientes de la tercera edad cursaba la infeccion; entre los factores socioecondémicos
podemos destacar que se evidencia mayor infeccion en pacientes de procedencia rural y
escasas condiciones higiénicas, ademas los pacientes con familiares con antecedentes de

enfermedad géstrica tienen mayor riesgo de infeccion.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is world wide distributed with a risk infection of about 40% to
60%. There are more than 15300 issued papers. Helicobacter pylori is host of the gastric
mucus and it is associated with gastritis, gastric ulcer and MALT Lymphoma. Transmission
pathway may be through fly excretes, food, person to person transmission and sanitary
conditions fecal-oral or oral-fecal. Also it is considered the iatrogenic transmission by
endoscopies and dental plaques as reservoirs for the microorganism. OBJETIVE: The aim
of the study was a description of Helicobacter pylori infection, evaluation of the diagnosis
tests used for the identification. METHODS: 116 gastric biopsies from patients with
several diagnoses were performed. Ureasa test was runned for all patients in the same
moment of the biopsy sampling, every patient was asked for additional information filling a
form. RESULTS AND CONCLUSIONS: 59 (51%) of the cultures from the 116 patients
were positive for H. pylori. The samples were obtained from pyloric antrus and gastric
bottom; there were isolate H. pylori in the 43% from pyloric antrus and 38% from gastric
bottom; ureasa test analysis was 83,% sensibility and 56,14% of specificity. All the
patients with previous treatment (combined treatment) were negative for the tests, culture
and ureasa tests. There was isolation of Helicobacter pylori from 51% of the patients with
gastritis, 54% patients with ulcers and 50% of patients with other pathologies, not related to
H. pylori. 64% of the patients are from rural areas and 47% of the patients are from urban
area from the positives for H. pylori. The 63% of the patients are above sixty years old. We
found more percentage of positivity for Helicobacter pylori in patients coming form rural
areas were the sanitary and socio economic conditions are risk factor and in patients with

familiar antecedents of gastric pathologies.
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1. INTRODUCCION.
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Helicobacter pylori, continua siendo un microorganismo que se encuentra entre los de
mayor estudio en el mundo cientifico microbioldgico, hasta la fecha se tiene mas de 15300
trabajos publicados desde su descubrimiento en Australia en el Royal Perth Hospital por el
médico Barry Marshall y el patdlogo Robin Warren en el afio 1982. Este descubrimiento
marco un hito histérico en la gastroenterologia de las ultimas décadas del siglo XX, debido
a que este hallazgo ha supuesto un cambio conceptual, puesto que demostré que
Helicobacter pylori coloniza la mucosa gastrica, zona que siempre se creia que era estéril
por su alto grado de acidez y desde entonces se ha asociado a esta bacteria a diferentes
patologias gastrointestinales, fue también la primera vez que se considero a una bacteria
como causante de un proceso gastrico que solamente era tratado de forma paliativa y no

curativa.

Helicobacter pylori es un microorganismo gram negativo, bacilo espiral, con flagelos
unipolares, es microaerofilico, que tiene como habitat la mucosa gastrica, en medios
artificiales su desarrollo se dificulta. Se caracteriza principalmente por poseer el enzima
ureasa que desdobla a la urea, esta caracteristica se aprovecha para apoyar el diagnostico
médico, también posee los enzimas catalasa y citocromo oxidasa, ambos ttiles en la

identificacion de sus propiedades bioquimicas.

Para el diagnostico de este microorganismo existen métodos invasivos y no invasivos; los
métodos no invasivos consisten en la serologia de anticuerpos especificos anti-Helicobacter
pylori y la prueba del aliento; entre los métodos invasivos estan la prueba rapida para
identificar el enzima ureasa que es la mas utilizada, la histopatologia considerada por
algunos autores la “regla de oro” y el cultivo que no es una técnica de rutina para el
diagnostico de la presencia de Helicobacter pylori, sin embargo cada dia va posesionandose
como la “regla de oro” para la identificacioén, debido a que constantemente se encuentran
cepas resistentes al tratamiento de primera eleccién por lo que es necesario realizar el

antibiograma.
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Helicobacter pylori compite con otros microorganismos como los de mayor infeccion en la
poblacion mundial y el riesgo de infeccion a nivel mundial es aproximadamente del 40% al
60%, en cambio en los paises en vias de desarrollo puede alcanzar hasta el 90% o mas, en

La Paz, Bolivia la infeccion por H. pylori es mayor al 50% [Alvarez et al, 1997].

Entre las enfermedades relacionadas a la infeccion de este microorganismo estan la
gastritis, ulcera, linfoma de MALT (Tejido Linfoide Asociado a Mucosa) y posiblemente
cancer gastrico (declarado el afio 1995 como carcinogénico tipo I), y las enfermedades

extragastrointestinales son la rosacea, gingivitis y otras.

Los mecanismos de infeccion de H. pylori aun no se han establecido de forma precisa, se

sabe que su transmision es oral- oral, fecal-oral.

Se tienen varios esquemas terapéuticos como la doble terapia, triple terapia y tetra terapia;
la terapia doble consta de un inhibidor de la bomba de protones y un antibidtico (omeprazol
y tetraciclina) poco efectiva; la triple terapia se constituye como la terapia de primera
eleccion, por su elevada eficacia, estd compuesta por un inhibidor de la bomba de protones
y dos antibioticos (omeprazol, claritromicina y amoxicilina); la tetra terapia consiste en la
asociacion de un inhibidor de la bomba de protones, un compuesto a base de sales de
bismuto y dos antimicrobianos (omeprazol, ranitidina citrato bismuto, tetraciclina y
metronidazol). El tiempo de duracion de la terapia varia de 7 a 15 dias no obstante reportes
clinicos demuestran que 10 dias de terapia muestran resultados 6ptimos en la erradicacioén

de esta bacteria no existiendo mucha diferencia si se prolonga el tratamiento.

En este estudio queremos presentar las caracteristicas de la infeccion en nuestro medio,
identificar los posibles factores de riesgo, la prevalencia e introducir el cultivo

bacteriologico y comparar los métodos de diagnostico.

Se ha incorporado en los estudios que sigue el Laboratorio Nacional de Referencia en

Bacteriologia Clinica del INLASA, el proceso de estandarizacion del cultivo de
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Helicobacter pylori, es en este sentido que el presente estudio comprende principalmente el
proceso del aislamiento primario de muestras de biopsias géstricas, evaluacion de las
pruebas diagnostico que actualmente utilizan los laboratorios de bacteriologia para la
identificacion de H. pylori y la descripcion de las caracteristicas socioeconomicas de los
pacientes de los que se estudia las muestras en estudio. Este estudio se ha realizado en la
unidad de investigacion del Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
del INLASA, gracias a la cooperacion de la unidad de gastroenterologia y laboratorio de
bacteriologia del Hospital “Arco Iris” y el departamento de gastroenterologia de la Clinica

“Caja Petrolera de Salud”.
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2. JUSTIFICACION.
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Las enfermedades asociadas a la infeccion por H. pylori actualmente son de amplia
distribucion y elevada frecuencia en el mundo y afectan a diferentes estratos sociales, raza,

sexo o grupo etario, aunque evidentemente con distinta frecuencia.

Es muy importante la funcion del laboratorio de bacteriologia en el cultivo de Helicobacter
pylori, especialmente cuando se presentan problemas de resistencia a las terapias de
primera eleccion, el antibiograma es el indicado. Es por esta razon que se hace menester
contar con un método normalizado para nuestro medio, de tal forma que el laboratorista sea

capaz de realizar los procedimientos.

Continuamente se vienen realizando muchos estudios sobre los métodos para la deteccion
de H. pylori a nivel gastrico, en lo que se refiere a las nuevas estrategias para el
aislamiento e identificacion, propiedades de resistencia y sensibilidad a los antibioticos,

caracteristicas inmunolégicas y caracteristicas moleculares.

El cultivo es la “regla de oro” en los laboratorios de bacteriologia ya que permite el
monitoreo y seguimiento de H. pylori; cada dia se puede encontrar casos de resistencia a

antimicrobianos de primera eleccion.

Para iniciar estudios epidemiologicos la prueba diagndstica ideal debe cumplir una serie de
requisitos: Poseer una alta sensibilidad y especificidad, no ser invasiva, ser facilmente

realizable y de bajo costo.

Es muy importante tener datos que se acerquen a la realidad de la situacion de nuestro pais
en cuanto a la infeccion por H. pylori ya que, nos ayuda a delimitar la prevalencia y la
incidencia, los grupos de poblacion que son mas susceptibles a contraer la infeccion, los

mecanismos de transmision y fallas al tratamiento.

Es necesario el aporte de mas estudios en nuestro medio, dirigidos a la generacion de

conocimientos tanto de los métodos como de la epidemiologia. De tal manera que
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proporcione al investigador, al bioquimico, al medico y al trabajador en salud en general,
procedimientos estandarizados y sencillos para el diagnostico en el laboratorio de
Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas y de la situacion de infeccion en nuestro

pais.

En la actualidad los laboratorios de bacteriologia clinica que realizan el diagnostico se
limitan a realizar la prueba bioquimica rapida de la ureasa en los casos en que el medico
gastroenterdlogo solicite la confirmacion de la presencia de H. pylori como causante de la
enfermedad, ya que esta prueba bioquimica no es totalmente especifica para H. pylori por
que pueden existir otros microorganismos que degradan la urea en el tracto gastrointestinal,
lo que podria estar generando resultados de laboratorio que sean falsos positivos e incluso
falsos negativos. Algunos laboratorios realizan el diagnostico serologico para determinar el
titulo de anticuerpos anti-Helicobacter pylori, esta prueba tampoco es especifica, por que
puede presentar reacciones cruzadas, al igual que la anterior prueba generar resultados

falsos positivos o falsos negativos.

El hecho de contar con un método estandarizado para el aislamiento de H. pylori aportaria
al conocimiento de vigilancia de la infeccion, seguimiento de la resistencia a los
antimicrobianos utilizados en terapias para su erradicacion que producen fallas al

tratamiento y prevalencia.

El Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica del Instituto Nacional de
Laboratorios en Salud “Néstor Morales Villazon™ participa en el proyecto internacional
“ESTRATEGIAS DE VACUNACION CONTRA Helicobacter pylori EN AMERICA
LATINA”.
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3.OBJETIVOS.
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1. OBJETIVO GENERAL.

Describir la infeccion por Helicobacter pylori y evaluar las pruebas diagnostico

utilizadas para su identificacion en el Hospital “Arco Iris” y la Clinica “Caja

Petrolera” de la ciudad de La Paz Bolivia durante los meses de junio 2005 a mayo

2006.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.

Estandarizar el procedimiento del cultivo bacterioldgico para el aislamiento e
identificacion de Helicobacter pylori.

Evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba de la ureasa utilizada para la
identificacion de Helicobacter pylori en el Hospital “Arco Iris” y la Clinica “Caja
Petrolera de Salud” en comparacion con el cultivo bacteriologico a partir de
muestras de biopsias gastricas procedentes de pacientes que acuden a consultas de
gastroenterologia.

Comparar la frecuencia de aislamiento de Helicobacter pylori, de biopsias
gastricas tomadas de antro pilérico y fondo géstrico.

Determinar si el tratamiento con inhibidor de la bomba de protones, antibidticos o
combinado, inhibe el crecimiento de Helicobacter pylori en el cultivo
bacteriologico de biopsias géstricas procedentes de pacientes que acuden a consultas
de gastroenterologia en el Hospital “Arco Iris” y la Clinica “Caja Petrolera”.
Determinar la frecuencia de infeccion por Helicobacter pylori mediante el cultivo
bacteriologico, a partir biopsias gastricas procedentes de pacientes que acuden a
consultas de gastroenterologia en el Hospital “Arco Iris” y la Clinica “Caja
Petrolera”.

Determinar si los factores socioecondmicos, predisponen la infeccion por
Helicobacter pylori en pacientes que acuden a consultas de gastroenterologia en el

Hospital “Arco Iris” y la Clinica “Caja Petrolera”.
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4.DISENO TEORICO.
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1. MARCO TEORICO

La infeccion por Helicobacter pylori es elevada en paises en vias de desarrollo. Ademas se
ha observado que las personas del sexo femenino aparentemente tienen menor
predisponibilidad de infeccion que las personas del sexo masculino. Estudios
epidemioldgicos han mostrado que la infeccion por Helicobacter pylori ocurre en la
poblacion mundial en general (Cave, 1997). Sin embargo, la incidencia de la infeccion
entre paises desarrollados y en vias de desarrollo es significativamente diferente, la
incidencia anual de infeccion se presenta entre el 0.5% y el 1% para menores de 10 afios y
la infeccién aumenta hasta en un 50% en adultos, con un promedio de edad de 60 afios en
paises desarrollados y en los paises en vias de desarrollo la mayoria de las personas, el 80%
aproximadamente se infectan con Helicobacter pylori a una edad promedio de 10 afios

(Pérez-Pérez et al, 1988; Everhart et al, 2000).

Helicobacter pylori es una bacteria de dificil cultivo in vitro y cuyo diagnéstico es de suma
importancia, en Chile se ha realizado un estudio para evidenciar la presencia del tipo de
cepa de H. pylori y la enfermedad gastrica por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, en el que hallaron la asociacion de la enfermedad géstrica y los alelos de los

genes CagA y VacA de H. pylori (Arraya et al, 2004).

Estudio realizado en Polonia el afio 2002 sugiere que la rosacea podria ser una
manifestacion de la infeccion por Helicobacter pylori ya sea a nivel gastrico o a nivel oral

(Zslachcic, 2002).

Un estudio realizado en suecia el afio 2000, fue dirigido para determinara la factibilidad del
cultivo de H. pylori a partir de biopsias gastricas inmediatamente después de la toma de
muestra, se comparo con la prueba rapida de la ureasa en el que se obtuvo el 100% de los
resultados con cultivo positivo, existiendo correlacion entre ambos métodos de diagnostico

(Jaup et al, 2000).
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En la Habana Cuba el afio 2001 se realizo un estudio para evaluar el diagndstico y
aislamiento de H. pylori, para lo que se empleé la prueba de la ureasa rapida, la tincion de
gram, y el cultivo en agar cerebro corazon. Se determino la prevalencia de la infeccion del
79,2% en la gastritis cronica, un 100% en los pacientes con tlcera duodenal y un 90,4% en
relacion con la ulcera gastrica. En el 100% de los casos de adenocarcinoma gastrico y en el
60% de los casos de neoplasias de esdfago se aislo el microorganismo. El aislamiento de H.
pylori en el 78,9% de endoscopias realizadas e informadas como normales es una alerta de

la prevalencia en pacientes dispépticos (Gutiérrez et al, 2001).

Un estudio seroepidemiologico realizado en la Republica Mexicana en el afio 1997 en
11,605 sueros procedentes de personas cuya edad fluctud entre 1 a 90 afios. Los resultados
mostraron que el 20% de los nifios de 1 afio de edad presentaban anticuerpos contra
Helicobacter pylori y que la seropositividad aumento hasta un 50% en los nifios de 10 afios
de edad, lo que indicaba que la infeccion por el microorganismo en México se adquiere a
edades tempranas y alcanza hasta un 80% en los adultos jovenes entre los 18 y 20 afios de
edad. La tasa de incremento de seropositividad fue aproximadamente del 5% anual durante

los primeros 10 afios de la vida (Torres et al, 1998).

Se estudio en la Republica Mexicana la evaluacion de los métodos de transporte, el medio
de cultivo, las técnicas de identificacion y conservacion de las cepas, en el que lograron
establecer que el agar columbia suplementado con sangre desfibrinada de caballo es el
mejor medio de cultivo, el medio microaerofilico generado con tres alka SELTZER® es
similar a los métodos comerciales, utilizaron caldo brucella suplementado con 2% de suero
fetal bovino sirve para el transporte de las muestras hasta cuatro horas, y la conservacion es
apta en caldo brucella con glicerol al 20% y suero fetal bovino al 2% permite conservar las

cepas a -70°C durante seis meses (Majalca et al, 2001).

En el Peru el afio 2002 se realizo un trabajo en el que se presenta avances en la tipificacion

de aislamientos de Helicobacter pylori mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR), el mismo que utilizo como blanco de caracterizacion a los genes de la toxina de

vacuolizacion (Vac) y la isla de patogenicidad (Cag) (Zamudio et al, 2002).

En nuestro Pais existen estudios que aportan informacion sobre la infeccién por
Helicobacter pylori. Asi tenemos la evaluacion de las pruebas de confiabilidad y
sensibilidad de las pruebas de diagnostico, en dicho estudio se observo que 54% de los
pacientes presentaron una reaccion positiva a la prueba de la ureasa, 33% de los pacientes
presentaron una reaccion positiva a la tincion gram directo y 0% el cultivo en Agar Skirrow
es decir que no observaron el desarrollo de colonias caracteristicas de Helicobacter pylori.

(Galarza et al, 1993).

El afio 1997 se hizo un estudio para determinar que la prevalencia de infeccion por H.
pylori es mayor al 50%, que las técnicas de diagnostico como son: la prueba de la ureasa
demostrd ser una excelente prueba predictiva proporcionando una sensibilidad del 93% y
que el cultivo bacteriano agar BHI presenta una sensibilidad del 75% y especificidad del
85%, el estudio histologico sirve como instrumento de apoyo cuando no se cuente con el
cultivo de Helicobacter pylori, El estudio serolégico no puede ser considerado como un
método de seleccion para el diagnostico de Helicobacter pylori. También se describid que
el nivel socioecondmico, las condiciones de higiene y las condiciones de vida, son factores
predisponentes para la infeccion por Helicobacter pylori; Se debe necesariamente medicar
a los pacientes con terapias sugeridas para la erradicacion de Helicobacter pylori, la mas
empleada es la combinacion de Amoxicilina, Metronidazol y Omeprazol. (Alvarez et al

1997).

Otro estudio destinado para evaluar la sensibilidad de pruebas diagnostico laboratorial de
Helicobacter pylori, el mismo que reporta los siguientes resultados, del total de los
pacientes analizados, el 60,52% confirmaron una reaccidn positiva a la prueba de la ureasa,
el 52,17% de las muestras desarrollaron en medio de cultivo Campylobacter Agar Skirrow.

Ademas que realizo pruebas de sensibilidad por el método de Bauer Kirby en el que se
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reporta los siguientes resultados amoxicilina y metronidazol resistente, eritromicina y

tetracilina sensible. (Valdivieso et al, 1998).

Un estudio realizado en el departamento de Santa Cruz fue para determinar la prevalencia
del Helicobacter pylori por medio de la prueba de la ureasa, este reporto los siguientes
resultados, el 73.9% fueron Helicobacter pylori positivos y 26.1% fueron Helicobacter
pylori negativos, y que la prevalencia en el genero masculino fue del 75.8% positivos y el
resto negativos, y la prevalencia en el genero femenino 64.6% fueron positivos y el resto
negativos; con respecto al diagnostico clinico el 100% de los pacientes con tlcera duodenal
eran positivos para Helicobacter pylori, 80.0% de los pacientes con ulcera gastrica fueron
positivos, el 81.1% de los pacientes con gastritis erosiva eran positivos para Helicobacter
pylori, el 100% de los pacientes con gastritis hiperplasica, eran positivos para Helicobacter
pylori, 65.9% de los pacientes con carcinoma avanzado de estomago fue también positivo

para Helicobacter pylori.( Prado et al, 2001).

