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ABREVIATURAS

Acetil-CoA : acetil-coenzima A

ADN : &cido desoxirribonucleico

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos

ARN : &cido ribonucleico

ATPasa : adenosinatrifosfatasa

cagA . gen asociado alacitotoxina

CagA : proteina codificada por € gen cagA
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
FDA : Food and Drug Administration

HLA : antigeno de histocompatibilidad

ICAM : moléculade adhesion intercelular
/ceA . gen inducido por contacto con €l epitelio
Ig : inmunoglobulina

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8

kb : kilo bases

kDa: kilo Dalton

MALT : linfoma asociado a la mucosa gastrica
NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
PAF : factor activador plaguetario

PAI : islade patogenicidad

PCR : reaccion en cadenade la polimerasa
TNF-a : factor de necrosis tumoral-afa

tox : citotoxina

Urea- C13 : test del aliento con carbono 13

Urea- C14 : test del aliento con carbono 14

vacA : gen que codifica para la citotoxina vacuolizante

VacA : proteina codificada por €l gen vacA



ABSTRACT

Caracterizacion molecular de cepas de Helicobacter pylori . Reproduccion del
modelo animal en ratonesy estudio de los mecanismos de la inflamacion.

Fundamento

A raiz del descubrimiento de Helicobacter pylori, hemos asistido a una revolucion en
la préctica de la medicina. Las consecuencias de esta infeccion son enfermedades
como Ulcera péptica, gastritis cronica, adenocarcinoma gastrico y linfoma tipo
MALT. El carécter cronico asi como la elevada incidencia de la infeccidn, han
despertado en los Ultimos afios un gran interés cientifico.

Objetivos

1.-Estudiar la influencia del método utilizado en la esterilizacion de las pinzas de
biopsia endoscdpicas en € rendimiento del cultivo de H. pylori.

2.-Caracterizar molecularmente las cepas de H. pylori aisladas de muestras clinicas
paralos genes vacA y subtipos, cagA y estudiar su asociacion con € efecto citotoxico.
3.-Reproducir e modelo animal de infeccion por H. pylori en ratones.

4.-Estudiar mediante microscopia intravital, los mecanismos de la inflamacién en la
infeccion cronica en e modelo experimental.

Resultados

La sensibilidad del cultivo es independiente de la técnica de esterilizacion utilizada
para las pinzas de biopsia Existe gran diversidad entre € genotipo de las cepas
aidadas en nuestro entorno. Todas las cepas presentan € gen vacA y
aproximadamente la mitad el cagA. Todas las cepas citotoxicas son cagA +, del
subtipo vacA s1/mly corresponden a enfermos con Ulcera péptica. EI modelo animal
reproduce la patologia gastroduodenal observada en el hombre. La infeccion induce
la aparicion del fendbmeno de rodamiento leucocitario (“rolling”) y la formacién de
agregados leucocito-plaguetarios en la microcirculacion gastrica del modelo
experimental. Pacientes con infeccion por H. pylori también muestran el fendmeno de
agregacion plaguetar, o que constituye un nexo de union entre la fisiopatologia de la
infeccion y la cardiopatiaisquémica.



Genotype characterization of Helicobacter pylori strains. Mouse model
development and study of the inflammatory response.

Background

Since discovery of Helicobacter pylori, we have seen a mgjor revolution in the
practice of medicine. The consequences of this infection are pathologies such as
peptic ulcer, chronic gastritis, gastric cancer and gastric MALT lymphoma. Not only
the chronicity of infection, but also its high prevaence, have motivated an
exponential increase in research activity.

Objectives

1.- To study the influence of the different methodology used on biopsy forceps
disinfection when culturing H. pylori.

2.- To genotype H. pylori strains by detecting cagA, vacA and its subtipes gens and
their association with vacuolising activity.

3.- To develop an H. pylori mouse model infection.

4.- To andlise the inflammatory response on chronic animal model infection by
intravital microscopy.

Results

Sensibility of culture is not related with biopsy forceps disinfection procedures. A
high genetic diversity exists among strains in our environment. All strains present the
vacA gen and 50 % approximately shows the cagA. Cytotoxic strains were cagA +,
vacA subtipe sl/m1 and were obtained from patients with peptic ulcer. The mouse
model mimics the gastroduodenal pathology observed in humans. H. pylori infection
induces a marked increase in the flux of rolling leukocites and leukocite-platel et
aggregates in murine gastric venules. Circulating platelet aggregates were also
detected in infected patients and represents a potentially link to coronary heart
disease.
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|. PRESENTACION

En las Ultimas dos décadas, a raiz del descubrimiento de Helicobacter pylori, hemos
asistido a una verdadera revolucion en e campo de la ciencia y en la practica de la

medicina

L as primeras observaciones de microorganismos espirilados en la mucosa géstrica datan de
finales del siglo pasado, pero no fue hasta 1982 cuando Warren y Marshall aislaron por
primera vez Helicobacter pylori en biopsias de estbmago de pacientes con gastritis
cronica. Originamente denominado Campylobacter pyloridis, en 1989 se reconocié que

formaba parte de un nuevo género, Helicobacter.

H. pylori es un bacilo gram-negativo movil, curvado, microaerofilico, de dificil
aislamiento en medios de cultivo convencionaes. Coloniza € estbmago humano y la
infeccion puede persistir asintomética durante décadas sin tratamiento, siendo el hombre su
principal reservorio. Se cree que puede transmitirse por via ora u orofecal y € riesgo de
infeccion aumenta con la edad y e hacinamiento. Nuestro conocimiento sobre la
patogénesis de la infeccion, patréon de transmision, prevalencia.. es todavia limitado, en

parte debido alafata, hasta no hace demasiado, de model os experimentales validos.

Su presencia se ha asociado con e concepto de patologia cronica gastroduodenal, que
incluye una amplia variedad de sindromes clinicos, basicamente gastritis y Ulcera péptica.
En e desarrollo de esta patologia, se han involucrado ademas factores de tipo genético,
psicolégico, grupo sanguineo, antigenos de histocompatibilidad, secrecion endégena de

&cido, ingesta de antiinflamatorios no esteroideos, tabaco, acohal, café...

El carécter cronico y recidivante de la infeccion, asi como su elevada incidencia en la

poblacién, han despertado en los Ultimos afios un enorme interés cientifico.
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I[I. INTRODUCCION

1. HISTORIA.

En 1982, tras las vacaciones de Pascua, unajarra de cultivo de larga incubacion fue abierta
en el Departamento de Microbiologia del Roya Perth Hospital en Australia, revelando el
crecimiento de una bacteria espirilada a partir de biopsias de pacientes con gastritis cronica
El primer cultivo de esta bacteria, observada a microscopio en preparaciones histoldgicas
desde finales del siglo pasado pero jamas cultivada, se debi6é a los Drs. Robin Warren y
Barry Marshall. Originariamente denominado Campylobacter pyloridis, pronto se separ6 de
este género en base a estudios de secuenciacion, adquiriendo |a denominacion definitiva de
Helicobacter pylori en 1989 [Goodwin et al., 1989].

Superfamilia VI rARN

Campylobacteriaceae

Campylobacter Arcobacter  Helicobacter Wolindlla

Figura 1.- Composicion de la SuperfamiliaVI de rARN [Vandamme et al., 1991].
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Este aisamiento revolucioné la gastroenterologia y obligd a replantear muchos conceptos
no sélo de la patologia gastroduodenal, sino también de la fisiopatologia géstrica. 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 H. pylori en la patologia de la gastritis y la Ulcera péptica. No fue hasta
1992, con la evidencia de que la triple terapia antibidtica curaba la Ulcera péptica, que se

acepto el carécter infeccioso de ésta.

Actua mente sabemos que causa gastritis en la mitad de la poblacién mundia y es el agente
etiologico del 95 % de las Ulceras duodenales, 70-80 % de las Ulceras géstricas y tiene un
protagonismo relevante en e 60-70 % de los casos de cancer gastrico, que representa una
de las neoplasias més frecuentes en todo € mundo [Blaser et al., 1987; Parsonnet et al.,
1991]. La asociaciéon con e linfoma géstrico de la mucosa géstrica tipo MALT, fue
posterior [Bayerdorffer et a., 1995].

En unos afios todas estas patologias, podrian ser meramente anecddticas, s se pudiera
erradicar esta infeccion de tan elevada prevalencia mundial, ya sea gracias a control de la
via de transmision, la vacunacion masiva eficaz, el tratamiento antibiético de los casos
infectados o una combinacion de todos ellos. Nuestros esfuerzos deben ir en esta direccion,
con la esperanza de que llegara €l dia en que nos plantearemos como eliminar los ultimos

aislamientos de H. pylori conservados en los laboratorios de referencia.

2. MICROBIOLOGIA.

Helicobacter pylori es un bacilo gram-negativo mévil, de morfologia espirilar y un tamafio
de 25 a 5 um, que crece lentamente a 37°C, pero no a 25°C, en condiciones de
microaerofilia, en medios de cultivo con requerimientos nutricionales especiaes. Es
catalasa, oxidasa y ureasa positivo [Versalovic et a., 1999]. La morfologia de sus colonias
resulta caracteristica por € pequefio tamafio de las mismas y su aspecto brillante. El

crecimiento en medio liquido se ve favorecido por la agitacion. Tras subcultivos

3



Introduccion

prolongados, aparecen las denominadas formas cocoides, metabdlicamente activas pero

inviables para ser cultivadas de nuevo in vitro [Bode et al., 1993]. Posee de cuatro a seis
flagel os de aproximadamente 30 um de longitud.

2.1. Genoma.

En 1997, Tomb [Tomb et a, 1997] describié la secuencia completa del genoma de
Helicobacter pylori. La secuencia se obtuvo por métodos de secuenciacion randomizada,

que previamente se habian utilizado en la obtencion del genoma de Haemophilus
influenzae, Mycoplasma genitaliumy Methanococcus jannaschii.
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Figura 2.- Representacion circular del cromosoma de Helicobacter pylori 26695
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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 toxigenica (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 a observado en otras células procariotas. Mas del
70 % de sus proteinas tenian un punto isoel éctrico mayor de 7.0, comparado con € 40 % de
H. influenzae y E. coli. Los aminoacidos basicos -argininay lisina- estan presentes con una
frecuencia doble en H. pylori respecto H. influenzae y E. coli, 1o que quizas reflga su
adaptacion a medio géstrico acido. De acuerdo con un nicho ecoldgico tan restrictivo, H.
pylori presenta una gran capacidad de biosintesis y reparacion, en un intento por adaptarse
al medio. La supervivencia en condiciones tan &cidas depende, en parte, de su habilidad

para generar un potencial positivo intracitoplasmatico en condiciones de bagjo pH.

La patogenicidad de los aislamientos de H. pylori se ha considerado en funcién de su
habilidad para producir la citotoxina vacuolizante (VacA) y la proteina asociada a la
citotoxina (CagA). El gen vacA, de 3,9 kb de tamario, codifica para una proteina de 139
kDa con una secuencia lider de 33 aminoé&cidos, la propia citotoxina (VacA) y un
fragmento C-terminal de aproximadamente 50 kDa [Cover et a., 1994]. La citotoxina
induce la formacion de vacuolas en las células epiteliales del huesped y se ha asociado su
presencia con la capacidad de producir lesion tisular y enfermedad ulcerosa, aungque no se
trata del unico factor implicado [Atherton et al, 1995]. El gen cagA esta posicionado en uno

de los extremos de la isla de patogenicidad (PAI) de 35 kb, que contiene unos veinte genes,

incluyendo & picB [Tomb et a, 1997], requerido para inducir la produccion de
interleucina-8 por las células del epitelio gastrico [Censini et a, 1996].

picB picA  cagA
<—— F o>
cag PAI

Figura 3.- Esquemade laisla de patogenicidad (PAI) de Helicobacter pylori [Tomb et al,
1997].
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La movilidad de H. pylori es esencial para la colonizacion. Permite a la bacteria difundir
por la capa viscosa de moco que cubre € epitelio gastrico. Al menos cuarenta proteinas del
genoma de H. pylori se encuentran implicadas en la regulacion, secrecion y ensamblgje de
laarquitectura flagelar [Suerbaum et al, 1995]. El lipopolisacarido de la pared celular juega
un importante papel en la patogénesis de H. pylori [Moran, 1996]. Su potencial
inmunogeénico es de menor magnitud que e de las enterobacterias [Baker et a, 1994], lo
gue puede ayudar ala persistencia de lainfeccion. El antigeno O se asemeja alos antigenos
del sistema Lewis[Moran, 1996].

