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RESUMEN

Helicobacter pylori es un microorganismo que se estima infecta entre el 50 y 70% de la poblacién general
en paises en via de desarrollo y su infeccién se asocia a factores biopsicosociales. Actualmente se conoce
la relaciéon patogénica de la bacteria con gastritis, ulcera péptica e incluso cancer gastrico y respecto a esta
Ultima patologia, la OMS en 1994 la declaré como agente carcinogénico tipo |. En Colombia existen pocas
colecciones caracterizadas microbioldgica y clinicamente de éste microorganismo. El presente trabajo de-
termind las condiciones microbioldgicas para el establecimiento de un cepario de H. pylori. Se elaboré un
protocolo de laboratorio a partir del acompariamiento de 80 endoscopias de vias digestivas altas luego de
aplicar los criterios de seleccién y solicitar consentimiento informado; se tomaron biopsias a 30 pacientes, las
cuales se cultivaron mediante pruebas microbiolégicas. La frecuencia de diagndstico endoscopico fue de 22
casos de gastritis, un caso de ulcera péptica, tres casos de cancer géstrico y cuatro personas asintomaticas. 20
muestras fueron compatibles con H. pylori. Se seleccionaron cinco cepas, a las cuales se les realizé cinética de
crecimiento y fueron evaluadas con diferentes pruebas bioquimicas. Se determind que las condiciones micro-
biolégicas utilizadas en el protocolo son idéneas para el éptimo aislamiento de H. pylori.
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ABSTRACT

Helicobacter pyloriis a microorganism that infects an estimated 50 to 70% of the general population in de-
veloping countries and is associated with infection biopsychosocial factors. Currently the pathogenic bacteria
relationship with gastritis, peptic ulcer and gastric cancer, and even on this last condition is called, WHO in
1994 declared as type | carcinogen microbiological In Colombia there are few clinically characterized collec-
tions of this microorganism. This study determined the microbiological conditions for the establishment of a
culture collection of H. pylori. A laboratory protocol was developed from Escort 80 upper gastrointestinal en-
doscopy after applying the selection criteria and request informed consent; biopsies of 30 patients which were
cultured by microbiological tests were taken. The frequency of endoscopic diagnosis was 22 cases of gastritis,
peptic ulcer in one case, three cases of gastric cancer and four asymptomatic persons. 20 samples were com-
patible with H. pylori. Five strains which growth kinetics was performed were selected; these were evaluated
by several biochesmistry tests. It was determined that the microbiological conditions used in the protocol are

suitable for optimal isolation of H. pylori.

Keywords: Helicobacter, Protocol, growth kinetics, microbial culture.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria que infecta del
50 al 75% de la poblacién mundial. La Organizacién
Mundial de la Salud-OMS, ha clasificado este patdge-
no como agente bioldégico carcinégeno para el hom-
bre en la categoria 1. De acuerdo con lo reportado
por Wilson & Crabtree, 2007 en el curso de la infec-
cion, éste se adhiere a la célula epitelial, activando por
un lado células dendriticas, monocitos y macréfagos
y por otro induciendo una fuerte respuesta humoral
en la mucosa géstrica, estableciendo un perfil infla-
matorio crénico que genera dafio del tejido y el pos-
terior desarrollo de patologia géstrica concomitante
(Suerbaum y Michetti, 2002; O'Keeffe y Moran, 2008;
Herrera y Parsonnet, 2009; Sutton y Chionh, 2013).

La infeccidén por H. pylori varia entre diferentes
grupos poblacionales. Se ha visto que el riesgo de
infeccién en paises desarrollados es cercano al 60%;
mientras que en paises en via de desarrollo asciende

al 90% (Navarro et al., 2007; Azevedo et al., 2007). En
su biologia, H. pylori se aisla a partir de muestras de
mucosa gastrica o extra gastrica y para su cultivo y
caracterizacion, requiere de medios y pruebas espe-
cificas (Whitmire y Merrell, 2012; Bayona, 2013).