Otro estudio realizado en el departamento de Santa Cruz determino la seroconversion y la
tasa de incidencia de infeccion por H. pylori en un estudio de cohorte en nifios Bolivianos
que viven en zonas rurales a partir de los 21 meses hasta los 6 afios de edad, los resultados

reportados indican que el 44% fueron positivos, 49% fueron negativos y 7% indeterminado

(Glynn et al, 2002).

Helicobacter pylori se encuentra dentro del grupo de los agentes infecciosos con mayor
prevalencia en el mundo, donde por lo menos la mitad de la poblaciéon se encuentra
infectada y actualmente es una de las bacterias mas estudiadas por ser el principal agente
en el desarrollo de la enfermedad ulceropéptica, gastritis crénica activa y el

adenocarcinoma gastrico (Zamudio, 2001).

Esta infeccion se ha convertido en un serio problema de salud publica debido a su
capacidad de producir inflamacién cronica de la mucosa gastrica, ulcera gastrica y por ser

factor predisponente de cadncer gastrico en la edad adulta (Gonzélez 2004).
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La infeccion por H. pylori es una de las enfermedades infecciosas cronicas mas frecuentes
en la actualidad, pudiendo afectar a cualquier estrato social, raza, sexo o grupo etario,

aunque evidentemente con distinta frecuencia (Pueyo, 2003).

2. MARCO REFERENCIAL.
1. HISTORIA DE Helicobacter pylori.

En 1982, tras las vacaciones de Pascua, se dejo por olvido una jarra de cultivo
microaerofilico, y tras un largo periodo de incubacion fue abierta en el Departamento de
Microbiologia del “Royal Perth Hospital” en Australia, el mismo revelo el desarrollo de
diminutas colonias translucidas, que vistas al microscopio tefiidas con tincidon gram
observaron microorganismos espiralados, estas fueron cultivadas a partir de biopsias de
pacientes con gastritis cronica. Fue el primer cultivo de Helicobacter pylori. Anteriormente
solamente pudo ser vista al microscopio en preparaciones histologicas desde finales del
siglo XIX, pero jamas cultivada. Este descubrimiento marco un hito en la historia de la
microbiologia y se debid gracias a los Drs. Robin Warren y Barry Marshall, quienes en ese
momento lo denominaron Campylobacter pyloridis, por su parecida morfologia al género
Campylobacter, no duro mucho este nombre y muy pronto se separd del genero
Campylobacter, basados en estudios de secuenciacion molecular, finalmente adquiriendo la

denominacion de Helicobacter pylori en el aiio 1989 (Goodwin et al., 1989).

Este aislamiento revolucioné dentro del mundo de la gastroenterologia y obligd a los
médicos gastroenterdlogos a replantear muchos conceptos, no s6lo acerca de la patologia
gastroduodenal, sino también de la fisiopatologia gastrica. Los primeros congresos de los
grupos de trabajo, resultaron auténticos esfuerzos por parte de los microbidlogos en su
intento de convencer a los clinicos, un tanto escépticos, del protagonismo de Helicobacter
pylori en la patologia de la gastritis y la tlcera péptica. No fue sino hasta el afio 1992
cuando se evidencio que la triple terapia antibidtica curaba la tlcera péptica, y asi fue que

se acepto el caracter infeccioso de éste microorganismo.( Sanchez et al 1999)
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Hasta fines del afio 1990 se reporto que Helicobacter pylori era causante de la gastritis en la
mitad de la poblacion mundial, y que es el agente etiologico del 95% de las tUlceras
duodenales, del 70% a 80 % de las tlceras gastricas y tiene un protagonismo relevante en el
60-70 % de los casos de cancer gastrico, que representa una de las neoplasias mas
frecuentes en todo el mundo (Blaser et al, 1987; Parsonnet et al, 1991). La asociacién con
el linfoma géstrico de la mucosa géstrica tipo MALT, fue posterior (Bayerdorffer et al,

1995).

A partir del afio 1995, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer declar¢ al
Helicobacter pylori como agente carcindgeno numero uno para el adenocarcinoma gastrico,
demostrado en varios estudios. También se establecid que existe una muy significativa
asociacion entre el linfoma MALT y la infeccion por Helicobacter pylori, en otros estudios

también se ha descrito la asociacion entre Helicobacter pylori y el cancer de colon.

En agosto de 1997 Tomb et al., publicaron la secuencia completa del genoma de H. pylori
cepa 26695, solo 15 anos después de que fuera cultivada in vitro por primera vez. Era el
sexto genoma de procariotas secuenciado. Posteriormente en enero de 1999, se continuo
con la secuencia del genoma completo de H. pylori cepa J99, permitiendo la comparacion
entre ambos genomas. El conocimiento del genoma ha permitido a los investigadores
estudiar los genes especificos de H. pylori, esenciales para la colonizacion, la patogenicidad

o la supervivencia de la bacteria.

En el afio 2005 el jurado del Instituto
Karolinska de Estocolmo  Suecia,
encargado de conceder el Premio Nobel
de Medicina, resalta “la tenacidad” de los
cientificos  Australianos  Barry J.
Marshall y J Robin Warren a la hora de

cuestionar los dogmas establecidos en

torno a la gastritis (la inflamacién del

Barry Marshall y Robin Warren. Premio Nobel 2005.
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estobmago) y la ulcera de estdbmago o de duodeno (ulcera péptica). Ambos cientificos
demostraron que “Helicobacter pylori” era la causa de ambos trastornos. Estos hallazgos
trascendentes en el mundo de la gastroenterologia dieron como resultado el “Premio Nobel

de Medicina 2005 a los australianos.

2. CLASIFICACION TAXONOMICA.
Helicobacter pertenece al subgrupo mas pequefio de las proteobacterias. Dentro de este
subgrupo todas las bacterias son bacilos gramnegativos, delgados, y pueden ser rectos,
curvados o helicoidales, es decir que son polimorficos. Las proteobacterias tienen una
clase, Campylobacteres, un orden, Campylobacterales y dos familias, Campylobacteraceae
y Helicobacteraceae. Los dos géneros mas importantes son Campylobacter y Helicobacter,
se ubican en la Seccidon 2 de la primera edicion del Manual Bergey, dado su condicion
morfolégica de ser bacilos gramnegativos, microaerofilicos, mdviles, helicoidales o

vibrioides (Prescot et al, 2000).

Superfamilia VI rARN
Campylobacteriaceae
Grupo | Grupo I Grupo II1
Campylobacter Arcobacter Helicobacter Wolinella

Componentes de la Superfamilia VI de rARN (Vandamme et al., 1991).
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Helicobacter pylori esta clasificado dentro del reino de las bacterias:

Clasificacion cientifica:

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Epsilon Proteobacteria

Orden: Campylobacterales

Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter
Especie: H. pylori

((Marshall et al. 1985) Goodwin et al. 1989)

3. ESPECIES DEL GENERO HELICOBACTER.
Hasta el momento se tienen reportes de que existen mas de 30 especies pertenecientes al
genero Helicobacter de distinta localizacion y de diferentes aislamientos, ya sea mucosa
gastrica, heces, higado, etc. de los seres humanos, los perros, los gatos y otros mamiferos

(Koneman et al, 2003).

Especies del genero Helicobacter y microorganismos relacionados

Especie Huésped Localizacion del aislamiento

H. acinoxys Leopardos cheeteh Mucosa gastrica

H. bilis Ratones Bilis, Higado, intestino

H. bizzozeronii Perros Mucosa gastrica

H. canis Perros, hombres Heces

H. cinaedi Hombres, hamster Sangre, hisopado rectal
(hombre),intestino hamster

H. felis Gatos, perros Mucosa gastrica

H. fennelliae Hombre Sangre, hisopado rectal

H. hepaticus Ratones Higado, intestino



http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Campylobacterales&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Helicobacteraceae&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
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Espécie de Helicobacter Hombres Articulacion de la rodilla, sangre
cepa Mainz
H. muridarum Ratas, ratones Intestino
H. mustelae Hurones Mucosa gastrica
H. nemestrinae Monos macacos de cola Mucosa gastrica
de cerdo
H. pametensis Aves silvestres Heces

(golondrinas de mar,

gaviotas), cerdos

H. pullorum Pollos, hombres Intestino, higado (pollos), heces
(hombre)

H. pylori Hombres, monos, gatos Mucosa gastrica

"Flexispira rappini" Ovejas, perros, hombres Higado (ovejas), estomago

("H. rappini®) (perros), heces (hombre

"Gastrospirillum Leopardo cheeteh, hombre Mucosa gastrica

hominis™ ("H.

heilmannii™)

CLO-3 Hombre Hisopado rectal

“Elmer Koneman. Diagnostico Microbiologico”

El andlisis del DNAr ha demostrado ser un poderoso instrumento en los estudios
filogenéticos de las especies de Helicobacter sp. y Campylobacter sp., basados en el RNA,
16S (Paster et al, 1988; Vandamme et al, 2000; Dewhirst et al, 2000b; On, 2001). Ademas
de la secuencia completa del RNAr 16S (Paster et al., 1988; Vandamme et al., 2000;
Dewhirst et al., 2000b; On, 2001). Se ha utilizado el arbol filogenético basado en la
secuencia 16S del DNAr para construir un arbol de 40 cepas que se puede observar en la

grafica siguiente:
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% Ditferenca)

T 1

_[ Helicobacter pylorf ATCC 435047 {MBB157} Human
Helicobacter nemestringe ATCC 493967 {X67854) Monkey
Helicobacter acinonychis ATCC 511017 {MBB148} Cheetah
— Helicobacter felis ATCC 481787 {M57398} Cat
Helicobacter salomonis CCUG 378457 (UB9351) Cat
Helieobacter bizzozeronii ATCC 700307 {Y09404) Dog

|" _‘_—: Helicobacter mesocricetorum ATCC 7009327 {AF072471) Hamster

Helicobacter rodentium ATCC 7002857 {U96296} Rat
Helicobacter sp. Flexispira Taxon 1 ATCC 43968 {U96300} Pig <—
Helicobacter canadensis NLEF 161437 {AF262037} Human
Helicobacter pullorum NCTC 128247 [L36141) Chicken
———— Helicobacter sp. CLO-3 CCUG 14564 {MB8151} Human
Helicobacter sp. Flexispira Taxon 2 ATCC 49314 [AF225546) Sheep
Helicobacter sp. Flexispira Taxon 3 ATCC 49320 {AF225547} Pig
~————— Helicobacter aurari MIT 87-5075c" {AF237868) Hamster
Helicobacter fennelliae ATCC 356847 {M8B154) Human

Helicobacter muridarum ATCC 492827 (MB0205} Mouse

Helicobacter hepaticus ATCC 514487 (U07574} Mouse
Helicobacter sp, Flexispira Taxon 7 Eaton 1302 {U51874} Dog
Helicobacter canis NCTC 127387 {L13464} Dog

Helicobacter bilis ATCC 516307 {U18766) Mouse
Helicobacter sp. Flexispira Taxon 8 ATCC 49317 {MBB138) Dog
Helicobacter cinaedi ATCC 356387 {MBB150} Human
Helicobacter trogontum ATCC 700114 {U65103} Rat «<—

Helicobacter sp. HU 15U {AY034817} Pig <—
Helicobacter sp. Flexispira Taxon 5 ATCC 43966 {M88137} Sheep <—
Helicobacter sp. HU H955 {AY034820} Pig <—
Helicobacter sp. HU 35U {AY034819} Pig «<—

Helicobacter sp. Flexispira Taxon 4 ATCC 49310 {AF225548)} Sheep <—
Helicobacter sp. HU H1575 {AY034821} Pig <—
Helicobacter sp. HU 2§U {AY034818} Pig <—
Helicobacter mustelse ATCC 437727 (M35048} Ferret

E Heficobacter cholecystus ATCC 7002427 {U46125} Hamster
Helicobacter pametensis ATCC 514787 {MBB147) Temn

Wolinella succinogenes ATCC 285437 {MBB155) Cow

__r Campylobacter rectus ATCC 322387 {L0O4317} Human

Campylobacter concisus ATCC 332377 {L04322} Human

{CampwobacfEr helveticus NCTC 124707 {U03022} Cat
Campylobacter jejuni ATCC 335607 {L14630) Cow

Cepas que se unen al arbol filogenético de Helicobacter sp. La taxa Flexispira y especies representativas de

Helicobacter y Campylobacter. Basados en la secuenciacion comparativa del RNAr 16S. Se muestran los

nimeros de las cepas que asigno el banco de genes, También se puede observar el origen de obtencion de la

cepa.

i Helicobacter sp. Flexispira Taxon 10 MIT 87-6194-5 {AF107494} Cotton-Top Tamarin
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1. Especies de Helicobacter encontrados en seres vivos no

humanos.
Se ha aislado de animales una serie de especies de Helicobacter, entre las que se incluyen
H. acinonyx, H. bilis, H. bizzozeronii, H. canis, H. felis, H. hepaticus, la especie de
Helicobacter cepa mainz, H. muridarum, H. mustelae, H. nemestrinae, y H. pullorum. Estas
bacterias se encuentran por lo general en el estomago o en el tracto gastrointestinal inferior.
En el estomago se asocian habitualmente con gastritis en el huésped animal. Algunas de

estas cepas también han sido aisladas del hombre.

2. Especies de Helicobacter encontrados en humanos.
Se han aislado varias especies de Helicobacter en seres humanos, distintos de la especie
Helicobacter pylori, todas estas otras especies se han asociado a diversas patologias, como
H. cinaedi, H. fennelliae, Especie de Helicobacter cepa mainz, H. pullorum, "Flexispira
rappini” ("H. rappini”), "Gastrospirillum hominis™ ("H. heilmannii”), y la especie aun no
nominada CLO-3.

4. Helicobacter pylori.
1. Caracteristicas Generales.
H. pylori se encuentra en las células epiteliales gastricas secretoras de moco. Las evidencias
demostraron que es el agente etiologico de gastritis cronica, ulcera péptica, cancer gastrico,
linfoma de MALT y recientemente se esta relacionando con otras patologias
extragastrointestinales. La gastritis producida por Helicobacter pylori tiene amplia
distribucion en muchos paises y puede ser una de las infecciones mas frecuentes en el

hombre.

Entre las experiencias de laboratorio se debe considerar que es un microorganismo que
requiere condiciones especiales para su desarrollo por ser de crecimiento lento, condiciones
de microaerofilia (85% de nitrogeno 10% de dioxido de carbono y 5% de oxigeno) y se
desarrolla a temperatura de 37°C. Es catalasa, oxidasa y ureasa positiva. La morfologia de

sus colonias resulta caracteristica por el pequefio tamafio de las mismas y su aspecto
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brillante. El crecimiento en medio liquido se ve favorecido por la agitacion. Tras

subcultivos prolongados, aparecen las denominadas formas cocoides, metabolicamente

activas pero inviables para ser cultivadas de nuevo in vitro. Su movimiento de debe a que

posee de cuatro a seis flagelos de aproximadamente de 30um de longitud. A diferencia de

las campylobacterias que tienen multiples flagelos envainados.

2. Morfologia y Estructura Bacteriana.

Helicobacter pylori es un microorganismo
gram-negativo, estructura morfoldgica bacilar-
espiralar (estado viable para el cultivo), en
forma de S, U, alas de gaviota o rara vez largos,
su tamafio generalmente es de 2,5um a Sum de
largo y de 0,5um a Ium de ancho, no forman
esporas, son moviles por que poseen de 3 a 5

flagelos lofotricos en uno de sus extremos.

Helicobacter pylori es también un
microorganismo polimorfico que ademds posee
estructura cocoide (denominado estructura de
resistencia o latencia) y se puede observar su
morfologia en cultivos viejos o de larga data
(mayor a siete dias) (estado no viable para el
cultivo). Ambas pueden encontrarse en el

estbmago y en el duodeno. La forma cocoide

Tinciodn cristal violeta LNRBC-INLASA

¥

Morfologia estructural de H. pylori

practicamente no se adhiere a las células epiteliales y, ademads, tampoco es capaz de inducir

la produccién de interleucina 8. La conversion morfologica de la forma espiral a la forma

cocoide se ha descrito en H. pylori cultivando bajo diversas condiciones adversas:

aerobiosis, pH alcalino, alta temperatura, incubacion prolongada, tratamiento con inhibidor

de la bomba de protones o antibiodtico, 6xido nitrico, etc. Como el modo de transmision de
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H. pylori atn se desconoce, se especula con la posibilidad de que la forma cocoide sea una
forma de resistencia, capaz de soportar las condiciones adversas que encuentra
Helicobacter pylori en el medio ambiente, y reversible a la forma espiral en el momento en
que se vuelvan a dar las condiciones dptimas, es decir su habitat natural. El Proceso de

formacion de la estructura morfologica cocoide es el siguiente:

* La forma bacilar es la forma de la mayoria de las bacterias presentes en
cultivos microaerofilicos frescos.

* El inicio de la conversion ocurre por la formacion de una burbuja en uno de
los extremos del bacilo.

* La burbuja continta creciendo y se rellena de material denso a los electrones
y el bacilo comienza a doblarse.

* Este proceso continua hasta llegar a tener forma de U dentro de una
estructura membranosa rellena con material denso.

* (Cada vez se acumula més material denso a los electrones hasta llegar a no
poderse dilucidar la forma bacilar: ya tenemos la forma cocoide de H. pylori.

* En este momento ya han desaparecido todas las estructuras discretas,

incluyendo la membrana que rodeaba la forma bacilar curva.

Algunos trabajos han tomado como referencia el hecho de que tenga o no la membrana
intacta para afirmar la viabilidad de la forma cocoide. Teniendo en cuenta el proceso

descrito, quizas hubiera que reconsiderar la definicion de viabilidad.

1. Pared celular y lipopolisacaridos
Es Gram negativo, presenta una membrana externa y otra interna, presenta numerosas
proteinas en la membrana externa como la HspB (heat-shock proteins B) similar a la GroEL
de E. coli, esta situada a nivel citoplasmatica, se observa en la fase logaritmica de

crecimiento, esta proteina ha sido implicada en los procesos de autdlisis.
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Los lipopolisacaridos de H. pylori tienen una actividad inmunogenica débil en comparacion
con otros gram negativos, por lo que en los procesos inflamatorios que produce se

encuentran niveles bajos de citocinas como por ejemplo la IL-8.

Existe una similitud entre la estructura de la cadena O especifica y los antigenos de Lewis
de los grupos sanguineos, esto sugiere que la expresion de estos antigenos propios del
huésped sobre la superficie de la bacteria, puede ocultar al microorganismo durante el
proceso infeccioso y asi lograr su supervivencia, se ha identificado a la adhesina BabA que
permite la union al antigeno de Lewis. A nivel molecular se han identificado a los genes
BabA y BabB, al parecer estos genes codifican proteinas con un péptido sefial que podria

ser clivado en la secrecion.

En general los lipopolisacaridos son eficientes inmunomoduladores y potentes
estimuladores de la respuesta inmune; la arquitectura comun es la forma de un polisacarido
hidréfilo compuesta de una cadena O especifica en un ntcleo olisacarido ligado al lipido A,
este lipido es el responsable de la propiedad inmunogenica y endotoxica del lipopolisarido.
El lipido A de Helicobacter pylori presenta una fosforilacion de un acido graso que
probablemente sea una consecuencia del fenomeno de adaptacion en el nicho ecologico de
la mucosa gastrica, por este motivo el lipopolisacarido de Helicobacter pylori destruye el
estrato mucoso gastrico interfiriendo en la interaccion entre la mucina y su receptor

mucosSo.