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

virulencia conocidos [Minnis et d., 1995].

2.2. Vias metabdlicas.

El andlisis de las rutas metabdlicas del genoma de H. pylori [Tomb et al., 1997], sugieren
que utiliza Unicamente la glucosa como sustrato de hidratos de carbono y de fosforilacion.
También obtiene energia a partir de la degradacion de la serina, alanina, aspartico y prolina.
El gje metabdlico de la glicolisis-gluconeogénesis constituye la base de la produccién de
energia y € punto de inicio de gran parte de las rutas de la biosintesis: la sintesis de
peptidoglicano, fosfolipidos, aminoacidos esenciales, acidos grasos y cofactores derivados
del acetil-CoA o de los intermediarios de la ruta de la glicolisis. El metabolismo del
piruvato refleja el caracter microaerofilico de H. pylori. Las vias de sintesis y degradacion
de purinas y pirimidinas sugieren que H. pylori utiliza diversos sustratos como fuente de
nitrégeno, incluyendo urea, amonio, aanina, serina y glutamina. La asimilacién del
amonio, un producto muy abundante por efecto de la actividad ureasa del microorganismo,

se produce por laviadel enzima glutamato sintetasa.

3. EPIDEMIOLOGIA.

Los estudios realizados en |a Ultima década han convertido a Helicobacter pylori en uno de
los agentes infecciosos de mayor prevalencia en € hombre, implicandose en la patogenia de

enfermedades tan dispares como la patologia gastroduodenal créonica [Blaser, 1992],
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Introduccion

enfermedades cardiovasculares [Mendall et a., 1994] y retraso de crecimiento [Patel et al.,
1994] .

El dnico reservorio en condiciones naturales es el hombre, aungue no es infrecuente el
aisamiento en primates. Todavia hoy, la ruta de transmision de la infeccion, no esta
claramente establecida y se piensa como via mas plosible, la via ora u orofecal. Se ha
hipotetizado sobre el mecanismo de transmision a partir de insectos como las moscas
[Gribel et a., 1997] o animales domésticos (mascotas), y mas concretamente gatos, si bien
implica especies diferentes como son Helicobacter felisy Gastrospirillum hominis [Stolte
et al., 1994]. También se contempla la iatrogenia, a través de los endoscopios, pinzas de
biopsia... [Akamatsu et al., 1996] circunstancia ésta que comporta un mayor riesgo de
infeccion en e personal de endoscopia, especialmente aguellos que manipulan estos
utensilios sin guantes [Mitchell et al., 1989].

Microorganismo Localizacion Huésped
Helicobacter pylori Estomago Hombre, gato y monos
H. felis Estémago Perro y gato
Gastrospirillum suis Estémago Cerdo
H. heilmanii (G. hominis) Estémago Hombre, gato y perro?
H. mustelae Estémago Hurén
H. acinonyx Estémago Leopardo
H. nemestrinae Estémago Monos
H. cinaedi Intestino Hombre y roedores
H. fennelliae Intestino Hombre
H. canis Intestino Perro
H. muridarum Intestino Roedores
H. rappini Intestino Hombre

Estémago Oveja
Higado Perros
H. hepaticus Higado Roedores

Tabla 1.- Especies de Helicobacter y microorganismos relacionados [Versalovic et al.,
1999].
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Numerosos estudios demuestran que la tasa de infeccion, aumenta con la edad [Patel et a.,
1994], preferentemente en paises subdesarrollados, del mismo modo que laincidenciade la
infeccion va disminuyendo en paises desarrollados. En éstos, |a presencia de anticuerpos
frente aH. pylori aumenta desde menos del 20% en la 3% década de la vida hasta més del
50% en la 6% mientras en paises subdesarrollados la cifra es superior a 80% en la 2°

década. Hombres y mujeres presentan aproximadamente, la misma tasa de infeccion.

La exposicion a unas pobres condiciones de vida [Webb et a., 1994] como e hacinamiento
o la mala aimentacion, son factores de riesgo. Estudios serol 6gicos a partir de casos indice
en nifios, demuestran tasas de infeccion elevadas entre miembros de una misma familia,
con idéntica cepa de H. pylori, sugiriéndose la introduccion y diseminacion de lainfeccion
en e nucleo familiar a partir del caso indice [Best et a., 1994, Azuma et a., 1994].
También se ha vinculado € polimorfismo del gen del antigeno de histocompatibilidad
HLA-DQA con un mayor riesgo, sin embargo su relacion con determinados grupos

sanguineos o el antigeno Lewis es controvertida[Azumaet al., 1994].

A pesar de todo €ello, sdlo una minima proporcién de los infectados desarrolla signos y
sintomas de patologias relacionadas, permaneciendo la inmensa mayoria asintomaticos.
Una explicacion a esta variedad en la prevalencia y forma de presentacion clinica podria
explicarse por la diversidad genotipica de cepas de H. pylori con diferente grado de

agresividad o la coinfeccién por més de una de ellas en el mismo huesped.

4. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

Helicobacter pylori es capaz de colonizar y persistir en su nicho biologico: la mucosa
gastrica. Los factores de patogenicidad de H. pylori pueden dividirse en dos grupos [Dunn
et al., 1997]:

1. Factores de virulencia, que contribuyen alos efectos patogénicos de la bacteria, y

2. Factores de mantenimiento, que permiten a la bacteria colonizar y permanecer
dentro del huésped.
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1. Factores de virulencia 2. Factores de mantenimiento
Induccién Inflamacién Gastrica Movilidad
Interleucina-8 Catalasa y Superoxido dismutasa
Adherencia neutrofilos Heat shock proteins
PAF ATPasa
Lipopolisacérido Sideroforos
Ureasa Adhesinas

Evasioén inmunidad
Alteracion Barrera de Moco
Fosfolipasa
Mucinasa
Radicales libres oxigeno
Oxido nitroso sintetasa
Apoptosis

Alteracion Secrecién Acida

Tabla 2.- Mecanismos de patogenicidad de Helicobacter pylori.

4.1. Factores de virulencia

Responsables de | os tres grandes efectos patogéni cos imputados aH. pylori: induccion dela
inflamacién géstrica, alteracion de la barrera mucosa géstrica y alteracion de la fisiologia

gastrica.

4.1.a. Induccidn de lainflamacion gastrica.

La presencia de un infiltrado inflamatorio en la mucosa se ha relacionado con la necesidad
de éste, para permitir la supervivencia de H. pylori in vivo [Blaser, 1992; EI-Omar et al.,
1994].

e Interleucina-8. Es un péptido que actua como un potente mediador de la inflamacion
reclutando y activando neutréfilos [Sharmaet al., 1995]. Cepas de H. pylori VacA +/
CagA + inducen una mayor produccion de IL-8 que cepas VacA - / CagA - [Crabtree
etal., 1995].

e Adherencia de los neutréfilos. Evans ha caracterizado una proteina, denominada

HP-NAP, de 150 kDa que incrementa la expresion en los neutréfilos de la integrina
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CD11b/CD18 y aumenta su adherencia a las células del endotelio [Evans et al.,
1995].

e Factor activador plaguetario (PAF). Se trata de un reconocido agente ulcerogenico, ya

que estimula la secrecion écida gastrica, via receptores especificos de las células
parietales [Sobhani et al., 1996]. H. pylori puede metabolizar su precursor inactivo
Lyso-PAF en PAF, induciendo lesién gastrica.

e Lipopolisacérido. El lipopolisacarido de H. pylori rompe la barrera mucosa gastrica

interfiriendo la interaccion entre la mucina y su receptor a nivel de la mucosa. La
ebrotidina, contrarresta este efecto [Moran, 1996].

e Ureasa. Es un potente estimulo de la activacion de la fagocitosis mononuclear y la
produccién de citocinas inflamatorias [Harris et al., 1996]. Producida en grandes
cantidades por todos los aislamientos de Helicobacter spp, parece implicada en la
proteccion de la bacteria frente a la acidez de su nicho ecoldgico, € estomago.
Estudios en modelos experimentales demuestran que mutantes ureasa-negativas son
incapaces de colonizar la mucosa del modelo animal en cerdos [ Eaton et al., 1991].
Ademés, constituye el candidato por excelencia como agente utilizado en la vacuna

contraH. pylori.

4.1.b. Alteracion de labarrera mucosa géastrica

H. pylori puede inhibir la respuesta de las células productoras de moco, 1o que supone un

efecto nocivo sobre € primer mecanismo de defensa de la mucosa gastrica.

e Fosfolipasa. A través de las fosfolipasas A y C expresadas por H. pylori, este
microorganismo atera la capa de moco del epitelio gastrico [Ottlecz et a., 1993]. Su
efecto puede ser inhibido por el uso de sales de bismuto.

e Mucinasa. Su expresion in vivo, contribuye probablemente a la ateracion de la
barrera mucosa gastrica.

e Radicales libres de oxigeno. Inducidos por H. pylori, se ha relacionado su formacion

en lamucosa géstricain vivo con la extension de la lesién gastrica, de modo que no
existe evidencia de participacién de los radicales libres de oxigeno en el dafio géstrico

en casos no relacionados con lainfeccion por H. pylori [Davieset al., 1994].
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Induccidon de la 6xido nitrico sintetasa. Elevados niveles de 6xido nitrico se han

asociado a activacion inmunitaria 'y lesion tisular. H. pylori induce su produccion in

vitro, a cargo de los macréfagos [Wilson et al., 1996].

e Apoptosis. H. pylori aparece como un inductor de la muerte celular programada de

las células de epitelio géstrico. Del mismo modo inhibe la migracion y proliferacion
delas células epiteliadles [Moss et al., 1996].

4.1.c. Alteracion delafisiologia gastrica.

Lainfeccion por H. pylori induce la secrecidn de gastrina, que actua como un estimulo para

la secrecion écida, e inhibe la secrecion de somatostatina, péptido inhibidor de la secrecion

&cida. Este efecto esta relacionado también con el grado de inflamacion géstrica presente,

de forma que, cuando la secrecion géstrica es inhibida con omeprazol, la presencia de H.

pylori en & antro se encuentra comprometiday se produce la migracion de la bacteria desde

estalocalizacion hacia el cuerpo del estbmago [Logan et al., 1995].

4.2. Factores de manteni miento.

Contribuyen ala colonizacion y permanencia de Helicobacter pylori en su nicho.

Movilidad. Se trata de un factor de colonizacion esencial basado en la presencia de
flagelos, que en nimero de cuatro a seis, codificados por los genes flaA y flaB
[Leying et al., 1992] favorecen e mantenimiento de la bacteria en la capa de moco
gastrico. Se ha demostrado que cepas carentes de flagelos son incapaces de
colonizar modelos animales [ Eaton et al., 1996]. La forma espirilada de la bacteria
también contribuye a su mantenimiento en la capa de moco [Goodwin et a., 1990].

Catalasay superéxido dismutasa.

Confieren resistencia a la bacteria frente a la fagocitosis por los leucocitos
polimorfonucleares [ Spiegelhalder et al., 1993].

Heat shock proteins, inductoras de la respuesta inmune y moduladoras de la
actividad ureasa [Suerbaum et a., 1994].

ATPasa, diana del efecto bactericida de los inhibidores de |a bomba de protones en
H. pylori [Iwalhi et al., 1991].
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e Adhesinas involucradas en la fijacién del microorganismo a las céulas epiteliales
del estbmago, resistiendo €l peristaltismo [Lingwood, 1993].

e Evasion alainmunidad. H. pylori parece tener una cierta actividad supresiva de la

respuesta inmunitaria celular del huésped, a mostrar resistencia a la fagocitosis,
quizé debido a la gran cantidad de amonio que es capaz de producir [Kist et al.,
1993]. La expresion del antigeno de Lewis en la superficie de H. pylori, puede
contribuir a camuflgje de la bacteria. La modificacién 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 virulentasin vivo.