H. pylori tarda aproximadamente tres a siete dias
en formar colonias bajo las siguientes condiciones:
5-10% 0,; 5-10% CO,; 80-90% N,, humedad de 95% y
temperatura de 37°C, parametros que se obtienen
mediante el empleo de sistemas comerciales. EI mi-
croorganismo se cultiva en medios suplementados
con sangre de caballo, hemoglobina, suero fetal bo-
vino, carbdn vegetal o emulsion de yema de huevo;
ademas se necesitan nutrientes como peptona, trip-
tona, extracto de levadura, glucosa, cloruro de so-
dio y bisulfito de sodio para obtener un crecimiento
adecuado; a estos cultivos es importante adicionar
antibidticos como vancomicina, trimetropim-sulfa,
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polimixina y anfotericina B con el fin de minimizar
el crecimiento de otros microorganismos (Douraghi
et al., 2010; Hutton et al., 2011; Mohammadi et al.,
2012; Tonkic et al., 2012; Cover, 2012; Otero, 2013;
Bayona, 2013). El aislamiento y caracterizacién de H.
pylori es complejo de implementar debido a las par-
ticularidades para su crecimiento y conservacion, de
acuerdo a lo anterior el objetivo de este trabajo fue
determinar las condiciones para establecer un cepa-
rio de H. pylori aislado a partir de biopsias tomadas
de diferentes casos clinicos.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron muestras de biopsias de pacientes
a quienes se les realizdé endoscopia de vias digesti-
vas altas y recibieron diagndstico de gastritis, Ulcera
péptica, cancer gastrico y de una persona asintoma-
tica durante el periodo de 2012 a 2013. Los pacientes
asistieron a consulta privada con gastroenterélogo
en dos instituciones de salud en Bogota, Colombia.

En cuanto a la poblacién de pacientes de quienes
se obtuvo las muestras, la distribucion por género fue
de 16 hombres y 14 mujeres, el promedio de edad fue
54 anos (20 y 83 afios), cuya procedencia en la mayoria
de casos fue de Bogoté con 21 pacientes, los 9 pacien-
tes restantes, procedian de municipios aledafios a Bo-
gotd, tales como Tocaima, Gachancip3, Ibagué, Ana-
poima, Sesquilé, Chipaque, El Cocuy, Iconozo y Yacopi.

Criterios de inclusion - exclusién para pa-
cientes con sintomatologia gastrica. Criterios de
inclusion. Edad entre 18 y 70 afios. Realizacion de
endoscopia de vias digestiva altas (eséfago gastro
duodenoscopia). No haber recibido tratamiento pre-
vio para erradicacion de H. pylori, ni medicamentos
anti-secretores durante las 24 horas antes de la toma
de biopsia. Diagnéstico positivo de cancer gastrico,
Ulcera o gastritis establecido por Gastroenterdlogo.
Haber firmado consentimiento informado y autor-
izacién para la toma de muestra.

Criterios exclusién. Presentar enfermedades sis-
témicas severas, patologias adicionales a las eval-
uadas a nivel de esoéfago, estomago o duodeno, o
presentar patologias como Inmunosupresion. Reci-
bir terapia de anticoagulacion o presentar hemor-
ragia gastrointestinal activa o sangre en la cavidad
géstrica. No aceptar participar en el estudio.

Criterios de inclusién — exclusién en individuos
asintomaticos

Criterios de inclusién. Pacientes en edades en-
tre 18 y 70 afos. Presentar enfermedades sistémicas
severas o patologia a nivel de eséfago, estémago o
duodeno. No haber recibido tratamiento previo para
erradicacion de H. pylori, ni medicamentos anti-se-
cretores durante las 24 horas antes de la toma de
biopsia. Haber firmado consentimiento informado y
autorizaciones de toma de muestra.

Criterios de exclusién. Presentar enfermedades
concomitantes como insuficiencia renal crénica,
insuficiencia cardiaca descompensada, insuficien-
cia respiratoria, tumores, enfermedades malignas.
Haber recibido cirugia gastrica previa. Mujeres en
embarazo o lactantes. Tener diagnéstico de enfer-
medades psiquiatricas. Presentar adicciones a dro-
gas o alcohol.