3. Genoma.
En 1997, Tomb describi6 la secuencia completa del genoma de Helicobacter pylori cepa
26695[Tomb et al, 1997]. La secuencia se obtuvo por métodos de secuenciacion
randomizada, que previamente se habian utilizado en la obtencién del genoma de

Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium y Methanococcus jannaschii.
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Representacion circular del cromosoma de Helicobacter pylori 26695
http://www.tigr.org/tdb/mdb/hpdb/hpdb.html

La cepa Helicobacter pylori 26695, aislada originalmente de un paciente de Reino Unido
con gastritis, se escogid por su capacidad de colonizar cerdos y provocar en ellos una

respuesta inmunitaria e inflamatoria.

Se trata de una cepa toxigénica (vacA"), que presenta un genoma circular de 1.667.867
pares de bases y 1.590 genes, con un tamafio medio de 945 pares de bases cada uno, similar
al observado en otras células procariotas. Mas del 70% de sus proteinas tenian un punto
isoeléctrico mayor de 7.0, comparado con el 40% de H. influenzae y E. coli. El promedio
de guanina-citosina es del 39%. Los aminoéacidos bésicos -arginina y lisina- estan presentes

con una frecuencia doble en H. pylori respecto H. influenzae y E. coli, lo que quizas refleja
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su adaptacion al medio géstrico acido. De acuerdo con un nicho ecoldgico tan restrictivo,
H. pylori presenta una gran capacidad de biosintesis y reparacién, en un intento por
adaptarse al medio. La supervivencia en condiciones tan acidas depende, en parte, de su
habilidad para generar un potencial positivo intracitoplasmatico en condiciones de bajo pH.
Tomb et al. identificd 1,590 marcos de lectura abierta (ORFs), qué representa 91% del
cromosoma de H. pylori de la cepa 26695, y Alm et al. identifico 1,495 ORFs que
representan 90.8% del cromosoma de la cepa J99. Ninglin genoma de cadena larga muestra
el prejuicio. Las regiones no codificantes de la cepa 26695 (9%) son divididos en tres
clases. Las secuencias intergenicas que representan 6% de las regiones no codificantes,
mientras los no codificantes se repiten en 2.3%, y ARN estable del 0.7%. Entre los 1,590
ORFs, se encontraron 1,091 que contienes esas partes en otros organismos, mientras se
pueda asignar los papeles bioldgicos a ellos, aunque no todos tienen funcién ortélogos
conocidas. El ORFs 499 no se exhibe en ninguna base de datos puede ser considerado en
este momento especifico a H. pylori. En la reescritura de la corrida de este genoma por
Alm et al., el nimero de ORFs de la cepa 26695 es de 1,552 del que 1,185 regiones
ortologas se han encontrado en otras especies, 367 son especificas para H. pylori, y 69 son
especificos de la cepa 26695. La proporcion de genes huérfanos en H. pylori es similar al
encontrado en otra bacteria secuenciada a la fecha. Sin embargo, debe tenerse presente que
los genes ortologos de algunos de esos ORFs probablemente llegue a ser identificado

cuando los genomas enteros extensos sean completamente secuenciados.

La isla de patogenicidad de H. pylori se ha considerado en funcion de su habilidad para
producir la citotoxina vacuolizante (VacA) y la proteina asociada a la citotoxina (CagA). El
gen vacA, de 3,9kb de tamano, codifica para una proteina de 139 kDa con una secuencia
lider de 33 aminodacidos, la propia citotoxina (VacA) y un fragmento C-terminal de
aproximadamente 50kDa. La citotoxina induce la formacion de vacuolas en las células
epiteliales del huésped y se ha asociado su presencia con la capacidad de producir lesion
tisular y enfermedad ulcerosa, aunque no se trata del Unico factor implicado. El gen cagA

esta posicionado en uno de los extremos de la isla de patogenicidad (PAI) de 35 kb, que
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contiene unos veinte genes, incluyendo el picB (Tomb et al, 1997), requerido para inducir

la produccioén de interleucina-8 por las células del epitelio gastrico (Censini et al, 1996).

picB picA cagA

| < R >|

cag PAI

Esquema de la isla de patogenicidad (PAI) de Helicobacter pylori [Tomb et al, 1997].

Al menos cuarenta proteinas del genoma de H. pylori se encuentran implicadas en la
regulacion, secrecion y ensamblaje de la arquitectura flagelar que permiten al H. pylori su
movimiento, son estructuras complejas y envainadas con bulbo terminal, una flagelina

mayor codificada por el gen flaA y otra menor codificada por el gen flaB.

Aproximadamente el 40% de los aislamientos de H. pylori presentan plasmidos, con un
tamafio que oscila entre de 1,5 a 23,3 kb, pero no contienen ninguno de los factores de

virulencia conocidos (Minnis et al, 1995).

El promedio de G+C que contiene el genoma de la cepa 26695 es del 39%, pero cinco
regiones (nueve en la cepa J99) tienen una composicion distinta de G+C (3, 280). Region 2
(35% G+C) de la cepa 26695 es la cagA zona de patogenicidad asociada con la produccion
del antigeno CagA y la regulacion de la interleucina 8. Las otras cuatro regiones no se han
caracterizado todavia experimentalmente. Las regiones 1 y 3 (33% G+C) contiene copias
de genes en las secuencias de insercion IS605, 5S del rRNA, y 521-pb se repiten. Ademas,
la region 1 contiene el gen virB4 que codifica la proteina involucrado en el transferencia
del T-ADN en Agrobacterium tumefaciens y en la secrecion de toxina de la Bordetella
pertusis (294). La region 4 (43% G+C) contienen genes de rpoB y rpoC que codifican las
subunidades b y b9 de la ARN polimerasa. El gen fusA que codifica la elongacion y
translacion del factor EF-G también es asociado con esta region. Finalmente, la region 5

(33% G+C) contiene dos sistemas de modificacion/restriccion.
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4. Mecanismos de Patogenicidad.

H. pylori es capaz de colonizar y ademas puede permanecer en estado de latencia (forma

cocoide) en su nicho bioldgico, la mucosa géstrica. Los mecanismos de patogenicidad

pueden dividirse en dos grupos: Los factores de virulencia y los factores de mantenimiento

dentro del huésped.

Factores de virulencia

Factores de mantenimiento

Induccion Inflamacion Gastrica
¥ Interleucina-8

I3 Adherencia neutréfilos

I PAF (Factor Activador de Plaquetas)
I3 Lipopolisacarido

3 Ureasa

Alteracion Barrera de Moco

I3 Fosfolipasa

B3 Mucinasa

I3 Radicales libres oxigeno

3 Oxido nitroso sintetasa

B Apoptosis

Alteracion de la Secrecion Acida

Movilidad

Catalasa y Superoxido dismutasa
Heat shock proteins

ATPasa

Sideroforos

Adhesinas

Evasion de la Inmunidad

Mecanismos de patogenicidad de Helicobacter pylori.

1. Factores de Virulencia

Son los responsables de los tres grandes efectos patogénicos imputados a H. pylori:

induccién de la inflamacion gastrica, alteracion de la barrera mucosa géstrica y alteracion

de la fisiologia gastrica.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

1. Induccion de la inflamacion géstrica.
Interleucina-8. Es un péptido que actia como un potente mediador de la inflamacion
reclutando y activando neutrofilos (Sharma et al, 1995). Cepas de H. pylori VacA"/CagA”
inducen una mayor produccion de IL-8 que cepas VacA/CagA™ (Crab tree et al., 1995).
Adherencia de los neutrofilos. La proteina, HP-NAP de 150 kDa, incrementa la expresion
en los neutrofilos de la integrina CD11b/CD18 y aumenta su adherencia a las células del
endotelio (Evans et al, 1995).
Factor activador de plaquetas (PAF). Es un agente ulcerogénico, estimula la secrecion
acida gastrica, via receptores especificos de las células parietales (Sobhani et al, 1996). H.
pylori puede metabolizar su precursor inactivo Lyso-PAF en PAF, induciendo lesion
gastrica.
Lipopolisacarido. El lipopolisacarido de H. pylori actia a nivel de la mucosa gastrica
interfiriendo la interaccion entre la mucina y su receptor a nivel de la mucosa. (Moran,
1996).
Ureasa. Estimula la activacion de la fagocitosis mononuclear y la produccion de citocinas
inflamatorias. Producida en grandes cantidades por todos los aislamientos de Helicobacter
Spp, su accion se asocia a su autoproteccion frente al medio acido de su nicho ecoldgico, el
estdbmago. Se han estudiado cepas mutantes ureasa-negativas que pierden la capacidad de
colonizar la mucosa del estomago de cerdos (Eaton et al., 1991; Harris et al., 1996). Esta

enzima se ha constituido en el candidato potencial para el disefio de vacuna frente a H.

pylori.

2. Alteracion de la barrera mucosa gastrica.
Fosfolipasa. H. pylori expresa las fosfolipasas A y C, que alteran la capa de moco del
epitelio gastrico. Su efecto puede ser inhibido por el uso de sales de bismuto (Ottlecz et al.,
1993).
Mucinasa. Su actividad no esta clara, pero se cree que su expresion in vivo, contribuye
probablemente a la alteracion de la barrera mucosa géstrica.
Radicales libres de oxigeno. Inducidos por H. pylori, se ha relacionado su formacion en la

mucosa gastrica in vivo con la extension de la lesion gastrica.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

Induccion de oxido nitrico sintetasa. Cuando se elevan los niveles de 6xido nitrico se
activa la respuesta inmunitaria y lesion tisular (Wilson et al., 1996).

Apoptosis. H. pylori aparece como un inductor de la muerte celular programada de las
células de epitelio gastrico. Del mismo modo inhibe la migracion y proliferacion de las

células epiteliales.

3. Alteracion de la fisiologia gastrica.
La gastrina estimula la secrecién acida, e inhibe la secrecion de somatostatina, péptido
inhibidor de la secrecion acida. Este efecto se relaciona con el grado de inflamacion
gastrica presente, de forma que, cuando la secrecion gastrica es inhibida con omeprazol, la
presencia de H. pylori en el antro se encuentra comprometida y se produce la migracion de

la bacteria desde esta localizacion hacia el cuerpo del estomago (Logan et al., 1995).

2. Factores de Mantenimiento
Movilidad. Es un factor de colonizacion esencial basado en la presencia de flagelos, que en
niumero de cuatro a seis, codificados por los genes flaA y flaB (Leying et al., 1992),
favorecen el mantenimiento de la bacteria en la capa de moco géstrico. Se ha demostrado
que cepas carentes de flagelos son incapaces de colonizar modelos animales (Eaton et al.,
1996).
La forma espiralada de la bacteria también contribuye a su mantenimiento en la capa de
moco (Goodwin et al., 1990).
Catalasa y superoxido dismutasa. Confieren resistencia a la bacteria frente a la
fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares (Spiegelhalder et al., 1993).
Heat shock proteins (Hsp). (Proteinas de choque térmico) inductoras de la respuesta
inmune y moduladoras de la actividad ureasa (Suerbaum et al., 1994).
ATPasa, blanco del efecto bactericida de los inhibidores de la bomba de protones en H.
pylori (Iwalhi et al., 1991).
Adhesinas. Involucradas en la fijacion del microorganismo a las células epiteliales del

estomago, resistiendo el peristaltismo (Lingwood, 1993)
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Evasion de la inmunidad. H. pylori parece tener una cierta actividad supresora de la
respuesta inmunitaria celular del huésped, al mostrar resistencia a la fagocitosis, quiza
debido a la gran cantidad de amonio que es capaz de producir (Kist et al, 1993).

Antigeno de Lewis. Presente en la superficie de H. pylori, puede contribuir al camuflaje de
la bacteria. La modificacion de la morfologia de las bacterias también esta implicada, por
medio de las formas cocoides, que representa una forma de resistencia en condiciones

ambientales hostiles, que pueden ser revertidas a formas bacilares virulentas in vivo.

5. Bioquimicay Vias Metabdlicas.
Un buen conocimiento de la bioquimica de H. pylori es de interés fundamental para
conocer la microbiologia y también podria ayudar a desarrollar nuevosmetodos de
identificacion y proponer terapias anti-Helicobacter pylori. Las principales vias
metabolicas de la bacteria han sido reportadas por comparacion con datos experimentales
con aquéllos derivados de la secuenciacion del genoma completo. Helicobacter pylori
utiliza la via fermentativa y la via oxidativa de los carbohidratos, también la via de las
pentosas fosfato, en relacion al metabolismo de los aminoéacidos lo realiza a través de los

aminoacidos.

1. Metabolismo de la Glucosa
Poco después de su descubrimiento el afio 1983, Helicobacter pylori fue clasificado como
una especie de Campylobacter, y como otros miembros de este género, fue reportado como
un microorganismo incapaz de catabolizar a los hidratos de carbono. Varios estudios de la
fisiologia de la bacteria ha proporcionado la evidencia que puede metabolizar la glucosa
por ambas vias oxidativa y fermentativa, aunque sea microaerofilico obligado. Es mas, la
glucosa parece ser el unico hidrato de carbono utilizado por la bacteria. Mas recientemente,
el analisis completo del genoma de H. pylori ha apoyado estos resultados (Marrais et al,

1999).

Se importa la glucosa a las células por una permeasa que es especifico para la D-glucosa y

galactosa. Este transportador es sodio dependiente y no es afectado por inhibidores
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2-ceto-3-deoxi-gluconato-6-Pconocidos para afectar otras permeasas de glucosa bacteriano.
El analisis del genoma establecio la presencia del GluP transportador glucosa/galactosa, y
ninguna otra permeasa sacarido se ha identificado. Como sugiri6 Mendz et al, la
fosforilacion intracelular de la glucosa es realizado por un glucocinsa en lugar de una
hexocinasa, y no hay ninguna evidencia para el sistema de la fosfotransferasa de la glucosa
involucrando la foforilacion de una enzima E-III. En conformidad con estos datos, el
analisis del genoma de H. pylori muestra su capacidad de codificar una glucocinasa. La
utilizacion de glucosa muestra caracteristicas bifasicas, con un periodo inicial lento seguido

por el catabolismo mas rapido.

2. Metabolismo del Piruvato
El piruvato es el producto final de las vias glicolitica y Entner Doudoroff. El fin
metabolico en H. pylori fue investigado por muchos grupos. Estudios demuestran que el
piruvato es metabolizado a lactato, etanol y acetato bajo condiciones anaerobias,
considerando que el producto mayor del piruvato en condiciones aerobias, en condiciones
microaerofilicas el piruvato sintetiza lactato, acetato, formiato, succinato, y alanina

(Marrais et al, 1999).

La formacion de succinato sugiere que el piruvato ingresa al ciclo de Krebs, y la fuerte
presencia de alanina, mostraria que el piruvato juega un papel importante en los procesos

de biosintesis.

La formacién de lactato, etanol y acetato sugiere el uso del piruvato en el metabolismo

fermentativo.

La caracterizacion bioquimica de la piruvato-flavodoxina oxidoreductasa y los datos

provistos por el andlisis del genoma proporciona la vision microaerofilica de la bacteria.
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3. Elciclo de Krebs y enzimas relacionadas
La funcidn del ciclo de los acidos tricarboxilicos es la oxidacion de unidades de acetil para
producir CO; y la generacion de nucleoétido reducido util para la biosintesis de la reduccion
o para el almacenamiento de energia en forma de ATP (adenosina trifosfato). Se han
identificado en Helicobacter pylori precursores necesarios para la biosintesis, por ejemplo:

oxalacetato, succinil-CoA y a-cetoglutarato, elementos del ciclo de Krebs.

Hoffman et al y Pitson et al reportaron la existencia o-cetoglutarato, aceptor de

oxidoreductasas (OOR) que cataliza la conversion de a-cetoglutarato a succinato.

H. pylori parece ser que no recorre una ruta ciclica, en el que los acidos dicarboxilicos son
reducidos de oxalacetato a malato y fumarato a succinato y los acidos tricarboxilicos
oxidan al oxalacetato a citrato, isocitrato hasta a-cetoglutarato, el fumarato reductasa puede
ser el aceptor final de electrones de la respiracion anaerobia segiin Mendz et al, la presencia
de flavodoxina piruvato y oa-cetoglutarato, demuestran la existencia del metabolismo

anaerobio en H. pylori, sin embargo se requiere oxigeno para el crecimiento.

Oxalacetato Citrato

/ \

Acetil-CoA p
Malato ,\{ Aconitato
( Glioxicolato )
Fumarato Isocitrato
Succinato a-cetoglutarato
\/

Ciclo de Krebs (Harper,2001)
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NH; Glutamato Glutamato
GSasa GDHasa
NH, Glutamina NH; + a-cetoglutarato

Ciclo de asimilacion de Amoniaco en H. pylori

4. Metabolismo de los Lipidos.
Los lipidos se pueden usar como fuente de carbon y energia y los fosfolipidos que son
fuente potencial de fosfatos. Existen pocos reportes acerca del metabolismo de los lipidos,
pero los andlisis de las secuencias del DNA ayudaron a comprender el metabolismo de
estos. Se tienen reportes de la actividad del enzima fosfolipasa A1, A2, o C1. La biosintesis
de los lipidos y fosfolipidos de H. pylori esta aun en etapa de investigacion, aun no estan
dilucidados y los estudios acerca de estas vias son bastante complicadas (Marrais et al,

1999).

5. Metabolismo de los aminoacidos.
Los aminodcidos son una fuente potencial de carbon, nitrogeno y energia, los
requerimientos nutricionales para el crecimiento de H. pylori en los medios de cultivo esta

determinado por los requerimientos de aminoacidos de la bacteria.

Varios estudios demostraron que varias cepas de H. pylori requieren arginina, histidina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina y valina, algunos ademas requieren alanina y
serina, es decir que no pueden ser sintetizados estos aminoacidos, estos resultados fueron

respaldados mediante el andlisis molecular del genoma (Marrais et al, 1999).
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Segin Mendz y Hazell describen la conversion de arginina a urea y ornitina es muy
relevante ya que sugiere algunas pautas para el comprender el metabolismo del nitrégeno

de H. pylori, ambos citan la presencia de arginasa necesaria para catalizar la reaccion.

6. Identificacion bioquimica.
Helicobacter pylori es una bacteria que tiene la capacidad de desdoblar a la urea que es una
diamida del acido carbdnico por poseer el enzima Ureasa, el amoniaco reacciona en
solucion para formar carbonato de amonio, lo que produce alcalinizacion y aumento del pH
del medio.

O

NH,—C—NH, + 2HOH—— CO, + H,0 + 2NH; (NH4)2CO3

Helicobacter pylori posee en su estructura el enzima catalasa que descompone el peroxido
de hidrogeno (H,O, ) en agua y oxigeno, es una hemoproteina de estructura similar a la
hemoglobina, excepto por que los cuatro atomos de hierro de su molécula estan en el estado

oxidado (Fe™), en lugar del estado reducido (Fe™) (Koneman, 2002).
2H202 —> 2H,0 + O,

Helicobacter pylori también posee el enzima Citocromo Oxidasa. Los citocromos son
proteinas que contienen hierro y actian como ultimo eslabon de la cadena respiratoria
aerobia; transfieren electrones (hidrégeno) al oxigeno, con la formacion de agua. El sistema
citocromo se encuentra en microorganismos aerobios o microaerofilicos y anaerobios
facultativos, de tal forma que la prueba de Oxidasa es importante para identificar

microorganismos que carecen de la enzima o son anaerobios obligados.