Producto Gen Funcion supuesta

Ureasa ure Neutralizacién acidez gastrica, toxicidad epitelio
Flagelos flaA, flaB Movilidad bacteriana

Adhesinas hpsA Adhesion células epitelio gastrico

Superodxido dismutasa sod Resistencia fagocitosis

Catalasa katA Resistencia fagocitosis

HP-NAP napA Activacién neutroéfilos

Heat shock proteins hspA, hspB  Activacién ureasa

VacA vacA Citotoxica epitelio gastrico

CagA cagA Desconocida

Tabla 3.- Proteinas de Helicobacter pylori que contribuyen a su patogenicidad.

5. MARCADORES DE PATOGENICIDAD.

Ademés de estos factores patogénicos presentes en todas las cepas, existen otros producidos

sblo por un subgrupo de aislamientos como son:

e la proteina vacuolizante citotdxica (VacA) de alto peso molecular, formada por

monomeros de 87 kDa, que forma vacuolas en las células epiteliales eucariotas de
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los mamiferos, producida aproximadamente por la mitad de las cepas de H. pylori
[Cover et al., 1992; Leunk, 1991], y

e |a proteina asociada a citotoxicidad (CagA), cuyo peso molecular es arededor de

128 kDa, descrita en diversas cepas citotoxicas de H. pylori, sugiriendo que juega
un papel importante en la patogénesis de la enfermedad [Covacci et al., 1993]. La
patologia crénica gastroduodenal esta estrechamente relacionada con la expresion
del antigeno CagA que habituamente se coexpresa con la toxina vacuolizante

VacA por parte de lacepade H. pylori implicada en lainfeccion.

A pesar de la gran diversidad genética que existe entre las cepas de Helicobacter pylori, la
mayoria de €ellas pueden clasificarse fenotipicamente en dos grandes grupos [Xiang et al.,
1995]:

| - bacterias que presentan los genes que codifican la proteina CagA y VacA y
expresan ambas proteinasy,

Il - bacterias que presentan el gen de la citotoxinay su proteina VacA, pero no €
gen cagA ni laproteina CagA.

Aungue la relacion entre estos dos factores de patogenicidad no es claramente
conocida, e antigeno CagA no es necesario para la expresion de la citotoxicidad
vacuolizante [Xiang et al, 1995], lo que ha sido confirmado con e hallazgo de que la
administracion de citotoxina sola purificada permite inducir ulceracién en € estébmago de
ratones [Telford et al., 1994]. Estudios serol 6gicos demuestran que | as cepas productoras de
la proteina CagA se encuentran asociadas con ulcera duodenal y €l titulo de anticuerpos

frente a este antigeno CagA se correlaciona con la severidad de la enfermedad.

Con posterioridad, se describio la existencia del geniceA asi como del antigeno Lewis.
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e iceA. Este gen, inducido por contacto con €l epitelio, posee dos variantes iceA 1 e
iceA 2. La presencia del subtipo iceA 1, se ha relacionado con una mayor
asociacion a patol ogia ulcerosa duodenal [Peek et al., 1996].

e Antigeno Lewis. Son glucoproteinas polimorficas, identificadas habitualmente con

los eritrocitos pero que existen también en otras células epiteliales, como las de la
mucosa gastrica. Mediante €l uso de anticuerpos monoclonales se haidentificado la
expresion de alguno de los antigenos Le?, Le”, Le* y L& en cepasde H. pylori, lo
que ayuda a su diferenciacién. La expresion de los determinantes de tipo 2 ( L€* y
Le’) es més comun que los de tipo 1 ( Le* y Le”). Las cepas cagA + muestran una
mayor expresion que cepas cagA - [Wirth et al., 1997].

6. FISIOPATOLOGIA.

La infeccion producida por Helicobacter pylori  establece su potencial ulcerogénico en
base al incremento de la secrecion &cida [EI-Omar et a., 1993], lainduccion de metaplasia
gastrica en el duodeno [Khulusi et al., 1995], la dteracién de la barrera mucosa [Berstad et
al., 1994] y la produccion de metabolitos inflamatorios en la mucosa géstrica [Rautelin et
al., 1993].

Una complejainteraccién entre diferentes mecanismos como son los factores de virulencia,
la respuesta por parte del huésped (susceptibilidad genética, metaplasia géstrica en €
duodeno, respuesta en la secrecion de écido, neuromodulacion) y factores ambientales
(dieta, edad de adquisicion de la infeccion, stress, tabaquismo) se han erigido como
conductores hasta el proceso final delaUlcera[Kreisset al., 1995].

La colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori desencadena una respuesta inflamatoria
inespecifica caracterizada por la activacion de las células epiteliales superficiales
productoras de IL-1, IL-6, IL-8, interferon y TNF-a [Nielsen et al., 1993]. Estas citocinas
propician € reclutamiento de neutrofilos y posteriormente de linfocitos, células
plasméticas, eosindfilos y macrofagos, ademas de modular la produccion de otros

mediadores de lainflamacion. LalL-8 producida por las células epiteliales en respuesta ala
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infeccion parece tener un papel primordial en la activacion de los neutréfilos [Figura,
1995]. La produccién de IL-8 vendria determinada por las sefides intracelulares
propiciadas por € factor de transcripcion NF-kB. La infeccion desencadena una respuesta
humoral a partir de linfocitos B presentes en € infiltrado inflamatorio y foliculos linfoides

formados en respuesta a lainfeccion, con la produccion de anticuerpos del tipo IgA e lgG.

La caracterizacion de los fendmenos inflamatorios desencadenados por la colonizacién de
la mucosa gastrica por H. pylori ha estado limitada hasta la actualidad, por la falta de un
modelo animal adecuado. Este mismo hecho ha dificultado € estudio de las posibles
interacciones entre la infeccion por H. pylori y otros agentes gastrolesivos,
desconociendose s H. pylori  incrementa la susceptibilidad a dafio inducido por
antiinflamatorios no esteroideos o etanol, 0 s comporta un cambio de flujo sanguineo dela

mucosa gastricay s éstos juegan un papel en el desarrollo de lesiones ulcerosas.

Algunos de los mediadores de la inflamacién liberados por las células epitelides e
inmunocitos (macrofagos, mastocitos, neutréfilos) afectan directamente la integridad de la
mucosa a través de ateraciones en la permeabilidad epitelial y vascular o la regulacion del
flujo sanguineo, ignorandose € papel que juegan las diferentes moléculas de adhesién

leucocitarias y endoteliales [Figura, 1995].

La colonizacion gastrica por H. pylori estimula e 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 e 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 ata
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 e estudio del efecto sobre las
lesiones inflamatorias [Correa, 1988]. Tras la erradicacion de la infeccion € infiltrado por
neutrofilos de la mucosa géstrica desaparece completamente de formarapida. EI nUmero de

linfocitos, células plasméticas y foliculos linfoides también disminuye, pero en este caso la
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regresion es lentay puede no haberse normalizado por completo en 1 o 2 afios. Por lo que
respecta a la atrofia gastrica y la metaplasia intestinal, no existen datos que avalen que la
erradicacion induzca su regresion [Sainz et al., 2000]. Ambas |esiones son precursoras para

el desarrollo de cancer géstrico, cifrandose su incidenciaen e 0,2-1 % de estos pacientes.

6.1. Anatomia Patoléqica.

La gastritis cronica asociada a Helicobacter pylori es una de las infecciones crénicas de
mayor prevalencia en la poblacién. El concepto de gastritis crénica incluye todo tipo de
inflamacion de la mucosa géstrica. Clasicamente se habia utilizado la clasificacion de
gastritis tipo A - atrofica, predominantemente en e cuerpo y a menudo con componente
inmunol 6gico; gastritis tipo B - superficia y predominante en e antro; y gastritis tipo C -
de origen quimico. En 1990 se propuso la clasificacion del sistema Sidney que incluye
criterios endoscopicos, histologicos y etioldgicos. Con esta hueva clasificacion, la gastritis
se clasificd en aguda, cronicay formas especificas, dividiéndose la gastritis cronica en dos
grandes categorias. no atréfica y atréfica, precisando la localizacion antral, cuerpo o
extensa (pangastritis) [Dixon et al., 1996].

La colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori induce invariablemente una reaccién
inflamatoria de carécter agudo y difuso en cuerpo y antro. Esta reaccion aguda se
transforma con e tiempo en una inflamacion cronica de predominio antral, inicialmente
superficial, en la que se aprecia un aumento del nimero de células inflamatorias, linfocitos
y plasmocitos, con algunos eosindfilos y neutréfilos en la ldmina propia. Este infiltrado
inflamatorio puede ocupar toda la superficie de lamucosay la zona foveolar, pero no afecta
lazona glandular. En la progresion de lainflamacion, €l infiltrado inflamatorio se extiende
a toda la profundidad de la mucosa llegando a formar foliculos linfoides, pudiéndose
observar disminucion de la capa de moco y aparicion de erosiones en € epitelio de
superficie. Con e tiempo la gastritis progresa a atrofia gastrica, con la pérdida de tubulos
glandulares. El grado de lesion no suele ser uniforme, coexistiendo con zonas preservadas
en una misma preparacion. Cuando la atrofia es total, €l infiltrado inflamatorio suele ser
minimo. Junto con la atrofia glandular suele coexistir el fendmeno de metaplasia o
sustitucion de la estructura normal de la mucosa géstrica por otra de tipo intestinal. En la

metaplasia intestina aparecen de forma parcheada agregados de células caliciformes,
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pudiendo alcanzar la mucosa una apariencia totalmente de tipo intestina [Séinz et a.,
2000].

L as gastritis cronicas que aparecen con més frecuencia son la gastritis atrofica multifocal y
la gastritis antral difusa. La gastritis atréfica multifocal se caracteriza por la pérdida de
glandulas y reemplazo por epitelio de tipo intestinal (metaplasia intestinal) y aparicion de
focos de atrofia. Se asocia fundamentalmente a Ulcera y adenocarcinoma géstrico. La
gastritis antral difusa muestra un predominio de linfocitos en la mucosa antral. Esta lesion
acompafia de forma constante ala Ul cera péptica duodenal, siendo mas rara la aparicion del
linfora géstrico tipo MALT [Correa, 1992 ].

Helicobacter pylori

Asintomatico Gastritis
I
I I
Gastritis Atréfica Gastritis Antral
Multifocal Difusa
I I
I I I I
Ulcera Géstrica Displasia Ulcera Duodenal | | Linfoma MALT

Adenocarcinoma

Figura 4.- Cambios clinicopatol 6gicos inducidos por lainfeccion de Helicobacter pylori.

Una vez més, los factores que determinan que algunos pacientes presenten lesiones de
gastritis cronica y permanezcan estables largos periodos de tiempo, mientras otros
progresan rapidamente hacia la atrofia, no estédn totalmente esclarecidos, implicandose la

diversidad genémica de los aislamientos de H. pylori, la susceptibilidad del propio huésped
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y las caracteristicas de su respuestainmune [Kreiss et al., 1995]. El tiempo de evolucién de
la infeccion, se considera un factor determinante en la progresion de la gastritis hacia la
atrofia, a ser la incidencia anual de atrofia gastrica entre 4 y 6 veces superior en los
pacientes infectados y desarrollar uno de cada tres pacientes, atrofia gastrica en un periodo

de 20 afios.

6.2. Cepas ulcerogénicas.

La citotoxina (VacA) esta estrechamente relacionada con la capacidad ulcerogénica de la
cepa, de forma que cepas VacA + son més frecuentemente aisladas en enfermos con Ulcera
péptica que en enfermos con gastritis [Blaser, 1994]. La diversidad genética entre € vacA
puede explicar la pérdida de agresividad (citotoxicidad) de determinados genotipos de H.
pylori. El gen vacA que codifica la citotoxina VacA posee una estructura en mosaico con
unade las tres familias de presentacion del péptido sefia (sla, slb, s2), combinada con una
de las dos de la region media (m1, m2) [Atherton et al., 1995]. Existen estudios que
demuestran que las cepas con la secuencia sefia sl en la citotoxina poseen mayor potencial
para generar Ulcera péptica con una mayor respuesta inflamatoria a nivel gastrico [ Tham et
al., 1995]. Todos los pacientes infectados con cepas de H. pylori citotoxicas (VacA +)
poseen asociada una gastritis, 78 % presentan infiltracion de polimorfonucleares en la
mucosa géstrica, frente al 33 % del grupo VacA - [Phadnis et al., 1994].