Procedimientos clinicos y microbiolégicos
para aislamiento de cepas. Criterios para la
obtencion de muestras. Los criterios endoscopi-
cos fueron mucosa enrojecida con iméagenes en-
doscopicas eritematosas compatible con gastritis,
lesion tipo ulcera péptica compatible con ulcera,
lesién tipo tumoral, coliflor o lisa, herniacién de la
mucosa sangrante o no sangrante compatible con
céncer gastrico. Cada caso clinico presentd un reg-
istro del diagnéstico endoscopico por parte del es-
pecialista, se adjunté la lista de criterios, una breve
historia clinica con indicacién endoscdpica y por ul-
timo, el consentimiento informado (Yantiss y Odze,
2009; Hutton et al., 2011; Mohammadi et al., 2012;
Tonkic et al., 2012; Cover, 2012).
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Se realizé endoscopia de vias digestivas altas en
consulta privada del Gastroenterélogo. Se empled un
equipo Olympus Evis Exera CLE-145 Score, CV-145y
Endoscopio GIF Olympus Tips V y biopsias tomadas
con pinzas Olympus FB-21K. Los endoscopios vy las
pinzas fueron desinfectados el dia anterior a la toma
de muestra con glutaraldehido al 3%y fueron lavados
posteriormente con agua destilada estéril. Las en-
doscopias para la toma de biopsias se realizaron de
acuerdo con el protocolé de Sidney del 2009 (Yantiss
y Odze, 2009). Todos los procedimientos clinicos se
realizaron bajo consentimiento informado y el presen-
te proyecto fue aprobado por el comité de ética de
la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales.

Procedimientos microbiolégicos. Dos de las bi-
opsias frescas extraidas del paciente se depositaron
en medio liquido Campylobacter adicionado con
sangre de caballo al 7%, isovitalex al 2% y antibidti-
cos selectivos: trimetropim-sulfametozazol (0,1%),
anfotericina b (0,1%), penicilina (0,1%), vancomicina
(0 01%) y fueron transportadas en una nevera estéril
portatil a 8°C a las instalaciones de la U.D.C.A den-
tro de las primeras seis horas (Yantiss y Odze, 2009;
Mohammadi et al., 2012).

Caldos primarios. A partir de las muestras tras-
portadas, se extrajeron 200 pL de sobrenadante y se
realizé la prueba répida de ureasa, luego se taparon
los tubos y se empaquetaron de forma vertical en la
bolsa de plastico (Gaspak ®pouch BBL) méas el dispo-
sitivo de anaerobiosis (Gaspak ®) cerrandose hermé-
ticamente. Se llevaron a la incubadora durante 5 dias
a 37°C bajo las siguientes condiciones: CO, 5-10%;
0, 5-10%; N, 80-90%, humedad de 95% (Cover, 2012;
Otero, 2013; Bayona, 2013).

Identificacion de aislamientos de H. pylori.
Después de cinco dias, se tomd una muestra di-
rectamente de los caldos primarios con asa bacte-
riologica estéril y se realizaron subcultivos en agar
Brucella y Columbia suplementado con Isovitalex,
sangre de caballo al 7% vy antibidticos selectivos.

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

Posteriormente, las muestras se llevaron nuevamen-
te a condiciones de microaerofilia de acuerdo a lo
mencionado por Bayona, 2013. Finalmente, a los ais-
lamientos se le realizaron las pruebas bioquimicas:
ureasa (Corpogen), catalasa y citocromo-oxidasa.
Los aislamientos compatibles con H. pylori fueron
aquellos positivos para estas tres bioquimicas. Estas
pruebas se realizaron tanto desde colonia como des-
de una suspensién precipitada del caldo Campylo-
bacter durante tres subcultivos sucesivos (Navarro et
al., 2007; Whitmire y Merrell, 2012; Bayona, 2013).

Cinéticas de crecimiento de los aislamientos
compatibles con H. pylori. Para la determinacién de
la cinética de crecimiento se registrd la relacion del
volumen bacteriano cuantificado por densidad dptica
mediante el uso del espectrofotémetro frente al tiem-
po de seguimiento. Como patrén de comparacion se
tomé la cepa de referencia NCTC 11638 donada por
el laboratorio de microbiologia de la Pontificia Uni-
versidad Javeriana al grupo de investigacion GIBGA.