La prueba de la Citocromo Oxidasa utiliza ciertos colorantes como el que sustituye al

oxigeno como aceptante artificial de electrones. En estado reducido el colorante es
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incoloro; sin embargo, en presencia de Citocromo Oxidasa y de oxigeno atmosférico la p-

fenilendiamina se oxida y forma azul de indofenol.

7. Técnicas para el Diagnostico de Helicobacter pylori.
Los métodos diagndsticos que se utiliza para el diagnostico de H. pylori son multiples y
diferentes y se puede seleccionar segiin los fines perseguidos (estudios de investigacion y
Diagnostico clinico). Se ha descrito numerosas técnicas, de las cuales unas identifican de
manera directa a la bacteria (cultivo, histologia y ureasa) y otras lo hacen en forma indirecta
al detectar los anticuerpos producidos por el huésped contra el Helicobacter pylori
(serologia y carbono marcado). La existencia de diversos métodos indica que ninguno de
ellos es perfecto y que cada uno tiene sus ventajas y desventajas. A todos, empero, se les
exige que demuestren suficiente sensibilidad y especificidad. La sensibilidad de un método
diagnostico se define por su capacidad para dar resultado positivo en todos los pacientes
infectados por la bacteria, mientras que la especificidad se refiere a su capacidad para dar
resultado negativo en los no infectados. De aqui nace la necesidad de un método “patron de

oro” que sirva de referencia.

Para la seleccion de los métodos de diagnostico en la practica clinica, es necesario tener en
cuenta las circunstancias siguientes: 1) que sea de la méxima sensibilidad y especificidad,;
2) de facil accesibilidad y disponibilidad para cualquier paciente; 3) que la obtencion de
resultados sea rapida; 4) que sean comodos, faciles de realizar, repetibles y sin riesgo para
el paciente; 5) que sean cuantitativos; 6) que permitan el analisis retrospectivo; 7) que
detecten la infeccion por H. pylori en la mucosa del estomago de manera global; 8) que
permitan la deteccion del potencial patogénico de la bacteria y 9) que su costo no sea

elevado.

La clasificacion mas aceptada de los métodos diagndsticos para la identificacion de
Helicobacter pylori esta dividida de acuerdo a el tipo de técnica utilizada, es asi que se

divide en técnicas invasivas (método endoscopico: histologia, citologia, prueba rapida de la
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ureasa, cultivo microbiolégico y reaccion en cadena de la polimerasa) y técnicas no

invasivas (serologia de sangre total técnica cualitativa y de suero técnica cuantitativa).

Comparacion de los Diferentes Métodos Diagndsticos:

Radiactivo

Costo
Sensibilidad [S] (diferente de
M¢étodo Muestra | Especificidad [E] | Comentario técnico cada pais)

N
O Ureasa Mucosa S: 89,6% Facil Barato
Z Gastrica E: 100%
N Histologia | Mucosa S:93,1% Patologo experto Medio
< Gastrica E: 99% Fécil interés
E Para el patodlogo
— Microbioldgico

Cultivo | Mucosa S: 98,4% experto Medio/caro

Gastrica E: 100% dificil interés para el
microbiologico.

Serologia | Sangre total | S: 85% Facil Barato
8 E: 78% Rapido
> Cuantitativa | S: 91,3% Mayor Medio
C’z‘ E: 91,6% dificultad
<: Saliva S: 84% Mayor Medio
> E: 70% dificultad
E BC-Urea |Aliento S:90,2% Facil Medio
o E: 95,8% Espectrometro
Z C-Urea |Aliento S: 97% Laser, infrarrojo Medio

E: 95% Facil

1. Método Histoldgico.

(Ramirez et al, 2002)

La histologia fue considerada el “patron de oro” (Gold Standard) para definir la presencia o

ausencia de Helicobacter pylori.

Es muy util pero requiere de mucha practica, por que permite realizar el diagnostico de las

lesiones de la mucosa gastroduodenal y de la infeccion por Helicobacter pylori. Para la
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toma de muestra se debe extraer dos biopsias de antro y dos de cuerpo, estas deberan ser

introducidas inmediatamente en solucion de formol para la fijacion.

La tincién con hematoxilina-eosina es adecuada para identificar a la bacteria, aunque exige
una especial atencion del patologo, otras técnicas de tincion son el cristal violeta, Warthin-
Starry y Giemsa. La tincion Warthin-Starry emplea reactivos de plata, que permite una
nitida coloracion de los microorganismos la desventaja es su larga duracion y muy delicada
de realizar y la tincion se palidece muy rapidamente. La tincion giemsa modificada, por su
rapidez y facilidad y nitidez se ha convertido en una técnica de rutina en la mayoria de los

centros en los que se realiza la histologia.

La sensibilidad varia del 85% al 90%, mientras que la especificidad es casi del 100%, es

muy importante resaltar la experiencia del patélogo en este procedimiento.

2. Prueba Répida de la Ureasa.
En aquellos pacientes en los que se realiza un examen endoscopico diagndstico la prueba de
la ureasa es el de eleccion por su sensibilidad, rapidez y bajo costo para confirmar la

presencia de Helicobacter pylori.

Esta técnica es fundamentada en que el Helicobacter pylori es un microorganismo
productor de la enzima ureasa en grandes cantidades. Existen otros microorganismos que
también se pueden hallar en la mucosa gastrica como son Klebsiella y Proteus estos
producen menor cantidad de ureasa. Este tipo de reaccion alcalina modifica al indicador
rojo fenol por la variacion de pH el mismo que cambia de color que va de amarillo a rojo

fucsia.

Existen preparados comerciales el CLO-test, el CU-test y actualmente el Pronto-Dry. El
CLO-test fue ideado por Marshall y consiste en un gel con solucion de urea, indicador rojo

fenol y un antibacteriano.
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La sensibilidad de la prueba de la ureasa depende del numero de bacterias presentes en la
biopsia, cuando se tienen 2 biopsias de antro y dos de cuerpo, se estima una sensibilidad del

85% al cabo de una hora y hasta del 95% a las 24 horas.

3. Cultivo.
Es el tnico método 100% especifico para la identificacion de H. pylori y el de mayor
dificultad al realizar. Actualmente es considerado como el “Gold Estandar” por sus
beneficios, ya que permite realizar estudios de genética, resistencia a los antibidticos e
investigar otras caracteristicas deseadas sobre las cepas aisladas. Los resultados seran de
mayor confianza si se emplean dos biopsias, para el transporte se pueden emplear solucion
PBS o solucion fisiologica, se recomienda sembrar lo mas antes posible, el medio de
cultivo de eleccion es el skirrow que consta de (agar base columbia, sangre desfibrinada al
7% y suplementos inhibitorios). El desarrollo de las colonias en el cultivo tarda de 3 a 4
dias, en los cultivos negativos se debe esperar hasta los 7 dias para su descarte. La
identificacion se la realiza por medio de las pruebas bioquimicas que identifican la

actividad de las enzimas ureasa, catalasa y oxidasa.

Los laboratorios han reportado que la sensibilidad es menor del cultivo en comparacion con
otras técnicas, que va del 50 al 70%, sin embargo la especificidad es del 100%. Hoy dia, el
diagnéstico definitivo de la infeccion por H. pylori ha estado basado principalmente en el
aislamiento de la bacteria en cultivos microbioldgicos o la deteccion del microorganismo en
preparados histologicos, ambos métodos provenientes de muestras de biopsias gastricas

obtenidas por procesos invasivos como la endoscopia.

4. Reaccion en cadena de la Polimerasa.
Dada la gran especificidad y sensibilidad de la técnica de PCR se ha abierto una nueva
etapa de diagnodstico, denominado diagndstico molecular; de gran utilidad en los
microorganismos de dificil cultivo como es el caso del Helicobacter pylori, que es un
bacilo espiralado gram-negativo, movil, cuyo cultivo requiere de condiciones

microaerofilicos a 37 °C y a pH fisiologico.
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Con la aparicion de las pruebas moleculares se ha podido detectar H. pylori en muestras
que no son de biopsias gastricas y que era muy dificil obtener resultados positivos para esta
bacteria por metodologia convencional; es asi como se ha podido determinar su presencia
en muestras de placa dental, aftas bucales, saliva, jugos gastricos y heces ofreciendo una
mejor alternativa para el diagndstico clinico y para estudios de investigacion relacionados

con su modo de transmision.

El diagnodstico por PCR de H. pylori tiene una sensibilidad y especificidad del 95 % y su
principal ventaja es que se puede detectar el microorganismo sin importar la viabilidad de
la bacteria en las muestras. La especificidad de esta técnica viene dada por el uso de
oligonucleotidos sintéticos, especificos para determinado gen y que facilitan la
amplificacion de una secuencia nucleotidica, que a su vez es especifica para el H. pylori; es
por esta razon que en los ultimos afios se ha disefiado una variedad de pruebas diagnoésticas
para esta bacteria por medio de PCR basandose en: Oligonucleotidos provenientes del gen
de la ureasa A (ureA), genes que codifican el 16s ARN ribosomal (16s rRNA), genes
codificadores de los antigenos especie especificos (SSA, cagA), oligonucleotidos
provenientes de secuencias al azar (ramdon sequence), oligonucleotidos provenientes del
gen de la fosfoglucosamin mutasa (glmM). Oligonucledtidos que determinan variantes

alélicas del gen vacA.

5. Serologia.
La serologia es una técnica no invasiva, de utilidad en aquellos pacientes que no toleran la
endoscopia, las técnicas serologicas utilizadas varian de una técnica a otra, una prueba
seroldgica se realiza en sangre capilar o venosa en el que se determinan titulos de IgG anti-
Helicobacter pylori por el método de deteccion cualitativa de inmunocromatografia. Esta
técnica puede resultar un poco confuso ya que los titulos de inmunoglobulinas tardan de 6 a
12 meses en descender un 50 % y ello se considera signo de erradicacion, sin embargo a
titulos bajos de inmunoglobulinas puede seguir existiendo Helicobacter pylori. Esta técnica

se utiliza principalmente en estudios de epidemiologicos de diagnostico y seguimiento.
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6. Prueba del aliento con urea marcada con is6topos.
La prueba del aliento marcado con C" marcado, se
realiza mediante la ingestion de una solucion de urea
marca con C"” o C', el Helicobacter pylori produce

secrecion de gran cantidad de la enzima ureasa, el

mismo que degrada la urea, y después de 30 minutos a
45 minutos el paciente debe espirar el aire en unas

bolsas contenedores que se llevan a analizar a un

contador de centelleo para examinar el C° o C'* de las

Espiracion del aliento

muestras espiralazas.

Es una técnica segura, comoda, sensible y especifica y actualmente utilizan algunos
laboratorios par el diagnostico en nifios en los que las técnicas invasivas les resulta dificil
de realizar. Algunos centros hospitalarios utilizan esta prueba para confirmar la

erradicacion de Helicobacter pylori después del tratamiento.

8. Epidemiologia
Los estudios epidemiologicos han mostrado que la infeccion por H. pylori ocurre en la
poblacion mundial. Sin embargo, la incidencia de la infeccion entre paises desarrollados y

en vias de desarrollo es significativamente diferente.

La infeccion por Helicobacter pylori ocurre en toda la poblacion mundial y el riesgo de
infeccion a lo largo de toda la vida en las personas que viven en paises desarrollados es de
aproximadamente del 20% al 60%, y la incidencia de infeccion en menores de 10 afios
varia del 5% al 10% aproximadamente, en cambio en los paises en vias de desarrollo puede

llegar hasta el 90% o mas, y alcanza el 50% de infeccién en menores de 10 afios de edad.
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Los factores de riesgo mas importantes para la infeccion de Helicobacter pylori son en
primer lugar la edad y las carencias socio-economicas principalmente. Existen muchos
estudios en el que se incluyen diversos factores como el hacinamiento, viviendas precarias
insalubres, promiscuidad y el parentesco familiar, estos se relacionan indirectamente con
precarias condiciones socio-economicas. Otro factor de riesgo en la incidencia de infeccion
es la residencia en comunidades cerradas, es decir, hospitales, albergues, asilos, internados,
etc. En estas personas la posibilidad de contacto entre individuos es mas cercana que el
normal y en algunos casos las normas de higiene pueden ser menores. Muchos
investigadores han hecho énfasis insistente en que la infeccion por Helicobacter pylori es

un buen indicador de las carencias anteriormente citadas.

En los Estados Unidos la incidencia anual de infecciéon en menores de 10 afios de edad se
presenta entre el 0.5% y el 1% y aumenta en la edad adulta hasta un 50%. Por otro lado, en
grupos afro americanos, hispanos y nativos de ese pais, la infeccion por el microorganismo

se observa desde edades tempranas y la transmision intrafamiliar es alta.
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En Costa Rica y Brasil se reporta una incidencia anual de 45 enfermos de cancer gastrico

asociado a Helicobacter pylori por cada 100 000 habitantes.

En México se han observado regiones de mayor riesgo, como las zonas altas del estado de
Chiapas donde existen grupos indigenas que presentan una alta incidencia de céncer
gastrico asociado al microorganismo. Un estudio seroepidemioldgico realizado en 1997,
determino que el 20% de los nifios menores de 1 afio de edad presentaban anticuerpos anti-
Helicobacter pylori y que la seropositividad aumento hasta un 50% en los nifios de 10 afios
de edad, este trabajé se realizo con un banco de sueros representativo de la poblacién de
todos los estados de la Republica Mexicana (11,605 sueros) procedentes de personas cuya
edad fluctuo entre 1 a 90 anos; lo que indicaba que la infeccion por Helicobacter pylori en
la republica de México se adquiere a edades tempranas y llega a alcanzar el 80% en la edad

adulta 'y jovenes entre los 18 y 20 afios de edad.

En Perti Se evalud la prevalencia de H. pylori, mediante esofagogastroduodenoscopia
entre Enero de 1985 y Agosto del 2002 a pacientes de nivel socioeconémico medio y alto,
residentes en Lima, Pert, hasta el afio 2002 se pudo ver que la prevalencia es del 45.5% por
otro lado, existe evidencia de que en los ultimos afios se observa en el Pert una diferente
prevalencia de la infeccion del estdmago por el Helicobacter pylori entre los estados
socioecondomicos bajo y alto: acaba de finalizar un estudio en poblacion peruana de nivel
socioecondomico bajo (pueblo joven de Pampas de San Juan, Lima), donde se encontr6 una
prevalencia de mas del 80%, en comparacion al 58.3% de la presente serie (periodo 2000-
2002), procedente de nivel medio y alto. Basados en estas evidencias, podemos afirmar que
la prevalencia de la infeccion estd disminuyendo en los estratos socioeconémicos medio y
alto, permaneciendo estable en poblaciones de nivel socioeconémico bajo. Es importante
mencionar que en los ochenta no encontramos diferencias de la prevalencia global entre

poblaciones procedentes de niveles socioecondémicos alto y bajo.

En Chile después del censo realizado el afio 2003, un grupo de investigadores de la

Universidad Catolica ha estudiado la prevalencia de H.pylori en esta poblacion mediante la



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

determinacion del titulo de anticuerpos de la clase IgG anti-H. pylori (AU/ml) y establecer
una prevalencia de la infeccion en poblacion chilena adulta de 72,9% (IC 95%: 70,0-
75,9%). La infeccion por H. pylori es una causa importante de morbi-mortalidad,
provocando patologias de consideracion en 20% de los infectados. La mayoria de los
infectados desarrolla una gastritis superficial cronica asintomatica (80%). Por razones no
bien comprendidas, aproximadamente 15% de los infectados desarrollard ulcera
gastroduodenal. Un ntimero menor de ellos desarrollara una enfermedad linfo-proliferativa
asociada al tejido linfoide de las mucosas (MALT) y otro grupo de infectados desarrollara
una gastritis cronica atrofica, lesion preneoplasica capaz de desencadenar un

adenocarcinoma gastrico (0,1%).

En Bolivia un estudio realizado el afio 1997, determino que la prevalencia de H. pylori era
mayor al 50%. Otro estudio realizado el afio 2002 en la ciudad de Santa Cruz determino la
prevalencia de infeccion por H. pylori mediante serologia en nifios bolivianos de 2 a 3 afios
de la poblacion rural y la incidencia varia entre el 8% y el 26% respectivamente, y en nifios
de 7 afios de edad la seropositividad alcanza el 55% y la principal causa de riesgo de

infeccion es el contagio de familiares o personas que viven en la misma casa.

Se han reportado datos experimentales de la infeccion por Helicobacter pylori en primates,
los que desarrollaron gastritis y ulceras muy parecidas a las del hombre. Pero actualmente
no se conoce un reservorio no humano de Helicobacter pylori. Se han descrito varios

mecanismos de transmision de la bacteria,

Los mecanismos especificos de transmision se han descrito principalmente en personas con
precarias condiciones de vida y a nivel intrafamiliar se debe a las excretas en alimentos de
de la mosca de las casa, otra via es de persona a persona y las condiciones sanitarias como
fecal oral u oral fecal, no desestimandose la transmision iatrogénica por sondas,
endoscopios, Ultimamente ha llamado la atencion el potencial de transmision de la placa
dentaria como reservorio del germen de la bacteria siguen sin determinarse, pero por el

hecho de ser tan comun de la infeccion y su amplia distribucidn, se postula que ocurre de
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persona-persona, por las vias oral-oral y oral-fecal. La familia del enfermo en la
transmision vertical es probablemente un factor de riesgo importante para perpetuar la
infeccion. Dentro de las consideraciones epidemioldgicas se deberia de considerar el
diagnostico y tratamiento de los miembros de la familia ya que frecuentemente el
tratamiento es personal y se omite investigar si hay otros miembros de la familia que
presenten sintomas similares. Esta omision repercute en la eficacia del tratamiento y hace
dificil de valorar si la infeccion en un individuo que ha recibido tratamiento se debe a la
reinfeccion por el tipo de cepa que predomina en el grupo familiar (donde puede
transmitirse la infeccion) 6 por una cepa externa, o bien, 2) si se trata de recrudescencia de

la enfermedad por cepas resistentes al tratamiento antimicrobiano elegido.

H. pylori es el agente etiolégico en un 70% a un 80% de la forma mas comun de
inflamacion gastrica cronica denominada gastritis atrofica cronica tipo B. La enfermedad
involucra el antro y el fondo del estobmago, con una imagen histologica que incluye con
frecuencia infiltrado de linfocitos, células plasmadticas y algunos eosinofilos; este proceso
inflamatorio al parecer es mas importante en el antro que en el cuerpo. H. pylori coloniza la
mucosa gastrica permaneciendo por anos e incluso por décadas en la mayoria de los casos,
con minima sintomatologia para el paciente. Sin embargo en algunos casos se han descrito
cambios morfoldgicos importantes en mucosa gastrica que van desde un proceso
inflamatorio leve, hasta el desarrollo de una gastritis que evoluciona a una ulcera, con
lesiones atroficas que pueden terminar en metaplasia, displasia y finalmente en un

adenocarcinoma.