A pesar de que précticamente todas las cepas de H. pylori son portadoras del gen que
codifica para la citotoxina y arededor del 50 % producen dicha citotoxina, no esta
perfectamente aclarado por qué la mayoria de pacientes infectados permanecen
asintomaticos y son una minoria los que desarrollan clinica. Se ha vinculado la actividad
citotoxica con la presencia del gen cagA -situado en laisla de patogenicidad (PAI) y que
codificala proteina CagA- s bien estéd demostrado que no es necesaria su presencia (cagA)
para la expresion de la citotoxina [Tummuru et al., 1994; Xiang et a., 1995]. Estudios
seroldgicos de anticuerpos anti-CagA demuestran su presencia en € 60 % de las gastritis
crénicas y en e 100 % de las Ulceras pépticas [Crabtree et al., 1991]. La proteina CagA
puede ser considerada un marcador de patogeniciad para identificar aquellos pacientes con
mayor riesgo ulcerogénico aunque el mecanismo esté todavia por dilucidar. Otra posible

explicacion es que lainfeccion esté producida por més de una cepa de H. pylori y que éstas
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presenten diferentes genotipos [Owen et d., 1993], estando también implicados otros

factores de virulenciade H. pylori [Covacci et al., 1993].

7. CANCER GASTRICO.

La Organizacion Mundia de la Salud a través de su Agencia para la Investigacion del
Céncer, reconocio en 1994 a Helicobacter pylori como un carcindgeno tipo | en su

clasificacion de agentes biol gicos carcinogénicos.

Lainfeccion por H. pylori, contraida en los primeros afios de vida es |a causa més frecuente
de gadtritis cronica atréfica que puede ser el sustrato histologico del  proceso
carcinogenético. En paises industrializados el riesgo atribuible alarelacion entre H. pylori
y cancer gastrico es del 35-60 %, considerada la segunda neoplasia mas frecuentemente
diagnosticada en todo € mundo [Forman et al., 1994]. Esto supone que la erradicacion de la

infeccion prevendria tedricamente, la aparicion del tumor en dicha proporcién de casos.

El adenocarcinoma géstrico, se subdivide en dos tipos, con diferencias epidemioldgicas: -
tipo intestinal, precedido por una cadena de cambios fenotipicos que incluyen infeccion por
H. pylori, gastritis cronica, atrofia, metaplasiaintestina y displasia; y - tipo difuso, aln por
esclarecer su relacion con lainfeccion por H. pylori. El riesgo entre los infectados es de 3 a
6 veces superior. Sin embargo, se estima que tan solo el 0,5 % de los infectados presentaran
un carcinoma de estdbmago, lo que confirma el caracter multifactoria de la carcinogénesis
gastrica[Sainz et ., 2000].

Laimplicacion de alteraciones genotipicas también estén presentes con reordenamientos de
la region promotora de translocacion y mutaciones en la region K-ras en la metaplasia
intestinal [Wright et al., 1994]. Otros factores que incluyen predisposicion genética,
ingesta de antioxidantes y grasas, pueden influir en este proceso. Parece clara la relacion
existente entre hipocloridria'y sobrecrecimiento bacteriano, por la via de la produccién de
nitrosaminas, conocidos agentes carcinogénicos. Otros factores a tener en consideracion

son la gastrectomia o €l reflujo duodenogastrico [ Y eomans, 1994].
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Lamayoria de los tumores se diagnostican en estadios avanzados y la supervivencia a cinco
anos es unicamente del 17 %, cifra solo algo superior ala de 20 afios atrés [Boring, et a.,
1994]. Respecto a la prevencion, la erradicacion de H. pylori es un tema controvertido, ya
gue ninguna de las pautas de tratamiento actuales es lo suficientemente barata o de facil
administracion, para ser utilizada masivamente en programas de salud publica Una

alternativa prometedora puede ser la vacuna contra H. pylori.

Los linfomas no-Hodgkin del estémago, se encuentran muy proximos histoldgicamente a
los linfomas asociados a la mucosa gastrica. La gadtritis crénica activa, tipica de la
infeccion por H. pylori, est4 presente en la proximidad del tumor y la eradicacion de H.
pylori se ha asociado con una total o parcia regresion de los linfomas de bgo grado
[Bayerdorffer et al., 1995].

8. DIAGNOSTICO.

La demostracion de que Helicobacter pylori era €l principa agente causal de la gastritis
antral asociada ala Ulcera pépticay de que su erradicacion conducia ala curacion definitiva
de la mayoria de los casos de esta enfermedad, asi como su implicacién en los linfomas
gastricos tipo MALT y el cancer de estdmago, produjeron una auténtica eclosion de
métodos diagndsticos. Cada uno de €ellos ofrece ventajas adicionales sobre € resto, pero

ninguno es perfecto [Kosunen et al., 1995].

El diagndstico de lainfeccidn puede establecerse por métodos - directos, cuando se detecta
la presencia del microorganismo en muestras obtenidas por endoscopia (cultivo, tinciones
histologicas, técnicas moleculares) [Cohen et d., 1997] o - indirectos, cuando se estudia
alguna propiedad del mismo (test de la ureasa, prueba del aliento con urea-C* o urea-C')
o larespuestainmune especifica (serologia) [Atherton, 1997].

La obtencién de muestras para e diagnostico puede realizarse por métodos - invasivos
(biopsid) 0 - no invasivos. El estudio histologico de biopsias gastricas, el aislamiento por

cultivo bacteriolégico, €l test rdpido de la ureasa, la reaccion en cadena de la polimerasa,
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son técnicas diagndsticas disponibles, que requieren la redizacion de una endoscopia
digestiva para la obtencion de una muestra de tejido géstrico. Por € contrario, € test del
aliento con urea marcada, la serologia, la PCR del jugo géastrico, son pruebas diagndsticas

no invasivas, que no requieren endoscopia.

El méodo considerado de referencia para € diagnéstico de la infeccion es  método
directo invasivo (cultivo y tincién) [Cohen et al., 1997] y e més rgpido para confirmar el
diagnostico es € test rapido de la urea-rojo fenol a partir de biopsia [Abdalla et al., 1989].
La estrategia diagnostica a seguir es combinar inicidmente dos pruebas invasivas
aprovechando la fibrogastroscopia. Si se trata de la primera manifestacion de los sintomas
de la enfermedad, |a endoscopia digestiva debe practicarse para confirmar la existencia de
Ulcera activa y puede aprovecharse para practicar biopsias gastricas que mediante €l
cultivo, estudio histoldgico o test rapido de la ureasa, permitiran diagnosticar la existencia
de infeccion. Por e contrario, en pacientes ulcerosos cronicos, con diagndstico endoscopico
en brotes previos, la préactica del test del aiento con urea marcada o un test serolégico,
proporcionard e diagnostico con una buena sensibilidad y especificidad. La eleccion de la
prueba diagndstica a utilizar dependera de la informacién clinica, la disponibilidad y coste

de las pruebas complementarias [Dunn et a., 1997].

8.1. Cultivo microbioldqico.

El cultivo méas habitual es €l de biopsias gastricas, aunque se han cultivado con éxito €l
jugo géstrico y las heces [Thomas et al., 1992]. Su principa ventgja es permitir € estudio
de la sensibilidad antibiética y la caracterizaciéon molecular de la cepa. A pesar de la dlta
sensibilidad del cultivo (95 % en grupos experimentados) y su total especificidad, dadas las
caracteristicas de crecimiento lento y requerimientos nutritivos de esta bacteria, existen
otros métodos diagndsticos més rapidos y simples para e diagnostico de lainfeccion por H.

pylori.

8.2. Estudio histolégico.

H. pylori se localiza en la capa de moco adherido a la superficie del epitelio y puede
encontrarse en la profundidad de las criptas. La presencia de bacterias en poca cantidad

dificulta su apreciacién con la tincién convencional de hematoxilina'y eosina, lo que hace
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necesario complementar el estudio histolégico con otras tinciones especiales como la de
Warthin-Starry o € Giemsa modificado [Genta et al., 1994]. La utilizacion de tinciones de
inmunohistoquimica facilita e diagnostico microscopico de la infeccion, a la par que

disminuye los fal sos negativos por falta de experiencia del observador.

8.3. Test répido dela ureasa.

El rendimiento de esta técnica diagndstica depende del in6culo presente en la mucosa
gastrica. El CLOtest® (Delta West Ltd., Bentley, West Australia) fue e primer medio de
diagnostico répido comerciaizado y uno de los més utilizado en la actualidad [Laine et dl.,
1996], aunque existen otros como el Hpfast® (Gl Supple, Camp Hill, Pa) o PyloriTek®
(Serim Research Corp., Elkhart, Ind). Basicamente, e fundamento diagnostico de todos
ellos es un cambio colorimétrico a expensas de la modificacion del pH que se produce a
hidrolizarse la urea en presencia de la ureasa de H. pylori. Alrededor del 75 % de las
pruebas positivas, 10 son a cabo de 10-60 minutos, 10 que permite establecer €l diagndstico
inmediatamente. Poseen una buena sensibilidad y excelente especificidad, aunque se ha
sugerido la posibilidad de errores diagnésticos por |a presencia de otros colonizantes con

actividad ureasa en la mucosa gastrica.

8.4. Reaccion en cadenade la polimerasa

Existen diferentes aspectos técnicos que pueden influir en la variabilidad vy
reproductibilidad de sus resultados: eleccion de los iniciadores o “primers’, preparacion de
muestras, extraccion del material genético, densidad del indculo bacteriano, existencia de
inhibidores de la reaccion, ... [Ashton-Key et a., 1996 ]. Permite ademas, la deteccion de
H. pylori en la placa dental, 1o que refuerzalaidea de que la cavidad oral eslalocalizacion
origind de esta infeccion [Li et a., 1996]. Se trata de un método altamente sensible y

especifico, que permite diferenciar genotipicamente las cepas entre si.

8.5. Serologia.
La infeccion por H. pylori provoca una respuesta inmunoldgica local y sistémica con un

incremento de la secrecion de IgA, IgM e IgG. Los test serol6gicos desarrollados permiten
el cribado de gran cantidad de muestras en estudios epidemiolégicos de la poblacion
[Perez-Perez et a., 1988]. Se trata de una prueba diagndstica no invasiva, rapida y
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econdmica. La mayoria de test comercializados son del tipo ELISA. En ausencia de
tratamiento de la infeccidn, el nivel de anticuerpos permanece elevado de por vida. Tras la
erradicacion, € nivel de IgG desciende hacia la mitad de los vaores iniciales en 6 meses
aproximadamente [Kosunen et a., 1992] por lo que éste, es un ma método de seguimiento

en pacientes tratados.

Existen tests de ultima generacion, Flexsure HP® y Quickview One Step®, basados en
técnicas de aglutinacion en laex, practicados con una gota de sangre capilar, obteniéndose
el resultado en 10-15 minutos y a un coste muy reducido. Aungue aprobados por la FDA,
su determinacion es Unicamente cualitativa y su sensibilidad menor [Cohen et a., 1996,
Sadowski et al., 1996].

8.6. Test del dliento.

El fundamento de esta técnica diagndstica es la cuantificacion de CO, marcado espirado en

la respiracion, tras la administracion de urea marcada con un isotopo, resultante de su
hidrélisis por H. pylori. La prueba realizada con e isétopo C* (Meretek Diagnostics,
Nashville, Tenn) requiere un espectrémetro de masas, mientras que con C“ (PY test,
Ballard Medical Products, Draper, Utah), utiliza un contador de centelleo. La realizacion
del test urea-C** supone unadosis de irradiacion de 1 uCi, equivalente ala exposicion solar
diaria[Stubbs et al., 1993]. La eleccion de uno u otro, depende de la disponibilidad, coste y
normativas legales de cada centro. El test con urea-C** no se recomienda para nifios ni

mujeres embarazadas.
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Test Sensibilidad Especificidad Endoscopia Comentario
(%) (%)

Cultivo 77 - 95 100 Si Permite testar susceptibilidad
antibiética y genotipar cepas

Histologia 93-98 95 -98 Si Recomendable multiples
biopsias del antro

Test rapido 89 -98 93-98 Si Método endoscépico de

ureasa eleccion

PCR 85-96 90 - 100 Si (biopsia) Deteccion ADN: no requiere

No (saliva) bacterias vivas

Serologia 88 - 95 86 - 95 No Indicacion estudios
epidemioldgicos

Test del 90 - 95 90 - 95 No Ideal seguimiento respuesta

aliento tratamiento antibiético

Tabla4.- Tests diagndsticos de lainfeccion por Helicobacter pylori [ Dunn et a., 1997].