Los aislamientos fueron crecidos en agar Bru-
cella adicionados con sangre equina desfibrinada
estéril al 7%, isovitalex al 2% y extracto de levadura
al 1%. Una vez se observaron colonias estas fueron
suspendidas en medio liquido Campylobacter y se
compararon con el tubo nimero tres de la escala de
MacFarland equivalente a 1x10® microorganismos y
fueron incubadas a 37°C en condiciones de microae-
rofilia empleando sobres Gaspack - 5% O,, 5-10%
CO,, 80-90% N,, humedad 95%. Las muestras fueron
evaluadas por triplicado.

Se realizaron mediciones de la densidad 6ptica
a 550nm cada 24 horas por espacio de tres dias y
como control negativo de lectura, se empled medio
liquido Campylobacter sin inocular. Se tomaron a
partir de cada cepa, cuatro tubos Falcén contenien-
do medio liquido Campylobacter + isovitalex (1%)
(Volumen final 6mL) los cuales fueron incubados en
microaerofilia a 37°C para ser evaluados (Alarcon et
al., 2004; Blanchard y Nedrud, 2012).
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Andlisis estadistico: Para las variables cepa,
pruebas microbiolégicas y frecuencia diagndstica
se empled un anélisis de frecuencias absolutas para
cada una de los posibles valores. Para las variables
cuantitativas como numero de biopsias y edad, se
realizaron estadisticas descriptivas determinando las
medidas de tendencia central. Para el anélisis de la
cinética de crecimiento de las cepas, donde se rela-
ciond crecimiento y tiempo, inicialmente se realizd
la prueba de Friedman considerando significativo
diferencias con un valor p < 0,05; posteriormente
se utilizéd la prueba de Wilcoxon para determinar
diferencia en el crecimiento en rangos de tiempo
considerando un valor p < 0,025 de significancia
asintotica bilateral como estadisticamente signifi-
cativo y finalmente la prueba U de Mann-Whitney,
la cual analizé el crecimiento de dos cepas especifi-
cas en un rango de tiempo, considerando diferen-
cias estadisticamente significativas valores con p <
0,05. Los anélisis se realizaron mediante paquete es-
tadistico IBM SPSS Statistics version 22.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se obtuvieron 20 aisla-
mientos positivos para H. pylori por caracterizacion
microbioldgica de un total de 30 muestras procesa-
das, lo que corresponde a un aislamiento efectivo
en el 67% de los casos.

A nivel latinoamericano se encontraron resulta-
dos concordantes, como son el caso de Arismendi
et al. (2013) quienes lograron un aislamiento en el
70% de los casos. Chilihua et al. (2003) consiguie-
ron aislar la bacteria en el 66,7% de las 27 mues-
tras que incluyd en su estudié. En Colombia en el
ano 2010, la Universidad Javeriana reporté un ais-
lamiento del 80% en un estudio que incluyo a 99
pacientes utilizando como medio de aislamiento
de H. pylori, agar Wilkins-Chalgren (Trespalacios et
al., 2010), adicionalmente en el Instituto Nacional

de Cancerologia, en el afio 2005, obtuvieron aisla-
mientos a partir de 166 casos empleando el medio
Campylobacter (Quiroga et al., 2005). En un estudio
llevado a cabo por He et al. (2002), que evalud 85
biopsias al azar, se detectd H. pylori en el 89% de
los casos, mediante Q-PCR.

Al describir la frecuencia de las patologias eva-
luadas, el diagndstico més frecuente correspondié a
la gastritis (73%) seguida de mucosa sana (14%) y en
tercer lugar, cancer gastrico (10%). Mediante la carac-
terizacién microbioldgica se determiné la presencia
de H. pylori con relacion a las diferentes patologias
ya mencionadas. La efectividad del aislamiento de la
bacteria fue de 64% a partir de muestras de gastritis
y un 100% a partir de mucosa sana; asi mismo 64%
y 67% obtenidas de muestras de cancer géstrico y
Ulcera péptica, respectivamente.

Por otro lado, un hallazgo interesante del presen-
te estudio fue que la cinética demostrd diferencias
significativas en el crecimiento de los aislamientos.
El crecimiento de las cepas provenientes de gastritis
eritematosa antral, gastritis erosiva aguda y crénica
antral, adenocarcinoma, linfoma géstrico y la cepa
de referencia fueron diferentes (valor p de 0.001). Sin
embargo, este crecimiento no esté vinculado a una
patologia especifica, es decir, aislamientos obteni-
dos de dos pacientes con gastritis presentaron cre-
cimientos diferenciales. Esto podria sugerir que las
cepas de un paciente con infeccién multiple podrian
tener rangos de crecimiento diferentes (Figura 1).