La distribucion de H pylori en el estomago es al parecer muy importante, pues prodria
determinar el resultado patologico de la gastritis. Los sujetos con gastritis
predominantemente antral tienden a presentar una secrecion normal o elevada de acido
gastrico y al parecer se incrementa el riesgo de desarrollar una tulcera duodenal. Los
pacientes en los que se coloniza predominantemente el cuerpo del estdmago tienden a
desarrollar inflamacion que puede derivar en gastritis atrofica, que a su vez tiende a

desarrollar ulcera géstrica o cancer.
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H. pylori puede colonizar tnicamente ¢l epitelio de tipo gastrico y no se encuentra en el
duodeno normal. Es un microorganismo excelentemente adaptado a su nicho ecologico,
descansando en la superficie de las células epiteliales gastricas bajo la capa de moco
adherente. La forma espiral y la motilidad conferida por sus multiples flagelos le ayudan a
distribuirse a través de la capa de moco para alcanzar la mucosa gastrica. La metaplasia
gastrica (el reemplazo de las células columnares que normalmente cubren el vello duodenal
por epitelio de tipo gastrico rico en mucina neutral) se presenta en mas del 90% de los
pacientes con ulcera duodenal y permite al H. pylori colonizar el bulbo duodenal. La
colonizacién de la mucosa duodenal produce inflamacion (duodenitis crénica), que vuelve a
la mucosa duodenal vulnerable al ataque por é4cido, pepsina o bilis, con la ulceracion
subsiguiente. El grado de metaplasia géstrica en duodeno esta directamente relacionado con

el nivel de secrecion de acido gastrico.

9. Fisiopatologia y Patologia asociada a Helicobacter pylori.
1. Anatomia y fisiologia del estomago.
El estobmago se localiza en la parte alta del abdomen (epigastrio). El cardias (extremo por
donde penetra el es6fago) se localiza a nivel de la vértebra T11, mientras que el piloro lo

hace a nivel de L1. Sin embargo, hay considerable variacion de unos individuos a otros.

La forma aplanada del estémago en reposo determina la presencia de una cara anterior,
visible en el sitio del abdomen, y una cara posterior que mira a la transcavidad de los
epiplones (cavidad omental), situada detras. Asimismo, determina la presencia de un borde
inferior (curvatura mayor) que mira abajo y a la izquierda, y un borde superior (curvatura
menor) que mira hacia arriba y a la derecha. Como consecuencia de los giros del estobmago
en periodo embrionario, por la curvatura mayor se continua el estbmago con el omento

(epiplon) mayor, y la menor con el omento (epiplon) menor.
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La pared gastrica consta de una serosa que recubre a tres capas musculares (longitudinal,
circular y oblicua, citadas desde la superficie hacia la profundidad). La capa submucosa da
anclaje a la mucosa propiamente dicha, que consta de células que producen moco, acido

clorhidrico y enzimas digestivos.

La parte pilorica queda unida a la cara inferior del higado por el ligamento gastrohepatico,
parte del tumulto menor. Estos sistemas de fijacion determinan sus relaciones con otros
organos abdominales. Sin embargo, y debido no sélo a los giros del estdbmago, sino también
al desarrollo embrionario del higado, las relaciones del estdbmago se establecen a través de

un espacio que queda por detrés, la cavidad omental o transcavidad de los epiplones.

El estdbmago estd controlado por el sistema nervioso auténomo, siendo el nervio vago el
principal componente del sistema nervioso parasimpatico. La acidez del estobmago esta

controlada por tres moléculas que son la acetilcolina, la histamina y la gastrina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Estomago2.jpg
http://es.wikipedia.org/wiki/imagen:estomago2.jpg
http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Estomago2.jpg

~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

2. Fisiopatologia de la infeccion por Helicobacter pylori.
La infeccion producida por Helicobacter pylori establece su potencial ulcerogénico en base
al incremento de la secrecion acida y la produccion de metabolitos inflamatorios en la

mucosa gastrica (Rautelin et al., 1993; EI-Omar et al., 1993).

Helicobacter pylori ve favorecida su accion por interaccion entre diferentes mecanismos
como son los factores de virulencia, la respuesta por parte del huésped (susceptibilidad
genética, deficiencia inmunolédgica, metaplasia gastrica en el duodeno, respuesta en la
secrecion de acido, neuromodulacion) y factores ambientales (dieta, edad de adquisicion de
la infeccion, stress, tabaquismo) han sido clasificados como conductores hasta el proceso

final de la ulcera (Kreiss et al., 1995).

La colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori desencadena una respuesta inflamatoria
inespecifica activando a las células epiteliales superficiales productoras de IL-1, IL-6, IL-8,
interferon y TNF-0, estas citocinas propician el reclutamiento de neutrofilos y
posteriormente de linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos y macrofagos, ademads
modulan a los mediadores de la inflamacion. La IL-8 producida por las células epiteliales
en respuesta a la infeccion parece tener un papel primordial en la activacion de los
neutrofilos. La produccion de IL-8 vendria determinada por las sefales intracelulares
propiciadas por el factor de transcripcion NF-kB. La infeccion desencadena una respuesta
humoral a partir de linfocitos B presentes en el infiltrado inflamatorio y foliculos linfoides

formados en respuesta a la infeccion, con la produccion de anticuerpos del tipo IgA e IgG.

Los fenémenos inflamatorios desencadenados por la colonizacion de la mucosa gastrica por
H. pylori no esta descrito con exactitud, hecho que ha dificultado el estudio de las posibles
interacciones entre la infeccion por H. pylori y otros agentes gastrolesivos,
desconociéndose si H. pylori incrementa la susceptibilidad al dafo inducido por
antiinflamatorios no esteroideos o etanol, o si comporta un cambio de flujo sanguineo de la

mucosa gastrica y si éstos juegan un papel en el desarrollo de lesiones ulcerosas.
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Algunos de los mediadores de la inflamacion liberados por las células epiteliales e
inmunogenos celulares (macréfagos, mastocitos, neutrofilos) afectan directamente la
integridad de la mucosa a través de alteraciones en la permeabilidad epitelial y vascular o la
regulacion del flujo sanguineo, ignorandose el papel que juegan las diferentes moléculas de

adhesion leucocitarias y endoteliales.

H. pylori estimula a nivel gastrico al sistema de HLA aumentando la expresion de ciertas
moléculas en las células epiteliales. Supuestamente, la expresion de ciertos alelos de los
antigenos HLA-DQ y HLA-DR en el huésped determinarian una mayor progresion de la

gastritis o un mayor riesgo de desarrollar ulcera gastroduodenal.

Los pacientes con ulcera péptica presentan de forma constante dos hechos: una alta
prevalencia de infeccion por H. pylori y su asociacion a gastritis. Los estudios realizados en
pacientes ulcerosos se han centrado fundamentalmente en el efecto que la erradicacion de
H. pylori tenia sobre la recidiva ulcerosa, descuidando el estudio del efecto sobre las
lesiones inflamatorias [Correa, 1988]. Tras la erradicacion de la infeccion el infiltrado por
neutrofilos de la mucosa gastrica desaparece completamente de forma rapida. El nimero de
linfocitos, células plasmaticas y foliculos linfoides también disminuye, pero en este caso la
regresion es lenta y puede no haberse normalizado por completo en 1 o 2 afios. Por lo que
respecta a la atrofia géstrica y la metaplasia intestinal, no existen datos que avalen que la
erradicacion induzca su regresion [Sainz et al., 2000]. Ambas lesiones son precursoras para

el desarrollo de cancer gastrico, cifrdndose su incidencia en el 0,2-1 % de estos pacientes.

Existen una diversidad de patologias que son consecuencia de la infeccion por H. pylori, el
lugar blanco es conocido como su habitat natural en el estomago principalmente el antro
pildrico. Adelante se puede observar un las patologias asociadas con mayor frecuencia a

este microorganismo
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Cambios clinico patologicos inducidos por la infeccion de Helicobacter pylori.

La mucosa gastrointestinal es considerada una zona estéril por muchos médicos, patdlogos

y profesionales en salud, esta teoria es sustentada en base a que esta protegida por distintos

mecanismos: 1) La produccién por la mucosa de moco y HCO; origina un gradiente de bajo

de pH entre la luz del estdémago y la mucosa que mantiene el pH neutro. EI moco se

comporta como una barrera para la difusion de acido y pepsina. 2) Las células epiteliales

eliminan el exceso de iones hidrogeno por medio de sistemas de transporte en la membrana

y tienen uniones oclusivas, las cuales impiden la retrodifusion de los iones hidrogeno. 3) El

flujo sanguineo de la mucosa elimina el exceso de acido que ha difundido a través de la

capa epitelial. Las células epiteliales son también un 6rgano muy noble ya que participa en

la reparacion constante de la mucosa y el mantenimiento de su integridad, para esté

cometido se han implicado varios factores de crecimiento y varias prostaglandinas.
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3. Patologia de la infecciéon por Helicobacter pylori.
1. Gastritis
La gastritis se puede definir como una infamacién de la mucosa gastrica y se puede
clasificar de acuerdo a la patologia que presenta, puede ser erosiva y no erosiva, en funcion
de la gravedad de la lesion de la mucosa puede clasificarse segun el lugar de afectacion en
el interior del estdmago (es decir, cardias, cuerpo, antro y fondo). También se puede
clasificar a la gastritis de acuerdo a la induccion de células inflamatorias en aguda o
cronica. Hasta la fecha ningtin esquema de clasificacion esta completamente acordado por
los congresos de profesionales, y no concuerdan perfectamente con la fisiopatologia; en la
mayoria se puede observar solapamientos entre si. En el congreso de mundial de
gastroenterologia de Sydney el afio 1989 se formulo una clasificacion con dos vertientes:
una histologica y otra endoscopica, desafortunadamente no existe correlacion entre ambas.
Para el diagnostico endoscopico se ha supuesto una gran contribucion al llamado “Sistema

Sydney”. He aqui la clasificacion endoscopica de los siete tipos de gastritis segiin Sydney:

Patologia Definicion

Gastritis Es el tipo de mayor frecuencia, y se caracteriza por el parchado, eritemas
Eritematosa pequefios, combinado por una fina nodularidad y exudado fibrinoso.
exudativa. Puede presentar en ocasiones fragilidad de la mucosa.

Gastritis Se puede observar erosiones no sobreelevadas, generalmente con fondo

Erosiva Plana. | fibrinoso. Puede ser solitaria o multiple. Se localiza en antro o todo el
estomago. Ocasionalmente se puede ver exudado. Las erosiones planas

son también frecuentes en pliegues prepiloricos edematosos.

Gastritis Antiguamente llamada gastritis varioliforme o erosiones maduras. Los
Erosiva nddulos o papulas son el dato mas significativo, puede encontrarse
Nodular. erosionadas en su cuspide. A veces se las puede observar alineadas sobre

los pliegues del cuerpo gastrico.

Gastritis Se diagnostica seglin el patron vascular de la pared del estomago. Existe

Atrofica. también un color blanquecino perlado en la mucosa. Puede haber
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disminucién de los pliegues gastricos. Las areas de metaplasia intestinal
que suelen acontecer en este tipo de gastritis suelen verse como zonas

parcheado blanco-grisacea con una ligera apariencia opalescente o aspecto

velloso.
Gastritis Existe eritema con punteado equimotico. Algunas de estas petequias
Hemorragica. | rompe la mucosa y se puede observar el sangrado generalmente digerido

dando aspecto de color café adheridos a la mucosa.

Gastritis de Es muy dificil de diagnosticar los grados leve y moderado. Presenta
Pliegues erosiones planas en los vértices de los pliegues. Presente en el gastronoma
Gastricos y enfermedad de Menetrier. En la gastritis hipersecretora se puede

Aumentados de | observar los pliegues deslustrados y pueden tener exudados en la

Tamafo. superficie.

Gastritis  por | Se  observa  habitualmente en las  gastroduodenostomias y
Reflujo Biliar | gastroyeyunostomias. En las cirugias antireflujo biliar, se encuentra
disminucidn de este tipo de gastritis. La bilis refuye libremente al medio

gastrico, produciendo un intenso eritema con o sin exudado.

Clasificacion de Sydney

La gastritis aguda se caracteriza por una infiltracion de células polimorfonucleares en la
mucosa del antro y del cuerpo. La gastritis crdonica se caracteriza por presentar niveles de
atrofia (con pérdida de capacidad funcional de la mucosa) o de metaplasia. Afecta
predominantemente al antro con pérdida subsiguiente de células G y disminucioén de la
secrecion de gastrina y al cuerpo con pérdida de glandulas oxinticas, lo que conduce a

reduccidn de acido, pepsina y factor intrinseco.

H. pylori es la causa principal de la gastritis no erosiva. Este microorganismo gram
negativo es la causa de casi todos los casos de gastritis no erosiva y sus complicaciones
resultantes. La infeccion conduce invariablemente a inflamacion de la mucosa gastrica, la
cual a su vez altera la fisiologia secretora gastrica, haciendo que la mucosa sea mas

susceptible a las lesiones por el 4cido. Se ha encontrado que las maximas concentraciones
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de H. pylori se detectan en el antro pilorico, donde la infeccion puede aumentar
considerablemente hasta producir riesgo de ulceracion prepildrica y duodenal. En algunos
pacientes la infeccion afecta a la totalidad del estomago y se asocia al desarrollo

subsiguiente de ulceras gastricas y de adenocarcinoma gastrico.

2. Ulcera
Las Ulceras pueden oscilar en tamafio desde varios milimetros a varios centimetros. Las
ulceras se diferencian de las erosiones por la profundidad de la penetracion; las erosiones

son mas superficiales y no afectan a la capa muscular de la mucosa.

La ureasa producida por el microorganismo cataliza la transformacioén de urea en amoniaco.
El amoniaco, al mismo tiempo que permite al microorganismo sobrevivir en el entorno
acido del estomago, puede erosionar la barrera mucosa y producir una lesion epitelial. Las
citotoxinas producidas por H. pylori se han implicado también en la lesion epitelial del
huésped. Las enzimas mucoliticas (proteasas, lipasas bacterianas) parecen estar
involucradas en la degradacion de la capa mucosa, haciendo al epitelio mas susceptible al
dafio acido. Por ultimo, las citocinas producidas en respuesta a la inflamacién pueden

representar un papel en el dafo de la mucosa y la ulcerogénesis subsiguiente.

Los sintomas de Ulcera géstrica no suelen seguir un patron uniforme (el comer
ansiosamente exacerba el dolor en lugar de aliviarlo). Esto se cumple especialmente en las
ulceras del canal pilorico, las cuales suelen asociarse con sintomas de obstruccion

(sensacion de plenitud, nduseas, vomitos) causados por el edema y la cicatrizacion.

En la Ulcera duodenal, el dolor tiende a ser mas uniforme. El dolor esta ausente cuando el
paciente despierta, pero aparece a media mafiana; se alivia con el alimento, pero recurre dos
a tres horas después de la comida. El dolor que despierta al paciente de noche es frecuente y

sumamente sugestivo de ulcera duodenal.
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3. Cancer.
H. pylori esta asociado con el adenocarcinoma del cuerpo y el antro gastrico de tipo
intestinal, pero no con el cancer del cardias géstrico. Las personas infectadas tienen una
probabilidad de tres a seis veces mayor de desarrollar un cancer de estomago. Los linfomas
gastricos y los linfomas del tejido linfoide asociado con la mucosa (MALT) también se han
vinculado con esta infeccion. Se han descrito varios mecanismos por los cuales H. pylori es
capaz de producir cambios en la mucosa gastrica que conducen al desarrollo de

adenocarcinoma géastrico.

Los linfomas MALT son poblaciones linfoides de células B malignas restringidas
monoclonalmente causadas por H. pylori. Este trastorno se asocia con frecuencia a una
ulcera gastrica superficial y se descubri6 de pasada en biopsias del borde ulcerado y de la
mucosa que lo rodea.. Existen estudios que indican que la erradicacion de H. pylori evita la

progresion de la gastritis a cancer o linfomas del estbmago mas frecuentes.
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10. Tratamiento.
Es complicado el tratamiento de la infeccion por H. pylori, ya que la luz del interior
gastrico es un lugar inhdspito, donde no llegan las células inmunocompetentes para ejercer
su accion protectora, también es una zona de dificil accion de los antimicrobianos, es por
estas razones que se ha visto la necesidad de asociar multiples farmacos antiulcerosos y
antimicrobianos para erradicar la infeccion. Se ha sugerido multiples terapias para erradicar
la infeccion por H. pylori en base a estudios realizados acerca de su eficacia, es asi que

tenemos varias combinaciones de tratamientos.

Actualmente se recomienda la asociacion de tres farmacos, un farmaco que disminuye la
secrecion acida del estomago y dos antibidticos, en caso de no presentar eficacia de estos se

han propuesto terapias con cuatro farmacos.

Uno de las primeras terapias propuestas fue la combinacion de sales de bismuto,
metronidazol y tetraciclina, fue el primero y el mas ampliamente estudiado, generalmente
se recomienda que el farmaco antisecretor se administre simultdneamente y durante cuatro
semanas para asegurar la cicatrizacion de la ulcera o inflamacion géstrica. Los efectos
secundarios, son menores, puede presentarse hasta en un 30% de los pacientes, y la
complejidad de este régimen de 16 comprimidos/dia puede limitar el cumplimiento. Otro
régimen mas actual y de mayor aceptacion e igualmente eficaz es la combinacion de

ranitidina bismuto citrato mas claritromicina administrados durante dos semanas.

Los inhibidores de la bomba de protones suprimen H. pylori ¢ inducen una cicatrizacion
rapida de la ulcera. El aumento del pH géstrico que acompaia a su uso puede potenciar la
concentracion en el tejido y la eficacia de los antimicrobianos, creando un entorno hostil
para H. pylori. El tratamiento doble con omeprazol y claritromicina durante dos semanas

puede lograr tasas de erradicacion alrededor del 75%.

Los resultados indican que los regimenes con tres firmacos que combinan omeprazol o

lansoprazol y con dos antibidticos son sumamente eficaces cuando se administran durante
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siete a catorce dias, omeprazol o lansoprazol con claritromicina y metronidazol o

amoxicilina durante una semana pueden curar la infeccion en alrededor del 90% de los

casos, entre sus principales beneficios son la duracion mds corta del tratamiento, la

dosificacion dos veces al dia, la excelente tolerabilidad y las tasas de erradicacion muy

elevadas.

Podemos ver que el tratamiento erradicador de H. pylori, es diverso y multiple, es asi que

se puede sugerir las siguientes alternativas consensuadas por varios gastroenter6logos.

Esquema ATB Duracién Eficacia* Ventaja Desventaja
(dosis/dia)
Triple Metronidazol 102 Erradicacion Combinaciéon No sirve en
terapia con g+ semanas 90% mas cepas R a
bismuto** tetraciclina estudiada metronidazol
(clésica) 200mg
Triple Amoxicilina 1 semana Erradicacion Buena No se
terapia lg + 98% tolerancia estudio in
Con IBP***  Claritromicina vitro
lg
Metronidazol 1 semana Erradicacion Buena Menor
lg + 94% tolerancia eficacia
Claritromicina Con cepas
500mg resistentes a
metronidazol
Cuadruple Metronidazol 1 semana Erradicacion  Igual No se usa en
terapia (IBP  1g+ 95% eficacia pediatria
+ bismuto) tetraciclina Con cepas
200mg resistentes a
metronidazol
Terapia Claritromicina 2 semanas Erradicacion  Tolerancia Monoterapia
RCB g 82 a96% novedoso
(ranitidina +
citrato
bismuto)

* La eficacia de la erradicacion esta medida por protocolo y no por intencion de tratar.
** Las sales de bismuto tienen efecto antimicrobiano.
*#* Inhibidor de la bomba de protones (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, etc.).
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En noviembre del afio 2004 se organizo la segunda conferencia espafiola de consenso sobre
la infeccion por H. pylori, en el que se vio como un tema de analisis la evaluacion del
tratamiento mas efectivo para la erradicacion, como conclusion propusieron las siguientes

terapias.