9. TRATAMIENTO.

La implicacion patogénica de H. pylori

en el desarrollo de la Ulcera ha quedado bien

establecida a partir de los numerosos trabajos que han demostrado que la recidiva ulcerosa

se reduce drasticamente a erradicar la infeccion por este microorganismo. Una vez

realizado el diagnéstico de brote ulceroso e infeccion por H. pylori, € tratamiento de la

infeccion es obligado.

tratamiento actualmente utiliza diversas combinaciones

terapedticas de dos 0 mas agentes, ya que se ha demostrado que monoterapias con un

antibiético o bismuto son escasamente efectivas. Ello es asi a pesar de que lasensibilidad in

vitro esmuy alta paralamayoriade los antibioticos.
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Los antimicrobianos méas utilizados en la erradicacion de la infeccion son claritromicing,
amoxiciling, tetraciclina, metronidazol, asi como sales de bismuto e inhibidores de la
bomba de protones. Claritromicina es e macrdlido que ha obtenido mejores resultados en
la erradicacion de esta bacteria. Su mayor eficacia clinica se debe a que su metabolito
activo configurado por un radical 14-hidroxilo es mucho més estable en medio &cido que el
resto de macrdlidos, alcanzando concentraciones veinte veces superiores a las de

eritromicina en lamucosa gastrica [Sainz et a ., 2000].

La amoxicilina tiene una buena biodisponibilidad por via ora y aumenta su actividad
antibacteriana con la neutralizacion del pH del estdbmago. L as tetraciclinas tienen una buena
actividad incluso a pH écido. No se han descrito resistencias primarias a ninguno de estos
dos antibidticos. Metronidazol posee una actividad independiente del pH del medio y
ademas es secretado por e jugo gastrico. El principal inconveniente es e eevado
porcentaje de cepas de Helicobacter pylori con resistencia constitutiva y e répido
desarrollo deresistencias tras e tratamiento, que se cifraen torno a 35 % en paises como €l
nuestro [Lépez-Brea et al., 1997].

Los compuestos de bismuto coloidal inhiben la adhesion de H. pylori a las células
epiteliales gastricas. Inhiben también la actividad ureasa y fosfolipasa, que permiten la
supervivencia de la bacteria en su nicho ecoldgico. Las sales de bismuto se convierten en el
estdmago en complejos insolubles que se fijan a las proteinas del créter ulceroso y a las
glucoproteinas del moco. También contribuyen alainhibicion de la actividad de la pepsina,
a la estimulacion de la produccion de moco, bicarbonato y la sintesis enddgena de

prostaglandinas. Su absorcion intestinal es escasa, por |0 que carece de toxicidad sistémica

Existen mdltiples pautas terapéuticas aunque no todas aprobadas por la FDA. Entre las mas
utilizadas estén las que incluyen tres farmacos, ya sea la combinacién clasica conocida

como pauta triple clasica y que incluye metronidazol, bismuto coloidal y tetraciclina o

amoxicilina, o la que combina dos de estos tres antibioticos, claritromicina, metronidazol y
amoxicilina, con un inhibidor de la bomba de protones como omeprazol o lansoprazol [De

Boer et al., 1995]. La inclusion de un antisecretor en el tratamiento, no es por su efecto
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bactericida, sino porque a elevar € pH géstrico facilita la capacidad bactericida de los dos
antibiéticos en la mucosa géstrica. In vitro, H. pylori es susceptible a una amplia variedad
de antibidticos, pero in vivo, la sensibilidad puede ser muy diferente. La falta de actividad
puede deberse a la inactivacion del antimicrobiano por e pH écido del estomago, la
dificultad para difundir en €& moco gastrico y penetrar en las zonas profundas de la

mucosa gastrica o €l desarrollo de resistencias durante el tratamiento.

Régimen Dosis Duracion Erradicacion
(%)
Pauta triple Tetraciclina + 500 mg/6h 2 semanas 85
clasica:  Metronidazol + 400 mg/6h

Bismuto Subsalicilato 120 mg/6h

Pauta doble: Claritromicina + 500 mg/8h 2 semanas 74
Omeprazol 40 mg/24 h
0
Claritromicina + 500 mg/8h 2 semanas 82
Ranitidina-Bismuto 400 mg/12h
Citrato
Pauta triple: Metronidazol o 400 mg/12h 1 semana 90
Amoxicilina + 1 9g/12h
Claritromicina + 500 mg/12h
Omeprazol 20 mg/12h
Ranitidina-Bismuto Citrato + 400 mg/12h 2 semanas 90
Claritromicina + 500 mg/12h
Amoxicilina 1g/12h

Tabla5.- Pautas terapeliticas de Helicobacter pylori [Dunn et al., 1997].

Con estas pautas se consiguen unas tasas de erradicacion del germen de arededor del 80-
90 % con unaincidencia de efectos secundarios de entre el 10y el 20 %, en genera levesy
bien tolerados. Claritromicina se ha asociado a mucositis y alteraciones del gusto como
sabor metdlico, s bien no es tan molesto como para abandonar e tratamiento.
Metronidazol, aunque con poca frecuencia, esta relacionado con la aparicién de candidiasis
vaginal y colitis pseudomembranosa [Borody et al., 1996]. Los fracasos del tratamiento se
han relacionado més con incumplimiento de la pauta por parte del paciente que con la

aparicion de resistencias del aislamiento aalguno de los antibidticos.
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Una vez redlizado € tratamiento, es importante confirmar la erradicacion y ello se puede
llevar a cabo realizando una prueba del aiento con urea marcada a cabo de uno o dos
meses de finalizar € tratamiento. La negatividad de ésta o cualquier otra prueba diagnéstica
(preferentemente no invasiva), antes de este periodo puede dar resultados falsos negativos,
a haberse suprimido solo parcialmente la colonizacién bacteriana. Este fendmeno se ha
denominado aclaramiento. La serologia no sirve como prueba de seguimiento ya que los
titulos de anticuerpos anti 1gG tardan arededor de 6 meses en descender a la mitad de su
valor inicial después de la erradicacion y ello impide confirmar la curacion durante este

espacio de tiempo [Wang et al., 1994].

L as reinfecciones postratamiento son muy bajasy en e medio occidental se considera que
son del orden del 1-2 % anual. Esto, junto a hecho de que sin infeccion raramente hay
recidiva ulcerosa, ofrece unas inmejorables perspectivas para la modificacion substancial

delahistorianatura dela enfermedad ulcerosa.

10. MODELO ANIMAL.

En un principio, se logro desarrollar eé modelo de Helicobacter pylori en cerdos y
primates, pero su mangjo en €l estabulario era muy incbmodo y caro. El primer modelo
anima experimental en ratones fue con Helicobacter felis. La evidencia de que la
inoculacién desarrollaba una gastritis cronica activay simulaba la inflamacién inducida por
H. pylori en el hombre, fue un estimulo para desarrollar e modelo en ratones. En 1995, el
grupo de Marchetti [Marchetti et a., 1995] de la Universidad de Siena, desarrollaron un
modelo animal capaz de inducir en ratones CD1 la patologia observada en humanos,
mediante la colonizacion del estbmago con aidamientos bacterianos obtenidos a partir de

muestras clinicas.

Sin embargo, no todas lasinfecciones por H. pylori estdn asociadas a gastritis y
cuando lo estan, en el modelo animal, la gastritis presenta la tipica desestructuracion de
la arquitectura de las glandulas, erosiones y ulceraciones en € epitelio, pero carece de la

infiltracion de polimorfonucleares en la |damina propia caracteristica de la infeccion
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humana, quizas por una menor reactividad a la infeccion en el huésped [Marchetti et a.,
1995]. La patologia géstrica en ratones que simula la patologia humana se ha relacionado
con infecciones causadas por cepas productoras de la citotoxina vacuolizante pero no por
cepas no productoras. Existe pues una correlacion epidemiol 0gica entre infeccion con cepas
citotoxicas y enfermedad ulcerosa péptica, igua que ocurre en € ser humano [Covacci et
al., 1993].

Este modelo animal ha adaptado cepas salvajes (aisladas a partir de enfermos con patologia
gastroduodenal) para colonizar €l estdbmago de ratones, convirtiéndose en un importante
avance para el estudio de los mecanismos de la patogénesis de la infeccion por H. pylori, €l
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y, € desarrollo de una vacuna eficaz [The
Eurogast Study Group, 1993]. Disponemos de un modelo experimental para intentar
explicar la patogenia de la gastritis y la Ulcera péptica que ademéas permite € estudio

cronol égico de los mecanismos inmunol 6gicos de la inflamacion en la mucosa gastrica.

11. VACUNA.

Lamayoria de los factores de virulencia de Helicobacter pylori han sido caracterizados, en el
intento de ser utilizados como candidatos para la sintesis de una vacuna eficaz. Una gran
variedad de inmundgenos como bacterias sonicadas, ureasa purificada, citotoxinaVacA y las
heat-shock protein A y B, administrados individualmente, confieren proteccion frente a la
infeccion por H. pylori en model os animales. Entre ellos destacan |os estudios realizados con
laureasay laproteina VacA. Lafacilidad para producir una ureasa recombinante en grandes
cantidades, junto a su ya demostrada eficacia en e modelo animal, la convierte en la mejor

de las opciones para utilizar en el hombre [Marchetti et al., 1995].

La produccion de ureasa se ha detectado en todas las cepas de H. pylori . Eaton [Eaton et
al., 1991] ya demostrd que su presencia era necesaria para la colonizacién de animales en
un modelo sobre cerdos. La administracion oral de este antigeno previene la colonizacion
de H. pylori en ratones. La citotoxina inductora de vacuolas en las células epiteliales in

vitro (VacA) administrada oralmente en forma de proteina purificada junto con toxina
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termol&bil de E. coli como adyuvante, protege la colonizacion del estdbmago de ratones
[Marchetti et a., 1995].

En paises subdesarrollados con una ata prevalencia de esta infeccidn, la vacunacion podria

ser larespuesta final alainfeccion.

1. OBJETIVOS

1.- Estudiar € rendimiento del método de esterilizacion de las pinzas de biopsia utilizadas
en la recogida de muestras de mucosa gastrica para € aislamiento por cultivo de

Helicobacter pylori.

2.- Desarrollar y optimizar las técnicas de biologia molecular para la caracterizacion y
tipificacion de cepas de Helicobacter pylori seguin la presencia o ausencia de los genes
vacA (subtipos sla, slb, s2/ m1, m2), cagAy su efecto citopatico.

3.- Desarrollar un modelo experimental animal en ratones que reproduzca la patologia

gastroduodenal observada en humanos a partir de cepas aisladas de muestras clinicas.

4.- Implementar las técnicas de microscopia intravital para caracterizar los fendmenos
inflamatorios desencadenados por la colonizacion de la mucosa gastrica por Helicobacter
pylori en e modelo animal, asi como estudiar la interaccion leucocito-endotelio en la

microcirculacion gastrica
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La técnica de esterilizacion de las pinzas de biopsia no influye en €

cultivo de Héelicobacter pylori

J1. Elizalde, J. Gomez, A. Ginés, J. Llach, JM. Piqué, JM. Bordas, F. Marco, J. Terés

Am J Gastroenterol 1998; 93: 1450 — 1452

El cultivo de Helicobacter pylori tiene una bgja sensibilidad, y se afecta por factores como
por ggemplo el nimero de biopsias, transporte y condiciones de cultivo. La deteccion de H.
pylori viene influenciada también por el omeprazol, antibidticos, sales de bismuto o € uso
de benzocaina. Los procedimientos de desinfeccién basados en e glutaraldehido son muy
efectivos en la eliminacién de la contaminacion por H. pylori de los equipos de endoscopia.
Sin embargo, la posibilidad de que restos de glutaraldehido presente en las pinzas de
biopsia tras ser descontaminadas, puedan afectar la viabilidad de H. pylori, todavia no ha
sido investigado. Muestras antrales de 25 pacientes con Ulcera géstrica 0 duodena activa
obtenidas con 3 pinzas (esterilizadas con 6xido de etileno, glutaraldehido o glutaraldehido
fenolato) fueron sembradas en medio de cultivo apropiado, y los resultados del cultivo
fueron evaluados.