En la actualidad no existen muchos reportes en
los que se compare el crecimiento de cepas prove-
nientes de diferentes patologias o que hayan corre-
lacionado esta variable; por otra parte existen dife-
rentes reportes que comparan medios liquidos entre
si y otros que han descrito el crecimiento de cepas
puntuales en medios liquidos (Douraghi et al., 2010).

En la cuantificacién a las 24 horas se observd un
crecimiento de todas las cepas, en orden descen-
dente el cambio en las densidades 6pticas (OD) fue:
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Crecimiento comparativo general
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento de las muestras seleccionadas. Cada linea representa la cinética de crecimiento de una cepa aislada de diferentes
patologias. Los tiempos de evaluacion fueron 0, 24, 48 y 72 horas (HRS). La poblacion bacteriana se medié en densidades 6pticas (DO).

gastritis eritematosa antral (0,710D), gastritis ero-
siva aguda y crénica antral (0,68 OD), NCTC 11638
(0,660D), gastritis eritematosa antral (0,59 OD), ade-
nocarcinoma gastrico (0,560D) y finalmente linfoma
no hodgkin difuso células B grandes con 0,53 OD.

Las cinéticas de crecimiento empezaron a de-
crecer a las 48 horas mostrando el siguiente patrén
en orden descendente: gastritis erosiva aguda y
cronica antral (-0,86 OD), adenocarcinoma gastri-
co (-0,82 OD) Linfoma no hodgkin difuso células B
grandes con (-0,66 OD). Gastritis Eritematosa antral
(-0,60D), gastritis eritematosa antral (-0,530D) y fi-
nalmente cepa control (-0,460D).

El comportamiento de la cinética de crecimiento
comparando cepas provenientes de diferentes pa-
tologias fue similar, excepto la cepa proveniente de

la gastritis eritematosa antral que presentd un mayor
crecimiento a lo largo de las 72 horas. Las cepas pro-
venientes de adenocarcinoma géstrico y gastritis eri-
tematosa aguda y cronica antral fueron las segundas
cepas de mayor crecimiento (mostrando un compor-
tamiento similar), seguida de la cepa proveniente de
la gastritis eritematosa antral. La cepa de referencia
fue la segunda cepa de menor crecimiento, y por Ul-
timo, la cepa proveniente de linfoma géstrico fue la
de menor crecimiento a lo largo de las 72 horas.
Seguidamente, se observd un crecimiento inme-
diato superior por parte del medio Campylobacter
sobre 5% FBS (suero fetal bovino), 0,2% b-cyclodex-
trina y BB (Brucella) teniendo en cuenta que a las 24
horas la diferencia de OD oscilaron entre 0,56 y 0,71
en medio Campylobacter; en cambio en los otros
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tres cultivos la diferencia de OD a las 24 horas osci-
|6 entre 0,1 y 0,6; siendo mayor en el medio liquido
Campylobacter, pero en otro aspecto el decreci-
miento fue mayor en Campylobacter ya que a las 48
horas entré en disminucién de las OD; los valores
oscilaron entre -0,46 y -0,82 a diferencia de los otros
tres medios, los cuales a las 48 horas en cuatro cepas
aun existié periodo de crecimiento que oscilé entre
0,2a0,6 OD, las otras dos cepas mantuvieron un pe-
riodo de meseta (Douraghi et al., 2010). Finalmente
a las 72 horas las cepas entraron en un periodo de
decrecimiento mayor, las OD oscilaron entre -0,12 y
-0,38 (Douraghi et al., 2010).

Finalmente, comparando los resultados aqui
mostrados con el del trabajo de Joo et al. (2010)
donde se estudid el crecimiento de las cepas en
caldo Brucella suplementado con suero de caballo
al 10% a intervalos de cuatro horas hasta completar
40 horas reveld la OD a las 24 horas era de 2,7 y de
1,9 en dos diferentes condiciones de concentracio-
nes de CO, y O,, comparado con la actual cinética
muestra un crecimiento inferior por parte del me-
dio Campylobacter.
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