La triple terapia es de primera eleccion en Espafia, y se recomienda utilizar un inhibidor de
la bomba de protones (omeprazol 20mg/12 horas) dos antibidticos (amoxicilina 1g/12 horas
y claritromicina 500mg/12 horas) o en su defecto ranitidina citrato bismuto (RCB
400mg/12 horas) asociada a los dos antibidticos anteriormente citados. En pacientes
alérgicos a las penicilinas se debera sustituir a la amoxicilina por metronidazol en cuyo
caso probablemente sea necesario sustituir al inhibidor de la bomba de protones por

ranitidina citrato bismuto.
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5.DISENO METODOLOGICO.
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1. POBLACION.
Para la seleccion de los pacientes considerados para el presente estudio se tomaran en
cuenta los siguientes criterios:
e C(riterios de Inclusion:
1. Pacientes que asistan a consultas de gastroenterologia al Hospital
“Arco Iris” y la Clinica “Caja Petrolera” de la ciudad de La Paz Bolivia.
e C(riterios de Exclusion:
1. Pacientes menores de 10 afios de edad.
2. Pacientes que presenten signos de problemas neuroldgicos a la
endoscopia.
Pacientes que presenten problemas respiratorios.

4, Pacientes internados en los nosocomios en estudio.

2. TAMANO DE MUESTRA.
Se estudio en 116 pacientes de los cuales 50 procedian de la Clinica “Caja Petrolera” y

66 del Hospital “Arco Iris”.

3. METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENOS DE INVESTIGACION.
1. TIPO DE INVESTIGACION.
Es de tipo descriptivo por que cumple con las condiciones de persona tiempo y lugar.
Es de Pruebas Diagnostico por que compara las pruebas de los laboratorios con un

“patrén de oro”.

2. METODOLOGIA GENERAL DE LA INVESTIGACION

1. Toma de muestra.
La toma de muestra fue realizada gracias a la
colaboracion de los médicos profesionales con
especialidad en gastroenterologia y endoscopia

del Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja

Petrolera”, quienes con el empleo del

endoscopio y con la ayuda de los forceps o 'Z:v
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pinzas obtuvieron seis biopsias (tres de antro, tres de fondo gastrico).

2. Recoleccion de la Muestra y Transporte.
Una vez obtenida las biopsias por el médico, estas inmediatamente fueron recolectadas
en tubos vacutainer conteniendo tres mililitros de solucion PBS estéril, se mantuvieron
a temperatura ambiente para el transporte hacia el laboratorio de microbiologia para su

inmediato procesamiento.

3. Cultivo.
1. Preparacion de la Muestra.
Para proceder a cultivar la muestra, se introdujo un hisopo estéril dentro del tubo
vacutainer donde se encontraba la muestra de biopsia, se procedid a presionar la cabeza
del hisopo que contiene la torula de algodon sobre la biopsia sobre las paredes de vidrio
del tubo vacutainer, inmediatamente fueron sembrados en el medio de cultivo. Este

procedimiento se realizo para facilitar la liberacién del microorganismo de los tejidos.

2. Siembra.
Se procedi6 a la siembra por la técnica de
inundacion del medio de cultivo con el hisopo
empapado anteriormente utilizado en la

preparacion de la muestra.

3. Medio de Cultivo.
El medio de cultivo utilizado fue agar base columbia (Oxoid codigo CM0331B) con
sangre desfibrinada al 7% (sangre de carnero) con suplemento inhibitorio DENT

(Suplemento selectivo Helicobacter pylori, Oxoid SR147E) (ver anexo 1).

4. Incubacion.
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El periodo de incubacion fue de tres dias, en los casos negativos se dejo hasta los siete
dias de incubacion, en microaerofilia (Campy Gen CN25 Oxoid, que genera 5% Oy,

10% de CO, y 85% de N), en estufa a temperatura de 35°C a 37°C (ver anexo 2).

4. Identificacion.

Para la identificacion de Helicobacter pylori se realizo el siguiente procedimiento.

1. Observaciéon Macroscopica.
H. pylori presenta colonias muy pequefias de 0,5 mm de diametro, son transparentes y
brillantes que asemejan a gotas de rocio de agua, en ocasiones se puede observar como

una pelicula que tapiza el medio de cultivo (ver anexo 3).

2. Observacion Microscopica.
Se observo bacilos curvados gram negativos de 3 mm
a 5 mm de largo y 0.5 mm de ancho

aproximadamente, en algunas ocasiones pueden son

un poco mas grandes (ver anexo 4).

3. Prueba Répida de la Ureasa.
Utilizando Agar Urea de Christensen en tubo, sembrar colonias sospechosas de
Helicobacter pylori con aguja por pinchado del agar y finalmente realizar estrias. En el
caso del Pronto Dry, inocular la biopsia directamente sobre la superpie del reactivo (ver

anexo 5).

4. Prueba de la Catalasa.
Utilizando una gota de peroxido de hidrogeno sobre una placa de vidrio y sobre este

inocular con el ansa colonias sospechosas de Helicobacter pylori (ver anexo 7).
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Catalasa positivo

5. Prueba de la Citocromo Oxidasa.
Utilizando papel filtro empapado con tetrametil-p-fenilendiamina dihidroclorhidro al
1% sobre una placa de vidrio inocular con una aplicador de plastico colonias

sospechosas de Helicobacter pylori (ver anexo 8).

Citocromo Oxidasa positivo

5. Prueba del caldo Urea.
El laboratorio de bacteriologia del Hospital “Arco Iris” utiliza para la identificacion de
Helicobacter pylori caldo urea, al cual se le introduce dos biopsias de antro y de cuerpo o
fondo, se deja en incubacion por un periodo de 24 horas para observar los resultados. La
degradacion de la urea por la enzima ureasa de H. pylori genera un cambio de color en el

medio del caldo urea (ver anexo 6).

6. Prueba del Pronto Dry.

La Clinica “Caja Petrolera” en la unidad de

gastroenterologia, cuenta con la prueba comercial
“Pronto Dry” (“Medical Instruments
Corporation”™) para la identificacion de H. pylori, (@

necesita 2 o mas biopsias de los pacientes. Esta

prueba estd basada en la identificacion de la Prucha positiva

enzima ureasa presente en H. pylori, esta enzima degrada la urea generando un medio

basico que al mismo tiempo cambia de color al medio gel de la prueba (ver anexo 9).

7. Conservacion
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Para la conservacion de las cepas es necesario cultivo de 48horas, debe ser gran cantidad
colonias aisladas de Helicobacter pylori, el medio de conservacion ttilizado fue caldo BHI
y el caldo TSB ambos suplementados con 20% de Glicerol, suplementados con 10% de

suero fetal bovino (SFB) a temperatura de -70°C.

Caldo BHI glicerol 20%

8. Recoleccion de datos.
Los Datos descriptivos de cada paciente fueron recolectados en encuestas (ver anexo 10).
Los Datos de Laboratorio fueron recolectados en ficha de resultados (ver anexo 11).
PROTOCOLO DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
HELICOBACTER PYLORI

Muestra
Bionsia

A A\ 4 A

2 Muestras de 2 Muestras de 2 Muestras
Antro Pilérico Fondo Urea-Test
\ 4 v \ 4
4 ) 4 N\ 4 N\
3ml de Tampon 3ml de Tampon Caldo Urea
PBS PBS o Pronto Drv
N\ J \§ J N\
A 4 y A 4
4 ) 4 N\ 4 )
Siembra en Siembra en Incubar a 37°C
L PASDCS ) L PASDCS ) L o ambiente

y

J Incubarde 3 a5 }

dias a 37°C
N\ fﬁ
é? | Catalasa @
o ';—/
3
4 7 Y
Tinciéon Gram © Observar aspecto de %j- »| Oxidasa X
las Colonias 2
§ | Ureasa™
-/

( Helicobacter W
;k pylori f
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PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRA

MUESTRAS
BIOPSIAS

Y

2 Muestras de } [ 2 Muestras para la }

2 Muestras de
Antro pildrico Fondo prueba de la ureasa

de PBS de caldo urea

o pronto Dry

|
- |

Depositar en 1.5ml Depositar en 1. Sml Depositar en 2ml
de PBS

y

ENVIAR AL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

4. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION.
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El procesamiento de la informacion se realizara en una base de datos la hoja electronica

Excel y Epi Info 2005 Version 3.3.2.

1. RECOLECCION.
La recoleccion de la informacion se realizara en encuestas (ver anexo 10) que seran
llenadas en base a preguntas directas a cada paciente.
Los datos de laboratorio seran reportados en una ficha de resultados que se adjunta en

los anexos (ver anexo 11).

2. ELABORACION
Durante la elaboracion se procedid al proceso de revision de las encuestas y hojas de
resultados, solamente se tomo en cuenta aquellas encuestas que cuenten con la
informacion completa de los pacientes, las encuestas o resultados incompletos fueron

excluidos del estudio.

Se clasifico en la base de datos (hoja electronica Excel 2003) de acuerdo al orden
tiempo versus diagnostico, se registro utilizando codigos para cada muestra

proporcionada por el medico.

3. PRESENTACION.
Para la presentacion del presente estudio se utilizo el programa de computacion
Microsoft Word 2003, el mismo fue realizado siguiendo los reglamentos establecidos

por la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas vigente.
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6. RESULTADOS.
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1. RESULTADOS GENERALES.

Tabla 1.
Distribucion de pacientes segin nosocomio de asistencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Nosocomio Numero Porcentaje
Clinica “Caja
50 43,1%
Petrolera”
Hospital “Arco Iris” 66 56,9%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 1.
Distribucion de pacientes segn nosocomio de asistencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

. Clinica "Caja
Hospital Petrolera de
Salud"

43,10%

"Arco Iris"
56,90%
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Tabla 2.
Distribucion de pacientes segun edad y sexo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

EDAD
SEXO | [14-27] | [28-41] | [42-55] | [56-69] | [70-84] | TOTAL
Masculino 6 X : 4 0 38
5,17% 12,93% 8,62% 6,03% 0% 32,75%
. 16 B/ 13 14 8 78
Femenino
13,79% 23,28% 11,21% 12,07% 6,90% 67,25%
TOTAL 22 42 23 21 8 116
18,96% 36,21% 19,83% 18,10% 6,90% 100,00%
Fuente: datos LNRBC
Figura 2.
Distribucion de pacientes segun edad y sexo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”
La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
100,00%-
80,00%
60,00%
40,00%-
20,00%
0,00%

(14-27] [28-41] [42-55] [56-69] [70-84] TOTAL

@ Masculino m Femenino 0 TOTAL
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Tabla 3.
Distribucion de pacientes segun lugar de residencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Residencia Numero Porcentaje

Urbana 91 78.4%
Rural 25 21,6%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 3.
Distribucion de pacientes segun lugar de residencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Rural;
21,60%

Urbana;
78,40%



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. 9

Tabla 4.
Distribucion de pacientes segun nivel de estudio
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Nivel de Estudio  Numero  Porcentaje

Sin estudio 6 5,2%
Estudios basicos 18 15,5%
Estudios Medio 41 35,3%
Estudio Superior 51 44,0%

Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 4.
Distribucion de pacientes segun nivel de estudio
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”
La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Sin estudio; ~ Estudios

5,20% bésicos;

Estudio 15.50%
Superior;
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Tabla 5.
Distribucion de pacientes segun el tipo de agua que consumen
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Consumo de Agua Numero Porcentaje

Agua Potable 101 87,1%
Agua de Pozo 12 10,3%

Agua Superficial 3 2,6%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 5.
Distribucion de pacientes segun el tipo de agua que consumen
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”
La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 6.
Distribucidon de pacientes segun eliminacion de excretas
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Eliminacion de excretas Numero Porcentaje

Alcantarillado 106 91,4%
Campo abierto 5 4,3%
Fosa séptica 2 1,7%
Letrina 3 2,6%
Total 116 100,0%
Fuente: datos LNRBC

Figura 6.
Distribucion de pacientes segun eliminacion de excretas
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”
La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 7.
Distribucion de pacientes con antecedentes familiares de enfermedad gastrica
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Antecedentes Familiares Numero Porcentaje

Ninguna 65 56,0%
Gastritis 18 15,5%
Ulcera 33 28,4%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 7.
Distribucion de pacientes con antecedentes familiares de enfermedad gastrica
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Ulcera;
28,40%
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56,00%
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Tabla 8.
Distribucion de pacientes que recibieron tratamiento antes de la toma de muestra
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Tratamiento Numero Porcentaje
Ninguna 90 77,6%
Inhibidor de la bomba de protones 16 13,8%
Antibidticos 6 5,2%
Terapia combinada 4 3,4%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC
Figura 8.
Distribucion de pacientes que recibieron tratamiento antes de la toma de muestra
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 9.
Distribucion de pacientes segun diagnostico clinico general
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Diagnostico  Numero  Porcentaje

Gastritis 86 74,1%
Ulcera 13 11,2%
Cancer 1 0,9%
Otros 16 13,8%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 9.
Distribucion de pacientes segun diagnostico clinico general
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Cancer; 1% Otros; 14%

Ulcera; 11%
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Tabla 10.
Distribucion de pacientes segun diagnostico clinico especifico
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Diagnostico especifico Numero Porcentaje

Gastritis Cronica Sup. 38 32,8%
Gastritis Nodular 20 17,2%
Gastritis Atrofica 11 9,5%
Gastritis Erosiva 5 4,3%

Gastritis Verrucosa 8 6,9%
Gastritis Fundica 2 1,7%
Gastritis Eritematosa 2 1,7%
Ulcera Sangrante 1 0,9%
Ulcera Nodular 1 0,9%
Ulcera Duodenal 11 9,5%
Metaplasia Intestinal 1 0,9%
Otras patologias 16 13,8%
Total 116 100,0%
Fuente: datos LNRBC
Figura 10.

Distribucion de pacientes segun diagnostico clinico especifico
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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2. RESULTADOS ESPECIFICOS.
1. Pruebas Diagnostico.
Tabla 11.
Resultados obtenidos mediante la prueba de la ureasa a partir de biopsias gastricas
para la identificacion de Helicobacter pylori
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Prueba .
Muestras Porcentaje
ureasa
Positivo 74 63,8%
Negativo 42 36,2%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 11.
Resultados obtenidos mediante la prueba de la ureasa a partir de biopsias gastricas
para la identificacion de Helicobacter pylori
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Negativo
36%

Positivo
64%
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Tabla 12.
Cultivo de biopsias géastricas para el aislamiento de Helicobacter pylori
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Cultivo  Muestras Porcentaje

Positivo 59 50,9%
Negativo 57 49,1%
Total 116 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 12.
Cultivo de biopsias géstricas para el aislamiento de Helicobacter pylori

Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Negativo
49%

Positivo
51%
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Tabla 13.
Comparacion de resultados de la prueba de la ureasa entre nosocomios
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

F;rueba € “Caja Petrolera” “Arco Iris” TOTAL

a Ureasa

Positivo 32 42 74
64,0% 63,6% 63,8%

Negativo 18 24 42
36,0% 36,4% 36,2%

TOTAL 50 66 116
100,0% 100,0% 100,0%

Fuente: datos LNRBC

Figura 13.
Comparacion de resultados de la prueba de la ureasa entre nosocomios
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 14.
Comparacion de resultados del cultivo entre nosocomios
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Cultivo

. “Caja Petrolera” “Arco Iris” TOTAL
Bacterioldgico

Positivo 24 35 59
48,0% 53,0% 50,9%

Negativo 26 31 57
52,0% 47,0% 49,1%

TOTAL 50 66 116
100,0% 100,0% 100,0

Fuente: datos LNRBC

Figura 14.
Comparacion de resultados del cultivo entre nosocomios
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 15.
Comparacion de resultados entre la prueba de la ureasa y el cultivo de muestras
procedentes de la Clinica “Caja Petrolera de Salud”
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

"Caja Prueba de la .
“ Cultivo
Petrolera ureasa
Positivo £ 24
64,00% 48,00%
! 18 26
Negativo
36,00% 52,00%
TOTAL Y 30
100,00% 100,00%

Fuente: datos LNRBC

Figura 15.
Comparacion de resultados entre la prueba de la ureasa y el cultivo de muestras
procedentes de la Clinica “Caja Petrolera de Salud”
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 16.
Comparacion de resultados entre la prueba de la ureasa y el cultivo de muestras
procedentes del Hospital “Arco Iris”
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

“Arco Prueba de la .
- Cultivo
Iris ureasa
Positivo 1 33
63,60% 53,00%
] 24 31
Negativo
36,40% 47,00%
TOTAL } s
100,00% 100,00%
Figura 16.

Comparacion de resultados entre la prueba de la ureasa y el cultivo de muestras
procedentes del Hospital “Arco Iris”
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 17.
Evaluacion de la Sensibilidad y Especificidad de la prueba de la ureasa con el cultivo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

CULTIVO
UREASA Positivo Negativo TOTAL
Positivo 49 25 74
Negativo 10 32 42
TOTAL 59 57 116

Fuente: datos LNRBC

Valores de los indicadores de Sensibilidad y Especificidad de la Ureasa

Indice Intervalo Confianza 95%
Sensibilidad 83,05% 73,48% 92,62%
Especificidad 56,14% 43,26% 69,02%
Valor Predictivo Positivo 66,22% 55,44% 76,99%
Valor Predictivo Negativo 76,19% 63,31% 89,07%
Cociente de Probabilidad Positivo 1,89 [1] no aplicable
[2] 1,38 2,60

Cociente de Probabilidad Negativo 0,30 [1] no aplicable

[2] 0,16 0,56
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Tabla 18.
Aislamiento de Helicobacter pylori de ANTRO PILORICO y FONDO GASTRICO
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Cultivo de Helicobacter pylori
Antro pilorico | Fondo gastrico

Positivo >0 44
43,10% 37,90%

Negativo 66 72
g 56.90% 62.10%

116 116

Total
100,00% 100,00%
Figura 17.

Aislamiento de Helicobacter pylori de ANTRO PILORICO y FONDO GASTRICO
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 19.
Relacion entre el tratamiento antes de la toma de muestra
y el desarrollo de H. pylori en cultivo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

CULTIVO
Tratamiento Positivo Negativo TOTAL
Ninguna 49 4 %0
2 54% 46% 100%
6 10 16
IBP*
38% 63% 100%
Antibioticos 4 2 6
67% 33% 100%
Triple terapia 4 4
EElap 0% 100% 100%
TOTAL 59 57 116
51% 49% 100%
*IBP=Inhibido de la bomba de protones Fuente: datos LNRBC
Figura 18.

Relacion entre el tratamiento antes de la toma de muestra
y el desarrollo de H. pylori en cultivo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Correlacion Clinico-Laboratorial.
Tabla 20.
Relacidn entre el diagnostico clinico y el desarrollo de H. pylori en cultivo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

DIAGNOSTICO GENERAL
CULTIVO Gastritis Ulcera Cancer Otros TOTAL

Positivo 44 7 0 8 >9
51% 54% 0% 50% 51%
Negativo 42 6 1 8 57
g 49% 46% 100% 50% 49%
86 13 1 16 116
TOTAL
100% 100% 100% 100% 100%

Fuente: datos LNRBC

Figura 19.
Relacion entre el diagnéstico clinico y el desarrollo de H. pylori en cultivo
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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3. Factores socioecondmicos en la infeccion por Helicobacter
pylori.
Tabla 21.
Relacién entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y los
antecedentes familiares de enfermedad gastrica
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

ANTECEDENTES FAMILIARES

H. pylori Ninguna  Gastritis Ulcera  TOTAL

Infeccion 31 i 17 59
48% 61% 52% 51%

Sin 34 7 16 57
Infeccion 52% 39% 48% 49%
TOTAL 65 18 33 116
100% 100% 100% 100%

Fuente: datos LNRBC

Figura 20.
Relacién entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y los
antecedentes familiares de enfermedad gastrica
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 22.