Helicobacter pylori fue aidado en 17 pacientes. La postividad del cultivo fue
independiente del método de la esterilizacién de las pinzas, y €l nUmero de colonias (media
+ DS) fue similar para los 3 tipos de pinzas (475+312 , 533+242 y 550+225 unidades
formadoras de colonias [UFC] para 6xido de etileno, glutaraldehido, y glutaraldehido
fenolato, respectivamente). Ademés, € tiempo de incubacidén hasta € aislamiento fue
también similar (6,0+1,3, 5,8+1,2 y 5,7+1,2 dias para 6xido de etileno, glutaraldehido, y
glutaraldehido fenolato, respectivamente). La utilizacion de glutaraldehido para esterilizar

las pinzas de biopsia no es responsable de los falsos resultados negativos del cultivo de H.

pylori.
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Tipificacion de cepas de Heélicobacter pylori mediante la deteccion

del gen cagAy subtipos del vacA

J. Gémez, J.I. Elizalde, F. Marco, J.M. Bordas, JM. Piqué, M.T. Jiménez de Anta

Enferm Infecc Microbiol Clin 1999; 17: 171 — 175

La infeccién por Helicobacter pylori es probablemente la infeccidn bacteriana crénica més
frecuente en todo e mundo. Las consecuencias de la infeccion son enfermedades como
Ulcera péptica, gastritis cronica, cancer géstrico o linfoma MALT de la mucosa gastrica. El
objetivo de este estudio fue detectar €l subtipo del gen de la citotoxina vacuolizante (vacA),
el gen asociado ala citotoxina (cagA) de cepas de H. pylori y estudiar su asociacion con el
efecto citopético. Se cultivaron muestras de biopsia gastrica de enfermos dispépticos. Los
aisamientos fueron genotipificados posteriormente mediante reaccién en cadena de la
polimerasa.

Todas las cepas estudiadas fueron vacA + y € 55 % fueron cagA +. Todas las cepas
citotoxicas eran cagA+, del subtipo vacA sl/ml y correspondian a enfermos con Ulcera
péptica. Las 11 cepas cagA - correspondian al subtipo s2/m2. No se demostré efecto
citotoxico entre los subtipos s1/m2 y s2/m2. Existe gran diversidad genética entre | as cepas
de nuestro medio. El subtipo de bacterias, vacA s1/m1 / cagA + se asocia con la formacion

de vacuolas en cultivo celular (tox +).



Resultados

Activacion plaquetar en la infeccion por Helicobacter pylori en

ratonesy en e hombre

J.|. Elizalde, J. Gomez, J. Panés, M. Lozano, M. Casadevall, J. Ramirez, P. Pizcueta, F.
Marco, F. Diaz de Rojas, D.N. Granger, JM. Piqué

J. Clin. Investigation 1997; 100: 996 — 1005

Se ha demostrado que extractos de Helicobacter pylori inducen la adhesion leucocitaria en
las venas del mesenterio, pero se desconocen los efectos de lainfeccion por H. pylori en la
microvasculatura gastrica. Las interacciones de las células inflamatorias en la
microcirculacion gastrica se estudiaron mediante videomicroscopia intravital en ratones
inoculados con suero fisiologico o aislamientos de H. pylori. Los agregados plaguetarios
fueron detectados y cuantificados en sangre portal de ratén, mientras la expresion endotelia
de la selectina P se determind utilizando la técnica del doble marcado radioactivo de
anticuerpos monoclonales. La activacion y agregacion plaquetar se estudiaron en pacientes
infectados por H. pylori y controles, midiéndose € cociente plaguetas/agregacion y la
expresion de la selectina P plaquetar.

Lainfeccion por Helicobacter pylori induce un marcado aumento en e flujo de “leucocitos
rodantes’ y la aparicion de plaguetas y agregados leucocito-plaquetarios en las venas
gastricas de raton. El “rolling” inducido por la infeccion por H. pylori y la formacion de
agregados plaguetarios se demostré por anticuerpos monoclonales frente selectina L o
selectina P, pero no selectina E. La expresion por las células endoteliaes de selectina P no
se alterd, pero la expresion de la selectina P plaguetar aumentd en ratones infectados por H.
pylori. Los agregados plaquetarios circulantes y las plaquetas activadas fueron también
detectados en pacientes con infeccion por H. pylori. Estos halazgos indican que la
activacion y agregacion plaquetar contribuyen a la disfuncion de la microcirculacion y la

inflamacion celular asociada con lainfeccion por H. pylori.
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V. DISCUSION

Desde los primeros intentos de la Microbiologia por aidar mediante cultivo este
microorganismo espirilado que era facilmente observable a microscopio en las
preparaciones histoldgicas de biopsias gastricas, tuvo que transcurrir mucho tiempo hasta

gue por fin, y fruto en parte de la casualidad, pudo conseguirse.

Muchos han sido los argumentos esgrimidos acerca de |os requerimientos nutritivos de este
microorganismo exigente, condiciones de transporte, atmosferay tiempo de incubacion... y
ninguno de ellos resulta gratuito a la hora de conseguir € crecimiento en un medio de
cultivo ya sea sdlido o liquido. El medio de cultivo enriquecido con e que se ha obtenido €l
mejor rendimiento ha sido el medio de Brain Heart suplementado con 7 % de sangre de
caballo y un suplemento antibiético que contiene vancomicina, trimetoprim, cefsulodina 'y
anfotericina B. Algunos autores postulan el adecuado crecimiento y aislamiento de este
microorganismo en medio de Agar Sangre [Hachem et al., 1995]. Sin embargo, cuando se
trata de biopsias gastricas, la mucosa puede estar colonizada por otros gérmenes, que
facilmente pueden tener un crecimiento més rgpido que Helicobacter pylori, 1o que
representa un impedimento para obtener un correcto aislamiento cuando las placas se

incuban por un periodo de 7 a 10 dias.

Existen numerosos medios de cultivo comercializados que aportan todos |os requeri mientos
nutritivos necesarios para favorecer el aislamiento en cultivo de H. pylori. Todos €llos,
comerciales o de fabricacién propia, tienen e mismo problema, la viabilidad de las placas,
ya que tras un corto periodo de quince dias desde su elaboracion, su rendimiento disminuye
draméaticamente en su cometido. Esto obliga a una constante reposicion de un medio de
cultivo, que ya de por si resulta caro dado € gran nimero de constituyentes que precisa
para su elaboracion. Estas son algunas de las dificultades a las que se enfrenta la rutina del

dia a dia de un Laboratorio de Microbiologia para cultivar biopsias géstricas y obtener €l
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aisamiento de H. pylori y que hace que sblo esté disponible en laboratorios debidamente

equipados o centros de referencia o investigacion.

La atmésfera microaerofilica dptima para e aisamiento de Helicobacter pylori es la
mezclade5- 10 % H», 5- 10 % CO,, 80 - 90 % N, y aunahumedad relativadel 95 %. A
partir del tercer dia deben examinarse las placas a diario para detectar crecimiento, hasta un
total de 10 dias. S € paciente hubiese recibido tratamiento antibidtico o antisecretor
recientemente, se incubarén por un periodo de 14 dias. Para conseguir un crecimiento
suficiente, puede utilizarse un medio de cultivo liquido. El caldo Brucella enriquecido con
suero fetal bovino a 5-10 %, incubado en microaerofilia y con agitacion, favorece el

crecimiento en un menor espacio de tiempo.

Igualmente dificil resulta el procedimiento de conservacion de cepas para asegurarse la
recuperacion de las mismas a cabo de un periodo de tiempo. Sin duda la conservacion en
frio es e método de referencia, ya sea en nitrégeno liquido a— 196 °C o en un congelador a
— 70 °C [Glupczynski et al., 1996]. Una suspension muy densa (4 o 5 de la escaa
McFarland) en un medio liquido como puede ser caldo Brucella o Brain Heart,
suplementado al 30 % con glicerol estéril, obtiene unos buenos resultados de recuperacion a
los 6 y 12 meses. Siempre resulta recomendable subcultivar los aislamientos

periddicamente, para asegurarse de la viabilidad de los mismos.

Teniendo en cuenta todos los factores que condicionan el rendimiento del cultivo para
Helicobacter pylori, los resultados publicados en las diferentes series son muy dispares,
oscilando entre el 70 y € 90 % de rendimiento [Kjoller et a., 1991]. Para justificar esta
circunstancia se han postulado mdltiples argumentos, como la distribucion irregular de H.
pylori en la mucosa gastrica (“patchy”), lo que obliga a la toma mUiltiple de biopsias para
aumentar en lo posible € rendimiento, habiéndose establecido un mimino de tres, siendo
una de ellas correspondiente a la mucosa antral. Las zonas de metaplasia intestinal no estén
colonizadas por H. pylori y es una causa frecuente de falsos negativos. Otra posible
explicacion ha sido argumentar que los restos de desinfectante, habituamente 6xido de
etileno o glutaraldehido, utilizado en la esterilizacion del instrumental empleado para la

toma de biopsia, podia ser un inhibidor del crecimiento de H. pylori. Esto se ha
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comprobado gque no es asi, ni alin en aquellos casos en que se ha intentado justificar por €
efecto indculo, donde una pequefia cantidad de microorganismos en la mucosa géstrica, es
recuperada eficazmente en cultivo. En nuestra experiencia, e método de desinfeccion
utilizado para esterilizar las pinzas de biopsia -Oxido de etileno, glutaraldehido o
glutaraldehido fenolato- no influyé en e rendimiento del cultivo de H. pylori, en relacion al

numero de unidades formadoras de colonias y tiempo de incubacion necesario.

La ingesta de algunos farmacos como por gemplo sales de bismuto u otros antiacidos,
antibi6ticos empleados en la pauta de erradicacion o benzocaina, pueden estar implicados
en falsos resultados negativos del cultivo [Dickey et al., 1996; Czinn et a 1989]. Es por
este motivo, gque todos los protocolos de endoscopia recomiendan la realizacion de esta
prueba como elemento diagndstico, tras un periodo de aclaramiento del efecto que esta
medicacion puede tener sobre el nicho ecoldgico de la bacteria. Se sabe que la ingesta de
antiacidos desplaza la bacteria desde su localizacion original en € antro hacia € cuerpo
gastrico [Logan et al., 1996], por lo que la endoscopia en enfermos que han estado
sometidos a tratamiento con antidcidos, obliga a la toma de biopsias en esta Ultima
localizacion. Finalmente, también se ha responsabilizado a la propia bacteria su falta de
crecimiento, imputandose a determinadas cepas, una dificultad adicional para su
aislamiento, en funcién de su genotipo. Resulta curioso, la diferente distribucion genotipica
de cepas alo largo de la geografia o la practica ausencia de cepas descritas con el genotipo
s2 / ml [Letley et al., 1999]. Las formas cocoides, entendidas como una forma quiescente
de vida de Helicobacter pylori, podrian considerarse también una forma “suicida” del
microorganismo en condiciones de crecimiento hostiles, s bien se ha comprobado su
viabilidad in vivo [Bode et al., 1993].

El cultivo de biopsias para € aislamiento de Helicobacter pylori se ha convertido en €
método de referencia (gold standard) para el diagnostico de esta infeccidn, debido en parte,
a que es la Unica técnica que permite e aislamiento del agente causal y posibilita la
realizacion de estudios de sensibilidad antibidtica, asi como el estudio genotipico de la cepa
gracias a las técnicas de biologia molecular. Aunque existe una carencia en la
estandarizacion de la metodologia, la técnica més utilizada para la determinacion de la

susceptibilidad del microorganismo, es el método de Kirby-Bauer (difusion en agar), si bien
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este método es inapropiado para microorganismos como H. pylori, que requieren atmosfera
microaerofilica, prolongado tiempo de incubacion y suplementos nutricionales en e medio
de cultivo [Piccolomini et a., 1997]. Por este motivo, las Ultimas recomendaciones de la
National Committee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS, 2000], aconsgjan testar la
susceptibilidad mediante el método del E-test (AB Biodisk, Solna, Suecia).

A lahoraderedlizar el antibiograma es necesario considerar algunos aspectos practicos. La
suspension de la bacteria que se empleard para laincoluacion del medio de cultivo, debe ser
2 en laescala de McFarland (aproximadamente 1 x 10 7 - 1 x 108 UFC/ml), para asegurar €l
crecimiento y la correcta determinacion [NCCLS, 2000]. No es necesario testar todos los
antibiéticos disponibles, sino Unicamente aquellos que se han demostrado eficaces en la
pautas de erradicacion. Asi pues amoxicilina, claritromicina, metronidazol, tetraciclina y
ciprofloxacino son de obligada determinacion. Para pautas alternativas resulta de utilidad
conocer la sensibilidad a eritromicina, clindamicina y rifampicina. También es posible
estudiar la susceptibilidad a sustancias no antimicrobianas como las sales de bismuto o los

inhibidores de la bomba de protones [Ansorg et al., 1996].

Lainterpretacion de la sensibilidad de los aislamientos a todos |os antibiéticos en general y
a metronidazol en particular, debe tener una especial consideracion, ya que su resultado
puede estar influenciado por el pH del medio en el que se produce la determinacion in vitro,
la atmoésfera de incubacion o la técnica empleada [Glupczynski et a., 1991]. Ademas, la
NCCLS no ha establecido de una forma clara los puntos de corte a considerar en la
interpretacion del estudio de la sensibilidad para H. pylori, o que genera una discrepancia
de criterios a redlizar estudios de sensibilidad por areas geogréficas, s como cabe pensar,

cada autor utiliza sus propios puntos de corte.

En nuestro entorno, las cifras de resistencia a macrélidos se sitlan arededor del 5 %. La
resistencia constitutiva a metronidazol alcanzavalores del 35 % [LOpez-Breaet d., 1997] y
éste es uno de los principales motivos que conducen al fracaso de las pautas de
erradicacion. Se ha relacionado la aparicion de resistencia a metronidazol, con un
antecedente de utilizacion de este antimicrobiano en e tratamiento de otro episodio

infeccioso (diarrea por Giardia lamblia [G. intestinalis], vaginitis por Trichomonas
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vaginalis ...) [Blaser, 1992]. Ante la sospecha de una previa exposicion a antibidticos como
claritromicina o metronidazol, es recomendable utilizar una pauta alternativa que no
incluya ninguno de estos antimicrobianos. Al igual que otros autores en otros medios, no se
ha descrito ninguna cepa con resistencia primaria a amoxicilina. De este modo, parece
obligada una combinacion de sustancias que incluya este antibiético en las pautas de

tratamiento erradicador de lainfeccion por H. pylori.

La observacion de este microorganismo en hiopsias gastricas es también un método
diagnostico. Existen diferentes tinciones utilizadas en anatomia patol 6gica para demostrar
la presencia de la bacteria en las preparaciones histolégicas. hematoxilina y eosina,
Warthin-Starry (plata metenamina), Giemsa, &cido periddico de Schiff o incluso tinciones
inmunohistoquimicas con anticuerpos monoclonales [Ashton-Key et a., 1996]. Sin
embargo, con unatincion de Gram a partir del homogeneizado de la biopsia gastrica que se
utiliza para el cultivo microbiol égico, alos ojos de un observador experimentado, puede ser
suficiente para establecer €l diagnostico.

Tras e descubrimiento de Helicobacter pylori, Leunk [Leunk et al., 1988] demostré que
aproximadamente la mitad de las cepas, independientemente del area geogréafica de
procedencia, eran capaces de inducir un efecto citopatico in vitro, sobre lineas de cultivo
celular (tox +). Rgpidamente se dividieron los aislamientos en dos grupos, cepas citotdxicas
y no citotoxicas, asocidndose € primero de ellos con una mayor severidad en la patologia
gastroduodenal resultante [Figura et al., 1989]. Resulta interesante desde el punto de vista
epidemiol dgico, determinar la toxicidad del aislamiento primero para ayudarnos a entender
mejor la historia natural de la infeccion por H. pylori y, segundo, para verificar si € riesgo
de desarrollar Ulcera pépticay cancer gastrico puede ser conocido de antemano y por tanto

prevenido.

Esta citotoxina posee un mecanismo de accion muy peculiar: inducir la formacion in vitro
de vacuolas intracitoplasmaticas en lineas de cultivo celular. EI mecanismo de
vacuolizacién fue establecido por Papini [Papini et a., 1993] que demostrd que se trata de
una toxina termol&bil que estimula las bombas de protones de la célula, teniendo como

diana una ATPasa intracitoplasmética. El resultado de la estimulacion se traduce en la
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formacion de un gradiente de pH transmembrana, que atrae sustancias basicas por osmosis
que inflan la célula hasta lograr su estallido y muerte celular. Sustancias bésicas como la
nicotina, pueden favorecer por si misma este fenémeno, lo que se ha relacionado con la

mayor prevaencia de Ulcera duodenal en pacientes fumadores.

La determinacion de la actividad citotoxica de los aislamientos de H. pylori por medio de
lineas de cultivo celular, es una practica generalizada. La vacuolizacién citoplasmatica
celular se evidencia de una forma clara en la linea celular HeLa También han sido
utilizadas otras lineas celulares con € mismo propésito: CHO, HEp-2 y Vero, siendo esta
dltima la menos sensible a efecto citopético [Figura et al., 1989]. La préctica de esta
técnicarequiere la concentracion del sobrenadante del medio liquido en € que crece la cepa
de H. pylori que queremos estudiar. El caldo Brucella, es e meor medio liquido para
favorecer e crecimiento de H. pylori y expresar su actividad vacuolizante. Siempre
trabajando en condiciones de esterilidad, para no contaminar la linea celular utilizada,
podemos readlizar diluciones dobles consecutivas en el ensayo, para de este modo titular la
minima dilucion a la que estd presente e efecto citopético. De acuerdo con esto, la
deteccidn de la actividad citotOxica es un procedimiento no excesivamente complicado y
disponible como herramienta diagndstica ala hora de determinar quien debe ser sometido a
tratamiento de erradicacion de la infeccion por H. pylori, considerando los efectos a largo

plazo de las cepas citotdxicas [Figura, 1996].

A pesar de la buena disponibilidad de test seroldgicos comercializados, sus resultados
deben ser interpretados con prudencia. Se considera la serologia como un método global de
diagnostico, reflgjo de la infeccion de la mucosa gastrica por H. pylori. La superficie del
estémago tiene unos 700 cm®. El método diagndstico estandar basado en la biopsia, que
representa un 0,001 % de la superficie, se considera sujeto a errores en latoma de muestras,
dada la distribucion irregular de la bacteria en el &rea gastrica. La serologia puede resultar
positiva en pacientes con gastritis atrofica [Karnes et al., 1991], donde € numero de
microorganismos es reducido y quizés indetectable por endoscopia o €l test del aiento.
Presumiblemente, los pacientes con atrofia gastrica continlian teniendo una serologia
positiva para H. pylori. Un paciente joven con sintomatologia de dispepsia, con una

serologia negativa, predice una probabilidad de infeccion por H. pylori bajay no requiere
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otras exploraciones complementarias. EI mismo paciente con un test seroldgico positivo,
éste tendrd un bajo valor predictivo y requerird la confirmacion con la ayuda de otros
métodos diagnosticos. Por el contrario, en pacientes con Ulcera péptica, un test serol 6gico
positivo no necesita confirmacion. La serologia se muestra como un excelente método de
cribado en estudios epidemioldgicos de grandes grupos de poblacion [Pérez-Pérez et dl.,
1988].

La serologia no se considera un buen método para monitorizar la respuesta a tratamiento,
dado que los titulos de anticuerpos tardan de seis a doce meses en reducirse a la mitad
[Kosunen et a., 1992]. No obstante esto se ha vinculado con € tipo de cepa que produce la
infeccion. Las cepas citotoxicas estan estrechamente relacionadas con la produccién de la
proteina asociada a la citotoxina (CagA) que actua como un marcador de patogenicidad,
correlacionandose con una mayor severidad al inducir una inflamacién més severa por la
activacion de la IL-8, que puede conducir a un mayor grado lesion gastrica, s concurren
otros factores predisponentes [Crabtree et al., 1993].

La clasificacion histoldgica de las gastritis ha requerido una estandarizacion para poder
evauar uniformemente la variabilidad entre centros. Los estudios histologicos para
cuantificar €l dafio tisular y la inflamacion, requiere diferentes clasificaciones en funcion
del proposito [Bayerdorffer et al., 1992]. Helicobacter pylori esta frecuentemente asociado
a gastritis crénica superficial y su patron mas caracteristico es un infiltrado inflamatorio de
células mononucleares asociado a un infiltrado de neutréfilos en e epitelio, no estando
especificamente asociado a cambios metaplasicos, formacion de granulomas o atrofiade las
glandulas del fundus gastrico [Dixon, 1995]. La magnitud de la inflamacion varia desde
una minima infiltracion de la lamina propia con la estructura glandular intacta hasta una
severa inflamacion con formacién de microabcesos y aparicion de dipias [Genta et al.,
1994]. Concomitantemente aparecen cambios degenerativos en la superficie del epitelio,
incluyendo depleccion de la capa de moco, vacuolizacion citoplasmética y
desestructuracion de la arquitectura glandular. Tras erradicar la infeccion por H. pylori,
muchas de estas anomalias desaparecen, aunque € infiltrado de células mononucleares

persiste durante meses [Dixon, 1995].
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La respuesta inflamatoria a H. pylori en nifios difiere ostensiblemente a la observada en
adultos. La endoscopia revela un fino infiltrado nodular de la mucosa géstrica, que se
corresponde microscopicamente con una hiperplasia linfonodular, especia mente localizada
en e antro [Genta et a., 1993]. Estos agregados linfocitarios frecuentemente contienen
centros germinativos activados. Ademas, la cantidad del infiltrado por neutréfilos es menor

al observado en adultos.

La PCR ha cambiado la Biologia Molecular, abriendo un nuevo horizonte en el campo del
diagndstico [Mullis, 1990]. La aplicacion de esta técnica ala investigacion de Helicobacter
pylori ha permitido la clonacion y secuenciacion de genes implicados en la colonizacion y
patogénesis de la bacteria [Tomb et al., 1997]. Entre las causas de falsos negativos se
contempla la falta, en la cepa en estudio, del gen diana, dada la heterogeneidad existente
entre cepas de H. pylori, lo que obliga a una cuidadosa eleccion de los iniciadores o
“primers’. También existen inhibidores de la Tag polimerasa que pueden artefactar la
reaccion. La causa mas frecuente de una reaccion fasa negativa es la presencia de
microorganismos 0 material genético por debajo del umbral de deteccion de la técnica. Si
bien la especificidad de esta prueba es muy alta, es tedricamente posible la aparicién de una
reaccion falsa positiva, por reaccion cruzada con otras especies del género Helicobacter o

incluso Campylobacter.

En la Ultima década han aparecido variaciones de la técnica original, encaminadas a evitar
estas limitaciones, asi la PCR-retrotranscriptasa (RT-PCR), la PCR anidada, la PCR basada
en el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién (PCR-RFLP), la PCR
basada en laamplificacion aeatoria del ADN polimorfico (PCR-RAPD)... han permitido
aumentar las aplicaciones especialmente al campo de la epidemiologiay la clinica [Hua et
al., 1996]. Estas técnicas permiten diferenciar cepas entre si, argumentar posibles vias de
transmision, determinar la diseminacion entre miembros de una misma familia, discriminar
entre reinfeccidn o fracaso terapéutico, constatar la coinfeccion por mas de una cepa en un

paciente ...
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Los estudios de biologia molecular, por amplificacion de ADN mediante la técnica de la
PCR, revelan que existe una diversidad genética entre cepas en nuestro entorno. En nuestra
experiencia todas las cepas de Helicobacter pylori tienen presente el gen que codifica la
citotoxina vacuolizante (vacA), con una de las seis posibles formas de presentacion, a
excepcion de la forma s2/m1, que no ha sido descrito por ninguin grupo de trabajo hasta el
momento. El 55 % de las cepas presentan € gen que codifica para € marcador de
patogenicidad CagA. El 30 % de cepas poseen efecto citopético in vitro sobre lineas de
cultivo celular (tox +), y se corresponden con & genotipo vacA sl / ml. Esta misma
caracteristica se ha relacionado con el potencial ulcerogénico de las cepas de H. pylori, con

predominio de este genotipo en pacientes con Ulcera péptica.