Relacién entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el genero

Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

Relacion entre la

60%
50% 1
40% 1
30% 1
20%
10%

GENERO
H. pylori Masculino  Femenino TOTAL
feccis 17 42 59
nieccion 45% 54% 51%
Sin 21 36 57
Infeccion 55% 46% 49%
38 78 116
TOTAL
100% 100% 100%
Fuente: datos LNRBC
Figura 21.

infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el genero
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 23.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y la edad
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

EDAD
H. pylori [14-27] [48-41] [42-55] [56-69] [70-84] TOTAL
Infeccion 1 25 0 ? > >
50% 60% 39% 43% 63% 51%
Sin Infeccién 1 17 14 12 3 >7
50% 40% 61% 57% 38% 49%
22 42 23 21 8 116
TOTAL
© 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Fuente: datos LNRBC
Figura 22.

Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y la edad
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 24.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el lugar
de residencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

LUGAR DE RESIDENCIA

H. pylori Urbano Rural TOTAL
., 43 16 59
Infeccion
47% 64% 51%
Sin Infeccion 48 0 37
53% 36% 49%
TOTAL 91 25 116
100% 100% 100%
Figura 23.

Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el lugar
de residencia
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

80%

60%

40%

20% 1

0%
Urbano Rural

O Infeccion @ Sin Infeccion



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. 9

Tabla 25.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el
consumo de agua
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

CONSUMO DE AGUA
H. pylori Potable Pozo Superficial TOTAL

Infeccion >0 / 2 >9
50% 58% 67% 51%
Sin Infeccion > > ! >7
50% 42% 33% 49%
101 12 3 116
TOTAL
100% 100% 100% 100%

Fuente: datos LNRBC

Figura 24.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y el
consumo de agua
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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Tabla 26.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y la
eliminacion de excretas
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.

ELIMINACION DE EXCRETAS
Campo Fosa

H. pylori Alcantarillado abierto  séptica Letrina TOTAL
Infeccion >3 2 2 2 59
50% 40% 100% 67% 51%
Sin Infeccion >3 3 0 . 37
50% 60% 0% 33% 49%
TOTAL 106 5 2 3 116
100% 100% 100% 100% 100%

Fuente: datos LNRBC

Figura 25.
Relacion entre la infeccion por H. pylori (determinada mediante el cultivo) y la
eliminacion de excretas
Hospital “Arco Iris” y Clinica “Caja Petrolera”

La Paz — Bolivia, junio de 2005 a mayo de 2006.
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7. DISCUSIONES.
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El Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica, a la fecha cuenta con el
primer manual de procedimientos estandarizados para el aislamiento e identificacion de H.
pylori, ese manual fue el resultado de pruebas repetidas de protocolos provistos por la
Universidad Austral de Chile y otros encontrados en la bibliografia (Jawetz, et al 1998;
Koneman, 2001; Fernadndez, 2003); un estudio realizado el afio 1993 en el Instituto
Gastroenterologico Boliviano Japonés por Galarza, reporta la imposibilidad de aislar H.
pylori en medio Skirrow, otro estudio realizado el afio 1998 en el mismo Instituto reporta la
dificultad del aislamiento en medio Campylobacter Agar Skirrow (Baldivieso, 1998), en
este estudio se ha utilizado el medio de Skirrow modificado (Agar Base Columbia con
sangre desfibrinada de carnero al 7% y suplemento antibidtico DENT) como podremos
observar mas adelante, a partir de este medio pudimos obtener una técnica de facil
aplicacion y reducido costo para la implementacion en la rutina de los laboratorios de
bacteriologia de los distintos nosocomios. Es importante resaltar que el cultivo de
Helicobacter pylori es considerado actualmente el “patrén de oro” para su diagnostico e
identificacion, su importancia también radica cuando se quiere establecer pautas para la
terapia erradicadora de H. pylori, especialmente cuando existen problemas de resistencia

antimicrobiana.

Hemos ensayado variaciones de los medios de cultivo; es asi que cambiamos la cantidad de
sangre desfibrinada de carnero, adicion de suero fetal bovino y adicion de isovitalex
(combinados en diferentes concentraciones y también por separados), también probamos el
agar chocolate. Vimos por conveniente trabajar con agar base columbia con suplemento del
7% de sangre desfibrinada de carnero y suplemento antibidtico DENT (vancomicina,
trimetoprim, cefsulodina y anfotericina B) para el aislamiento y sin suplemento DENT para
las resiembras posteriores. También pudimos constatar que H. pylori desarrolla mejor
cuando se adiciona suero fetal bovino al 3%, y no presenta variacion evidente cuando se
afiade isovitalex al 1%. El agar chocolate es un buen medio para la recuperacion de cepas,
su dificultad radica en que disminuye el desarrollo de H. pylori cuando se vuelve a
resembrar en agar base columbia con sangre desfibrinada de carnero al 7%. Ademas el agar
base columbia con sangre desfibrinada de carnero al 7% se recomienda en el CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute).
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H. pylori al igual que otros microorganismos microaerofilicos y anaerobios es dificil de ser
cultivado debido a que es altamente sensible a las condiciones ambientales de trabajo en
laboratorio, es labil a la presencia de oxigeno lo que dificulta su aislamiento, el medio de
cultivo es bastante enriquecido por lo que su contaminacidén por otros microorganismos es
elevada, posiblemente estas sean las razones por las que aun no se puede estandarizar los
procedimientos de sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos en el mundo y nuestro

pais.

Al medio de cultivo hicimos variaciones en la generacion de atmosfera microaerofilica; la
atmosfera microaerofilica estdndar utilizada en el estudio fue generado por sobre
comerciales Campy Gen CN25 (Oxoid) que proporciona 85% de N, 10% de CO, y 5% de
O,. Hicimos pruebas con el método de la vela el cual no genero desarrollo optimo, si muy
tenue, casi inservible para resiembras posteriores, también hicimos prueba con el método
del alka SELTZER® con el que se obtuvo muy buen desarrollo, similar al comercial
Campy Gen CN25 de oxoid, por eso es que recomendamos su utilizaciéon en estudio
posteriores debido a que reduce los costos del cultivo de manera significativa. La
temperatura optima para el desarrollo de H. pylori es de 35°C, cuando la temperatura se
eleva a mas de 37°C se inhibe el desarrollo de colonias y posterior perdida de las cepas de
trabajo, es por eso que creemos muy importante hacer notar esta caracteristica. Bajo estas

condiciones hemos llevado adelante el presente estudio.

La prueba de la ureasa presenta una sensibilidad de diagnostico para la identificacion del
enzima ureasa del 83%. La prueba de la ureasa es confiable exactamente en un 83% para la

identificacion del enzima ureasa caracteristica bioquimica principal de Helicobacter pylori.

La prueba de la ureasa presenta una especificidad en el diagnostico para la identificacion
del enzima ureasa del 56% para la identificacion del enzima ureasa caracteristica

bioquimica principal de Helicobacter pylori.
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La probabilidad de que el resultado positivo para la prueba de la ureasa sea realmente
verdadera el del 66% cuando se realiza la prueba de la ureasa para la identificacion del

enzima ureasa caracteristica bioquimica principal de Helicobacter pylori.

La prueba de la ureasa tiene una probabilidad del 76% de que el resultado negativo
obtenido sea realmente negativo para la identificacion del enzima ureasa caracteristica

bioquimica principal de Helicobacter pylori.

En el 51% de las muestras de biopsias gastricas desarrollaron colonias de H. pylori en
cultivo, en cambio en el 64% de las muestras de biopsias gastricas dieron resultado positivo
para la identificacion de la prueba de la ureasa (ver tabla 17). Se puede evidenciar una
diferencia del 13% que se constituiria en un problema en el diagnostico de laboratorio, sin
embargo la especificidad de la prueba de la ureasa es del 56%, es decir que podriamos
estar confundiendo con falsos positivos, el resultado podria deberse a otros factores tales
como pH del medio, mala preparacion del medio, tamafio de muestras de biopsias, muestras
procedentes de sitos en los que no se encuentran las colonias de H. pylori. Hemos elegido al
cultivo como “patrén de oro” debido a que su especificidad es del 100%. También pudimos
observar que aproximadamente el 9% de los resultados mediante la prueba de la ureasa
fueron ureasa negativos, es decir verdaderos negativos, asi explicamos que la sensibilidad
de la prueba es del 83%, estos resultados podrian deberse también a los factores

anteriormente citados.

Estudios realizados por Alvarez et al, el afio 1997, han descrito que la sensibilidad de la
prueba de la urea es del 80% en comparacién con un “patréon de oro” compuesto por el

cultivo, serologia, histologia y CLO-test (marca comercial).

Hemos aprovechado para nuestro estudio la técnica de identificacion que emplean los
laboratorios de los nosocomios, para evaluar su comportamiento en el diagnostico de H.
pylori frente al cultivo. El Hospital “Arco Iris” utiliza el Caldo Urea de Stuart (preparado
en el laboratorio del mismo hospital) y La Clinica “Caja Petrolera” utiliza la técnica

comercial “Pronto Dry”.
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En la evaluacion de la prueba de la ureasa utilizada para la identificacion de H. pylori por
los laboratorios de los nosocomios que nos apoyaron en este estudio, se observo que ambas
pruebas tanto el Caldo Urea de Stuart (Hospital “Arco Iris”) y el “Pronto Dry” (Clinica
“Caja Petrolera de Salud”) resultaron positivos en un 64% y negativos en un 36% (ver tabla

13 y figura 13).

En la prueba del cultivo observamos diferencias de respuesta al desarrollo de colonias de
Helicobacter pylori entre nosocomios, es asi que la prueba realizada en el Hospital “Arco
Iris” dio como resultado positivo al 53% de las muestras procesadas y la Clinica “Caja
Petrolera de Salud” dio como resultado positivo, como se puede observar existe una
diferencia del 5% entre resultados del cultivo en ambos nosocomios (ver tabla 14 y figura
14), esta disminucion de resultados del la Clinica “Caja Petrolera de Salud” se podria deber
al tiempo de transporte de las muestras, ya que el cultivo se realizo en el Laboratorio
Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica del INLASA, en cambio para las muestras
procedentes del Hospital “Arco Iris” pudimos utilizar ambientes de la unidad de

Bacteriologia de dicho Hospital.

Se ha observado que el antro pilorico es la zona de mayor colonizaciéon de Helicobacter
pylori, es asi que aislamos H. pylori del 43% de las muestras procedentes de antro pilorico
y 38% de fondo gastrico, combinando las muestras de ambos sitios alcanzamos aislar hasta
el 51% del total de las muestras, este dato es muy valioso ya que con seguridad podemos
decir que mientras mas diverso la muestra mayor posibilidad de descartar verdaderos
negativos (ver tabla 18 y figura 17). Multiples estudios han demostrado que H. pylori
coloniza principalmente el antro pildrico, y en menor frecuencia las otras zonas (cuerpo y
fondo gastrico), sin embargo en algunos casos H. pylori se localiza en una zona especifica

ya sea antro o puede migrar a cuerpo o fondo.

Del total de muestras de pacientes que fueron parte de este estudio, se aislaron solamente el
51%, de este total, el 54% no habian recibido ni estaban con ningln tratamiento, el 38%

tomaba inhibidor de la bomba de protones (omeprazol), el 67% tomaban antibidticos y
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ninguna recibia la terapia combinada; del 49% de los resultados negativos, el 46% no
recibian tratamiento alguno, el 63% tomaban inhibidor de la bomba de protones
(omeprazol), el 33% tomaban algin antibiotico y el 100% ya estaban tomando la terapia
combinada contra H. pylori (ver tabla 19 y figura 18). Como se puede observar en pacientes
que no tomaron ningun tratamiento, existe mayor probabilidad de aislar a Helicobacter
pylori, en cambio en los pacientes que tomaron inhibidor de la bomba de protones, se puede
observar que disminuye el desarrollo en relacion a los pacientes que no tomaron ningun
tratamiento, en los pacientes que tomaban solamente antibidticos antes de la toma de
muestra se observa desarrollo en cultivo de Helicobacter pylori, esto se puede deber a que
los antibiodticos en el medio acido del estomago no pueden ejercer su accion local por si
solos, los pacientes que iniciaron la terapia combinada (omeprazol y dos antibidticos,
amoxicilina y claritromicina) antes de la toma de muestra no se evidencia desarrollo alguno

en cultivo.

Si bien en nuestro estudio no determinamos la prevalencia de la infeccion por Helicobacter
pylori, podemos afirmar que la frecuencia de infeccion en pacientes que acuden a consultas
de gastroenterologia en los nosocomios en los que se realizo el estudio es mayor al 51%
(ver tabla 12) , se tienen estudios en nuestro medio sobre la prevalencia de la infeccion por
Helicobacter pylori, el primero fue realizado en la ciudad de La Paz en el que se reporta
que la prevalencia es mayor al 50% (Alvarez et al, 1997), y otro realizado en la ciudad de
Santa Cruz en el que reportan que el 73% de esa poblacion presenta infeccion por H. pylori
y se distribuye segun genero 75,8% en sexo masculino y 69,6% en el sexo femenino (
Prado Robles et al, 2001), ambos estudios se utilizaron como prueba diagnostico el caldo
urea, ademds debemos resaltar que asimismo el primero realizo técnicas de diagnostico
compuestas para determinar la prevalencia de la infeccion. Multiples estudios afirman que

la prevalencia en paises subdesarrollados como el nuestro es mayor al 80%.

Del total de pacientes en estudio, el 43% asistio a consultas en la Clinica “Caja Petrolera de
Salud”, el 57% asisti6 al Hospital “Arco Iris” (ver tabla 1 y figura 1); el 19% de los
pacientes estaban comprendidos entre la edad de 14 a 27 afos, el 36% estaban

comprendidos entre la edad de 28 a 41 afios, el 20% estaban comprendidos entre la edad de



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

42 a 55 afios, el 18% estaban comprendidos entre la edad de 56 a 69 afos y el 7% estaban
comprendidos entre la edad de 70 a 84 afios (ver tabla 2 y figura 2); el 33% de los pacientes
eran del genero masculino, el 67% del genero femenino (ver tabla 2 y figura 2); el 78% de
los pacientes residen en el area urbano, el 22% residen en el area rural (ver tabla 3 y figura
3); el 5% de los pacientes no tenian ningun estudio realizado, el 16% solamente recibid
estudios basicos, el 35% de los pacientes habian cumplido el bachillerato y el 44% del os
pacientes realizaron estudios universitario o superiores (ver tabla 4 y figura 4); El 87% de
los pacientes tenian agua potable, el 10% recibian agua de pozo y el 3% recibian de aguas
superficiales (ver tabla 5 y figura 5); el 91% de los pacientes contaba con alcantarillado, el
4% hacia sus necesidades higiénicas en campo abierto, el 2% contaba con fosa séptica y el
3% tenian letrina (ver tabla 6 y figura 6); el 56% de los pacientes no tenian familiares con
antecedentes de enfermedad gastrica, el 16% declaro haber tenido familiares con gastritis y
el 28% declaro tener familiares con ulceras gastricas (ver tabla 7 y figura 7); el 78% del os
pacientes no habian tomado ningiin medicamento con anterioridad al estudio, el 14% tomo
inhibidor de la bomba de protones (omeprazol), el 5% tenia medicacién de antibidticos, el
3% ya habian iniciado la terapia combinada (omeprazol, claritromicina y amoxicilina) (ver
tabla 8 y figura 8); el 74% de los pacientes fue diagnosticado con gastritis, el 11% fue
diagnosticado con ulceras, el 1% con cancer géstrico y el 14% con otras patologias no

asociadas (ver tabla 9 y figura 9).

Se ha visto que en los pacientes que no tenian familiares con antecedentes de enfermedad
gastrica, solamente el 48% de los encuestados cursaban infeccion por H. pylori; de los
pacientes que respondieron tener familiares con gastritis, el 61% presentaba infeccion por
H. pylori, de los pacientes que respondieron tener familiares con enfermedad ulcerosa a
nivel gastrico, el 52% cursaba infeccion por H. pylori (ver tabla 21 y figura 20). Se puede
evidenciar que en los pacientes que tenian familiares con gastritis, existe mayor frecuencia
de infeccion por H. pylori que en aquellos pacientes que no tiene familiares con
antecedentes de enfermedad a nivel géstrico, sin embargo, las diferencias en relacion a los
pacientes que tenian familiares con enfermedad ulcerosa a nivel gastrico y aquellos

pacientes que no tenian familiares con antecedentes no es muy significativa, por lo que se
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recomienda realizar un estudio estratificado, para determinar si la infeccion por H. pylori

tiene relacion causa y efecto con los antecedentes familiares.

Del total de pacientes que asistieron a consultas de gastroenterologia en los nosocomios
considerados para este estudio, el 32% eran del género masculino, de este total, el 45%
cursaba la infeccion por H. pylori; el 68% de los pacientes eran del género femenino, de
este total, el 54% cursaba la infeccion por H. pylori (ver tabla 22 y figura 21). Un estudio
realizado por Alvarez et al el afio 1997, en la ciudad de La Paz-Bolivia muestra que el 52%
de los pacientes infectados con H. pylori eran del género masculino y 48% del género
femenino. Otro estudio realizado por Prado et al el afio 2001, en la ciudad de Santa Cruz de
la Sierra-Bolivia muestra que la infeccion por H. pylori en pacientes del género masculino
es del 76% y en el género femenino es del 65%. Aunque, Lopez-Brea el afio 1995 indico
que la infeccion por H. pylori es independiente del genero, segun un estudio realizado en
México, de igua manera Pueyo et al, el afio 2003 en Espafia ratifico esta afirmacion. Como
se puede observar Alvarez y Prado coinciden en que en el género masculino existe mayor
frecuencia de infeccion, si bien los resultados del presente estudio contradicen a los
estudios citados, se puede ratificar el postulado de Lopez y Pueyo que coinciden en que la

infeccion por H. pylori es independiente del genero.

Los pacientes de acuerdo a su edad han sido clasificados en cinco grupos(ver tabla 23 y
figura 22), y la infeccion por H. pylori se presento de la siguiente manera: de [14-27] afos,
50%; de [28-41] afios 60%; de [42-55] afios, 39%, de [56-69] afios, 43% y de [70-84] afios
la infeccién era del 63%.

Alvarez et al el afio 1997 y Lopez-Brea el afio 1995, reportaron que la infeccion por H.
pylori no depende de la edad de los pacientes, por lo que esta infeccion estaria ampliamente
distribuida entre individuos de diversas edades, Sin embargo estudios realizados por Glyn
et al el afio 2002, indica que la incidencia aumenta en personas mayores de 10 afios y que la
prevalencia es mucho mayor en la tercera edad. En este estudio se observo que los grupos
comprendidos entre [28-41] y [70-84] presentan infeccion pro H. pylori, si bien la
distribucion de la infeccion es aleatoria, claramente podemos corroborar los estudio

realizados por Glynn et al que indica que la infeccion es mayor en la tercera edad.
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El 78% de los pacientes en estudio eran del 4rea urbano, de los cuales el 47% presento
infeccion por H. pylori; el 22% de los pacientes encuestados restantes eran procedentes del
area rural, de los cuales el 64% presentaba infeccion por H. pylori (ver tabla 24 y figura
23). La diferencia existente entre pacientes infectados entre el area rural y urbana puede
atribuirse a que los pacientes del area rural no cuentan con acceso a condiciones higiénicas
adecuadas, la falta de recursos econdmicos para asistir a centros de salud y elevados indices
de contagio durante la infancia. Glynn et al 2002 reporta que la infeccion en el area rural es
mayor que en el area urbana. Alvarez et al el afio 1997 reporta también que la infeccion por
H. pylori es mayor en el area rural ¢ indica que podria deberse principalmente a las

condiciones higiénicas y sanitarias.

El 87% de los pacientes en estudio consumen agua potable, de los cuales el 50%
presentaron infeccion por H. pylori; el 10% de los pacientes encuestados consumen agua de
pozo, de los cuales el 58% presentaba infeccion por H. pylori; el 3% de los pacientes en
estudio consumen aguas superficiales, de los cuales el 67% mostraron infeccion por H.
pylori (ver tabla 25 y figura 24); Un estudio seroepidemioldgico realizado en la ciudad de
Santa Cruz demostr6 que la infeccion de nifios se debia a que consumian agua de pozo y
superficiales (Glynn et al, 2002), si bien la muestra del nimero de pacientes que consumen

agua no potable es pequefia se correlaciona con los hallazgos del mencionado estudio.

El 91% de los pacientes contaba con alcantarillado, de los cuales el 50% presento infeccion
por H. pylori, siendo este el grupo de mayor representacion; sin embargo en los pacientes
que no tenian alcantarillado se observa que aproximadamente el 69% presento infeccion
por H. pylori. Diversos estudios reportan que la principal causa de infeccion es la falta de

condiciones minimas sanitarias.

La correlacion entre el diagnostico clinico y el cultivo bacterioldégico, muestra que ha
excepcion del cancer géstrico existe una frecuencia de infeccion del 50% en todas las
patologias gastricas (gastritis ulcera y otras patologias a nivel gastrico) (tabla 20 y figura

19). Prado et al el afio 2001, reporta que en las gastritis el 90% se debid a la infeccion por
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H. pylori, en las ulceras el 81% se debio a H. pylori, ademas se identifico la infeccion por
H. pylori en el 65% de los paciente con cancer gastrico. Sin embargo es fundamental el
apoyo del diagnostico de laboratorio para determinar la infeccion por H pylori, ya que
como se puede observar, en el 50% de los pacientes que presentaron otras patologias
diferentes a las que habitualmente se atribuye a H. pylori, existia la infeccion por este
microorganismo, sin el apoyo de laboratorio estos pacientes no hubieran recibido el

tratamiento adecuado.
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8. CONCLUSIONES.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

En nuestro estudio describimos la infeccion por H. pylori en nuestro medio y después del

analisis de los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. A la conclusion del presente estudio podemos indicar que, actualmente el Laboratorio
Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica del INLASA cuenta con un manual de
procedimientos estandarizado para el aislamiento e identificacion de H. pylori a partir

de biopsias géstricas.

2. El andlisis estadistico para la determinacion de la sensibilidad de la prueba de la urea
que actualmente utilizan los nosocomios considerados para este estudio reporta que es
del 83% con un intervalo de confianza entre el 73% y 93%; la especificidad de la
prueba de la urea seglin es del 76,19% con un intervalo de confianza entre 43% y 69%,

ambos en relacion al cultivo bacteriologico

3. La frecuencia de aislamiento de H. pylori de antro pilérico fue del 43% y de fondo
gastrico fue del 38%, el asilamiento de antro pilérico y de fondo gastrico fue del 51%,

para eliminar verdaderos negativos se debe tomar muestras de ambas zonas.

4. La terapia combinada inhibe el desarrollo de H. pylori en el 100% de las muestras de
los pacientes que habian iniciado el tratamiento antes de la toma de muestra, en el 37%
de las muestras de los pacientes que tomaron inhibidor de la bomba de protones antes
del diagnostico se pudo aislar H. pylori, en el 60% de los muestras de los pacientes que

tomaron antibioticos se observo desarrollaron colonias de H. pylori.

5. La frecuencia de infeccion por H. pylori en los pacientes que acudieron a consultas de
gastroenterologia en los nosocomios en estudio es del 51%, medida mediante el cultivo

bacteriologico.

6. La edad, sexo, procedencia, consumo de agua, eliminacién de excretas y antecedentes
familiares son factores que se involucran indirectamente en la infeccion por H. pylori,

en la tercera edad se presenta mayor frecuencia de infeccidn; se presenta con mayor
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frecuencia en el sexo femenino; se identifico mayor infeccion en pacientes que
procedian de poblaciones rurales; los pacientes que consumian agua no potable eran las
que tenian mayor infeccion por H. pylori; existe mayor probabilidad de infeccion por H.
pylori en aquellas personas que tienen familiares con antecedentes de enfermedad

gastrica.
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Anexo 1.
AGAR BASE COLUMBIA CON SANGRE DESFIBRINADA DE CARNERO Y
SUPLEMENTO
Medio de propdsito general para el cultivo de una gran variedad de microorganismos,

incluyendo los exigentes. Al afadir sangre se puede observar las reacciones hemoliticas.

Formula g/litro
Peptona especial 23.0
Extracto nutritivo 1.0
Cloruro de Sodio 5.0

Agar 10.0
pH7.3+0.2

Preparacion.

Suspender 39 gramos de agar base columbia en 1 litro de agua destilada estéril, hervir tres

veces hasta la disolucion completa, esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Enfriar hasta 50°C, afadir 7% de sangre desfibrinada estéril de carnero a temperatura
ambiente, mezclar y afiadir el suplemento DENT.

Suplemento selectivo (DENT)

Cada vial (para 500 ml de medio de

por vial por litro

cultivo)*
Vancomicina 5.0 mg 10.0 mg
Trimetoprim 2.5mg 5.0 mg
Cefsulodin 2.5mg 5.0 mg
Anfotericina B 2.5mg 5.0 mg

*Disolver con 5 ml de Agua destilada estéril

Descripcion.

Helicobacter pylori esta asociada a con las enfermedades gastricas, asi las mas conocidas

son la gastritis no erosiva y la ulcera péptica.
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El suplemento selectivo DENT de Helicobacter pylori es utilizado para el aislamiento de
Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas. Es un medio modificado de Skirrow, el
mismo que contenia polimixina B en este es remplazado por cefsulodina y anfotericina B

para inhibir el desarrollo de especies de candida.

Las cajas petrie inoculadas con las muestras se incuban de 3 a 7 dias, a temperatura de

35°C a 37°C en condiciones microaerofilicas (5% O3, 10% de CO, y 85% de N»).

Almacenamiento del Medio.
El medio deshidratado puede almacenarse de 10-30°C hasta antes de la fecha de
vencimiento.

El medio preparado debe almacenarse de 2-8°C, maximo durante tres semanas.

Control de Calidad.

Control positivo Resultados esperados
_ _ Excelente desarrollo, colonias translucidas,
Helicobacter pylori ATCC® 43526 1 _
brillantes y pequefas.
Control negativo Resultados esperados

Candida albicans ATCC® 10231 Inhibe su desarrollo

Referencias.
1. Buck G. E. (1988) Laboratory Management, 26, No.9.
2. DentJ. C. and McNulty C. A. M. (1988) Eur. J. Clin. Microbiol. Infec. Dis. 7.
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Anexo 2.

INCUBACION

Se incubo en la ESTUFA codificada EST-SR3 de la Unidad de Investigacion del

Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica del INLASA.

Los sobres generadores de la microaerofilia fueron de la marca Oxoid (Campy Gen CN25,

que genera 5% O, 10% de CO, y 85% de N»).
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Anexo 3.
OBSERVACION MACROSCOPICA DE LAS COLONIAS DE

Helicobacter pylori

Colonias de un cultivo puro de Helicobacter pylori

Caracteristicas.
Las colonias son pequenas, translucidas, brillantes y convexas desarrollan en tres dias

después del aislamiento primario.
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Anexo 4.

OBSERVACION MICROSCOPICA DE

Helicobacter pylori

Tincion gram de Helicobacter pylori

Tincion cristal violeta de Helicobacter pylori

Caracteristicas.

Son bacterias gram negativas de morfologia espirilar, en forma de U, S, helicoidal y

también se puede observar formas cocoides que es su estado de resistencia o inviable in

vitro.
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ANEXO 5.
INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIO DE SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA EN BACTRIOLGIA CLINICA

IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori

Nombre: Prueba de la Ureasa Numero: Hojas # 2

Elaborado: Caddigo:

Firma: Fecha de Elaboracion:

Revisado: Fecha de Revision y Aprobacion:
FUNDAMENTO:

La enzima ureasa es producida por H. pylori. La ureasa desdobla el carbon y el nitrogeno
unido a una diamida para formar didoxido de carbono y amonio. Cuando la urea es
desdoblada, el amonio se libera y el pH se detecta por el rojo fenol como indicador de la
variacion del pH, esta variacion se observa en el cambio del color que a partir de amarillo
por la actividad de la ureasa sobre la urea se torna de color fucsia, que significa la

degradacion enzimatica de la urea del medio.

MATERIAL:
1. Agar urea de christensen

2. Ansa de platino
3. Estufa de 35°C

CONTROL DE CALIDAD:
Con cada Nuevo lote de medio se deben correrse microorganismos de reaccidon positiva y

negativa. Se sugiere los siguientes microorganismos:
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A. Control Positivo: Especies de Proteus
B. Control Positivo débil: Especies de Klebsiella
C. Control Negativo: Escherichia coli

PROCEDIMIENTO:
En medio de agar urea en pico de flauta se siembra con una aguja de cultivo puro del
microorganismo en estudio, sobre la superficie realizando estrias y por picado del agar,

posteriormente incubar a 35° de temperatura.

RESULTADOS:
A. Interpretacion.
Los microorganismos que hidrolizan la urea, producen rapidamente reacciones positivas
dentro de 1 a dos horas de incubacidn, las especies menos activas pueden requerir 3 dias
0 mas. Las reacciones son las siguientes:
1. Degradados de rapidos de la urea: (especies de Proteus y Helicobacter)
Color Rojo en todo el medio.
2. Degradadores lentos de la urea: (especies de Klebsiella) Inicialmente rojo
solamente en el pico de flauta, que gradualmente se extiende a todo el tubo.
3. Ausencia de hidrolisis de la urea: El medio permanece con el color amarillo

original.

BIBLIOGRAFIA:
Koneman, Elmer. “Diagnostico Microbiologico” ED Panamericana, 5ed, Madrid Espaiia.

2001.
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Anexo 6.
INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIO DE SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA EN BACTRIOLGIA CLINICA

IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori

Nombre: Caldo urea de stuart Numero: Hojas # 2

Elaborado: Caddigo:

Firma: Fecha de Elaboracion:

Revisado: Fecha de Revision y Aprobacion:
FUNDAMENTO:

La enzima ureasa es producida por H. pylori. La ureasa desdobla el carbon y el nitrogeno
unido a una diamida para formar didoxido de carbono y amonio. Cuando la urea es
desdoblada, el amonio se libera y el pH se detecta por el rojo fenol como indicador de la
variacion del pH, esta variacion se observa en el cambio del color que a partir de amarillo
por la actividad de la ureasa sobre la urea se torna de color fucsia, que significa la

degradacion enzimatica de la urea del medio.

MATERIAL.:
4. Caldo Urea de STUART
5. Biopsia clinica

6. Estufa de 35°C

CONTROL DE CALIDAD:
Con cada nuevo lote de medio deben correrse microorganismos de reaccidon positiva y

negativa. Se sugiere los siguientes microorganismos:
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D. Control Positivo: Especies de Proteus
E. Control Positivo débil: Especies de Klebsiella
F. Control Negativo: Escherichia coli

PROCEDIMIENTO:
En medio de agar urea en pico de flauta se siembra con una aguja de cultivo puro del
microorganismo en estudio, sobre la superficie realizando estrias y por picado del agar,

posteriormente incubar a 35° de temperatura.

RESULTADOS:
B. Interpretacion.
Los microorganismos que hidrolizan la urea, producen rapidamente reacciones positivas
dentro de 1 a dos horas de incubacidn, las especies menos activas pueden requerir 3 dias
0 mas. Las reacciones son las siguientes:
1. Degradados de rapidos de la urea: (especies de Proteus y Helicobacter)
Color Rojo en todo el medio.
2. Degradadores lentos de la urea: (especies de Klebsiella) Inicialmente rojo
solamente en el pico de flauta, que gradualmente se extiende a todo el tubo.
3. Ausencia de hidrolisis de la urea: El medio permanece con el color amarillo

original.

BIBLIOGRAFIA:
Koneman, Elmer. “Diagnostico Microbiologico” ED Panamericana, 5ed, Madrid Espaiia.

2001.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

ANEXO 7.

INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIO DE SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA EN BACTRIOLGIA CLINICA

IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori

Nombre: Prueba de la Catalasa Numero: Hojas # 2

Elaborado: Caddigo:

Firma: Fecha de Elaboracion:

Revisado: Fecha de Revision y Aprobacion:
FUNDAMENTO:

La catalasa es un enzima producida por H. pylori. desdobla el peroxido de hidrogeno
(H,0,) en agua y oxigeno (H2O y O,). Es una hemoproteina de estructura similar a la
hemoglobina, excepto por que los cuatro atomos de hierro de su molécula estan en estado
oxidado (Fe™), en lugar del estado reducido (Fe™). Excepto los estreptococos la mayor

parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa.

El peroxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales de oxidacion del
metabolismo aerobio de los hidratos de carbono. Si se permite que se acumule, resulta letal
para las células bacterianas. La catalasa convierte el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno segun la siguiente reaccion:

2H,0, — 2H,0 + O,
MATERIAL.:
1. Peroxido de hidrogeno al 3% almacenado en botella color &mbar

2. Cultivo reciente de Helicobacter pylori a probar.
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CONTROL DE CALIDAD:
El reactivo de peroxido de hidrogeno se debe probar con microorganismos control negativo
y positivo, todos los dias o inmediatamente antes de probar las colonias sospechosas
desconocidas.

A. Control Positivo: Staphylococcus aureus

B. Control Negativo: especies de Streptococcus

PROCEDIMIENTO:
Con una aguja o ansa de platino, transferir colonias de cultivo puro del microorganismo en
estudio sobre la superficie de un portaobjetos limpio y estéril. Agregar una gota de

peroxido de hidrogeno.

RESULTADOS:
A. Interpretacion.
4. La aparicion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia constituye una
reaccion positiva, debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas e
la catalasa que pueden descomponer el peroxido de hidrogeno, la formacion
de pequenas burbujas después de 20 a 30 segundos no se considera un
resultado positivo. Se debe tener mucho cuidado cuando se trabaja con

medios de cultivo que posean sangre.

BIBLIOGRAFIA:
Koneman, Elmer. “Diagnostico Microbiologico” ED Panamericana, 5ed, Madrid Espaiia.

2001.
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ANEXO 8.

INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIO DE SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA EN BACTRIOLGIA CLINICA

IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori

Nombre: Prueba de la Citocromo Oxidasa | Numero: Hojas # 3

Elaborado: Caddigo:

Firma: Fecha de Elaboracion:

Revisado: Fecha de Revision y Aprobacion:
FUNDAMENTO:

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y actian como ultimo eslabon de
la cadena respiratoria aerobia; transfieren electrones (hidrogeno) al oxigeno, con la
formacion de agua. El sistema citocromo se encuentra en microorganismo aerobios o
microaerofilicos y anaerobios facultativos, de tal forma que la prueba de la oxidasa es
importante para identificar microorganismos que carecen de la enzima o son anaerobios
estrictos. La prueba tiene su utilidad para diferencias colonias sospechosas de pertenecer a
alguna de las Enterobacteriaceae (todas negativas) y para identificar las colonias
sospechosas de pertenecer a otros géneros como Aeromonas, Pseudomonas, Neisseria,

Campylobacter, Helicobacter y Pasteurella (positivas)

La prueba de citocromo oxidasa utiliza ciertos colorantes como el que sustituye al oxigeno
como aceptor artificial de electrones. En estado reducido el colorante es incoloro; sin
embargo, en presencia de citocromo oxidasa y oxigeno atmosférico la p-fenildiamina se

oxida y forma azul de indofenol.
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MECANISMO DE REACCION DE CITOCROMO OXIDASA

N(CH)2

02 Rl o o + HQO

N, N-dimetil-p- o-naftol Azul de indofenol
fenilendiamina

MATERIAL:
1. Disco de Oxidasa (Difco laboratories).
2. Colonias bacterianas en estudio.

3. Aplicador de madera o plastico.

CONTROL DE CALIDAD:
Deben probarse microorganismos de reaccion positiva y negativa. Se sugiere los siguientes
microorganismos:

A. Control Positivo: Pseudomona aeruginosa B. Control Negativo: Escherichia coli

PROCEDIMIENTO:
Sobre la superficie de un portaobjetos colocar el disco de oxidasa, sobre este afadir
colonias del cultivo fresco en estudio y finalmente afiadir agua cantidad suficiente que no

inunde el disco solamente que se empape.

RESULTADOS:
A. Interpretacion.
Las colonias bacterianas que poseen actividad de citocromo oxidasa desarrollan un
color azul oscuro en el sitio de inoculacion en el termino de 10 segundos, cualquier
microorganismo que produzca color azul después de este tiempo, debe ser evaluado

nuevamente.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

BIBLIOGRAFIA:
Koneman, Elmer. “Diagnostico Microbiologico” ED Panamericana, 5ed, Madrid Espaiia.

2001.



~"™ Estudio de la infeccion por Helicobacter pylori... La Paz, Bolivia 2006. Q

Anexo 9.
PRUEBA DEL Pronto Dry

~!

Es un producto de Medical Instruments Corporation

Las ventajas del Pronto Dry.

Es una técnica que reacciona en 5 minutos.

El color que se torna va desde amarillo hasta rojo.
No necesita refrigeracion.

La prueba es estable a 0°C

No se tiene problemas con la temperatura de transporte

Instrucciones de Uso

Despegue el adhesivo que esta en la parte trasera

Introduzca 2 muestras de biopsias gastricas sobre el disco.

Cubra con el adhesivo anteriormente despegado.

Espere 5 minutos, para la reaccion, en caso de no evidenciar respuesta positiva, espera

hasta una hora para reportar negativo.
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Anexo 10.
ENCUESTA
FICHA CLINICA

N° de la muestra:

Edad:......cocovveenn. SEXO:.cceeieeeeenn

Escolaridad: sin [J basica [ media universitaria [J
Procedencia: rural [ urbana [

Saneamiento:

Consumo de agua: potable [1  pozo o noria [ superficial []
Eliminacidn de excretas: fosa séptica [1  alcantarillado [] campo abierto []

letrina [

Antecedentes del paciente:

(Recibe alglin tratamiento para su enfermedad?

SI O NO L CUAL oo e e

Antecedentes familiares: a alguien del grupo que compone su hogar, se le ha
diagnosticado en los ultimos 6 meses ulcera péptica o cancer gastrico:

Ulcera: SI O NO OO Gastritis: SI O NO O

Cancer gastrico: SI [ NO [
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