Estudios realizados en otras poblaciones demuestran la existencia de variaciones
geogréficas en el genotipo de cepas de H. pylori. Asi por gemplo, en la poblacion
portuguesa, € genotipo slb es e mas frecuente, mientras en la holandesa resulta més
comun € sla. Japon muestra una mayor homologia entre sus aislamientos, de forma que €l
96 % de la poblacién estudiada posee € genotipo vacA sla/ ml. En Alemania, € 96 % de
los enfermos afectados de Ulcera péptica poseen un genotipo sl, € 4 % restante son s2,
genotipo que esta presente en & 31 % de los enfermos con dispepsia no ulcerosa. [Marais et
al., 1999]. No obstante, la gran variedad de genotipos realza el papel fisiopatol6gico que
juegan en la enfermedad ul cerosa otros aspectos como la propia susceptibilidad del huésped

o factores ambientales.

La variabilidad a nivel del péptido sefid s esté relacionada con los diferentes niveles de
produccién de citotoxina y se establece como marcador potencia de la virulencia de las
cepas segun su genotipo. Las cepas sla producen los mayores niveles de actividad
citotoxica, seguido de las slb; cepas s2 generamente no producen o a muy bgo nivel,
actividad citotoxica [Atherton et al., 1995]. De forma similar, cepas sla
(independientemente del tipo de region media) se asocian con los mayores niveles de
inflamacién gastrica, mientras las cepas ml (independientemente del tipo de secuencia
sefiad) se asocian con un mayor grado de lesién en el epitelio géstrico [Atherton et al.,
1996].
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La infeccion por cepas cagA + aumentan e riesgo de desarrollar Ulcera duodena y
adenocarcinoma distal géstrico comparado con las infecciones producidas por cepas cagA -
[Blaser, 1996]. Una persona portadora de una cepa cagA +, vacA sla, iceA 1 posee un
mayor riesgo de desarrollar Ulcera duodenal que otra portadora de otros alelos diferentes
paralos genes vacA e iceAy cagA - [Blaser, 1998]. Estudios recientes demuestran que €l
riesgo de adenocarcinoma gastrico proximal decrece en personas infectadas con cepas
cagA - [Chow et al., 1998]. Estos datos confieren una enorme relevancia clinica, a la
tipificacion por biologia molecular de las cepas de Helicobacter pylori, ya que existe una
gran variabilidad entre los aislamientos naturales de H. pylori, como ha podido observarse

por estudios de polimorfismo [van der Ende et al., 1996].

H. pylori posee diferentes mecanismos -mutaciones puntuales, mosaicismo en genes
conservados, pérdida de otros genes, reordenamientos cromosomicos- que contribuyen a su
diversidad genética, generando una heterogeneidad entre la poblacién bacteriana, incluso
intrapaciente, capaz de explicar las diferentes enfermedades vinculadas a la infeccion
[Marais et al, 1999]. Esto, a su vez sugiere una continua evolucion de las cepas en su

adaptacion a nicho ecol 6gico, por la presién selectiva ala que estan sometidas.

No cabe duda que cuando ha sido posible el aisamiento de Helicobacter pylori in vitro, se
ha abierto una nueva via de investigacion. La vinculacién de esta bacteria a enfermedades
de una alta prevalencia en la sociedad como la Ulcera péptica o e cancer gastrico
[Parsonnet et al., 1991], su relacién con otras tan dispares como la cardiopatia isquémica
[Mendal et a., 1994] o € retraso de crecimiento en los nifios [Patel et al., 1994], han
actuado de revulsivo en la busgueda de modelos experimentales que reprodujeran las
circunstancias vitales que ocurren en e hombre, con € proposito de esclarecer los
mecanismos fisiopatol 6gicos més intimos de este microorganimo y su interaccion con su
huésped habitual. Otras enfermedades como la anorexia nerviosa, la rosacea ... se han
venido vinculando también con lainfeccién por H. pylori [Howden et al., 1996] sin que por

el momento existan estudios validos que confirmen estas hipétesis.
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La aparicion de los modelos experimentales en animales son por e momento, la mejor
aproximacion a la situacion fisiopatologica que se produce en € hombre cuando se
encuentra colonizado e infectado por esta bacteria. En un principio los esfuerzos fueron
dirigidos a la busqueday sintesis de una vacuna que resultase efectiva, a disefio de pautas
eficaces de erradicacion de la infeccion o a ensayo de nuevas sustancias antibiéticas. Por
extension, los modelos animales también han ayudado a un meor conocimiento de la
interaccion huésped-bacteria, de los mecanismos de la inmunidad que se ponen en marcha

ante un microorgani Smo que ocupa un nicho tan particular como la capa de moco gastrico.

La colonizacién de la mucosa géstrica en e modelo experimenta animal, esta relacionada
con € genotipo de la cepa, de forma que cepas tox + / cagA + consiguen una tasa de
infeccion superior en ratones, produciendo un infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear,
a diferencia de lo que sucede en & hombre, donde predomina e infiltrado de tipo
polimorfonuclear. En patologia gastroduodenal cronica, las cepas tox +/ cagA + son méas
agresivasen su potencial ulcerogénico, posiblemente debido ala presencia del gen cagA,
gue actuaria como un marcador de patogenicidad, potenciando la actividad citotdxica
vacuolizante de las cepas vacA +. Las cepas cagA - / tox - tienen un menor potencial

ulcerogeénico [Blaser, 1996].

Helicobacter pylori es el agente de la infeccidn cronica més frecuente en el hombre, tras la
caries dental. Este microorganismo causa una intensa reaccion inflamatoria, donde los
factores que sostienen la misma no estan totalmente esclarecidos. H pylori recluta células
inflamatorias que infiltran y lesionan la mucosa géstrica, erigiéndose en €l principa agente
entre las enfermedades inflamatorias crénicas. Uno de los problemas es el desconocimiento
de otras infecciones bacterianas cronicas en € hombre, por 1o que € conocimiento del
proceso inflamatorio o los factores de virulencia de otras enfermedades infecciosas,
dificilmente pueden ser extrapolados a la infeccion por H. pylori. La infeccién estimula la
respuesta inflamatoria local y sistémica gracias a estimulo inmunol 6gico que representa la
difusién de sustancias quimiotécticas a traves del epitelio, que activan los neutréfilos 'y e
resto de células inflamatorias [Kozol et a., 1991, Figura, 1995].
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El hecho de que H. pylori no tenga competidores en su nicho ecoldgico, le proporciona una
ventaja competitiva en su evolucion, mediante una asombrosa habilidad para reorganizar su
genoma, con una amplia variedad genotipicay fenotipica no solo entre cepas, sino también
en un mismo individuo infectado [Owen et a., 1993]. La variabilidad gendmica entre
cepas, puede tener repercusiones en la respuesta inflamatoria provocada por el
microorganismo. Cepas que expresan la citotoxina VacA y la proteina asociada a la
citotoxina CagA, muestran una mayor secrecion de IL-8 por las células del epitelio gastrico
[Cabtree et al., 1994, Ghiara et al., 1995] . La expresion epitelia de IL-8 se encuentra
también regulada por otras citocinas, e TNF-a y la IL-1, producidas por las células

inflamatorias.

El-Omar [EI-Omar et a., 1994] sugiere que la inflamacion es esencia para la
supervivencia de H. pylori, ya que la infeccion se mantiene siempre que persista la
inflamacién. La importancia de las células inflamatorias en e epitelio gastrico ha sido
confirmada por Mezey [Mezey et al., 1992], que ha descrito la presencia de receptores para
histamina, muscarinag, gastrinay dopamina en los inmunocitos (plasmocitos, macrofagos y
céulas T) locdizados en lalamina propia del epitelio géstrico en condiciones normales. La
existencia de inmunocitos en la mucosa gastrica de pacientes infectados por H. pylori,
supera en cantidad €l proceso normal, por lo que resulta factible pensar que lainflamacion

inducida por lainfeccién af ecta la respuesta fisiol 6gica gastrica.

En los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto € papel crucial de las interacciones
leucocito-célula endotelia en la fisiopatologia de la respuesta inflamatoria [Carlos et al.,
1994]. El infiltrado celular propio de los tejidos inflamados es € resultado de complejas
interacciones entre la superficie endotelial y los leucocitos circulantes, que se producen
fundamentalmente a nivel de las vénulas postcapilares. Dichas interacciones, en las que
intervienen tanto moléculas expresadas en la superficie celular endotelia y leucocitaria
(moléculas de adhesion), como productos derivados de la activacion celular (0xido nitrico,
radicales libres de oxigeno) han sido bien caracterizadas in vitro e in vivo [Panés et al.,
1994].
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El fendmeno inflamatorio se inicia con la liberacion de mediadores que inducen la
activacion de células endoteliales. Estos mediadores son producidos por las células
inflamatorias locales (macrofagos, fibroblastos, células cebadas) en respuesta a estimulos
externos o endogenos. Citocinas pro-inflamatorias como €l TNFa, IL-1 e interferén-gamma
gjercen un papel activador sobre las células endoteliales. Esta activacion conduce a la
expresion de moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1) y la produccion de sustancias
quimiotécticas (prostaglandinas, leucotrienos, factor C5a del complemento, PAF,
quimiocinas) gue atraen leucocitos hacia € foco inflamatorio [Sanchez-Madrid et d.,
2000]. Durante €l proceso de extravasacion de leucocitos, distintos receptores de adhesion
participan de un modo cooperativo y secuencia en las diferentes etapas de la interaccion de

|os leucocitos con € endotelio.

En dichas interacciones, inicialmente se produce una marginacion de los leucocitos hacia la
periferia de la luz venular, donde pueden establecer interacciones débiles mediadas
basicamente por selectinas, produciéndose e fendmeno de rodamiento o “rolling”
leucocitario sobre las células endoteliales. El siguiente paso es la adhesion firme de los
leucocitos a endotelio, regulada por B, integrinas (especia mente CD11/CD18) y moléculas
de adhesién intercelular (ICAM-1y VCAM-1). Tras la adhesion se produce la migracion
leucocitaria al espacio intersticial, que puede producirse por las uniones inter-endoteliales o
através de las céulas endoteliales, proceso mediado por las moléculas de adhesion ICAM
y PECAM [Crowe et al., 1995, Enders et al., 1995]. En la actualidad se dispone de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra estas moléculas, 10 que ha permitido determinar

su nivel de expresion y su importancia en distintos model os de inflamacion.

Hasta la actualidad, el papel de la respuesta inflamatoria en |a patogenia de las lesiones
asociadas a la infeccion por Helicobacter pylori se ha estudiado mediante modelos
experimentales que difieren de forma sustancial de la situacion clinica rea. Sin embargo,
dichos estudios han permitido obtener suficientes evidencias que otorgan a la respuesta
inflamatoria un papel clave en la patogenia de lainfeccion. Se ha conseguido reproducir en
el ratén un modelo experimental de colonizacion por H. pylori que comporta el desarrollo
de fendmenos inflamatorios en la mucosa géstrica murina [Marchetti et al., 1995].

Utilizando dicho modelo y mediante técnicas de microscopia intravital especificamente
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adaptadas a estudio de la microcirculacion gastrica, se han podido efectuar estudios que
demuestran que la infeccidén por H. pylori comporta en € ratdn un incremento en los

fendmenos de “rolling” leucocitario dependiente de la expresién de selectina P plaguetar.

En animales inoculados con H. pylori y en pacientes infectados de forma cronica por este
microorganismo se ha podido comprobar que existen marcados fendmenos de activacion
plaquetar, traducidos en un incremento significativo en la expresion de la molécula de
adhesion selectina P en las plaquetas circulantes. La activacion plaquetar constituye un
paso previo a su agregacion y juega un papel prominente en la fisiopatologia de la
aterosclerosisy en e desarrollo de fendbmenos i squémicos coronarios agudos [Mendal et al.,
1994]. La demostracion de la existencia de fendmenos de activacion plaguetar en la
infeccion por H. pylori, no solo proporciona informacién sobre los mecanismos celulares
involucrados en e dafio loca asociado a la infeccion sino que permite ofrecer un nexo
fisiopatol 6gico para la asociacion epidemiol dgica propuesta entre la infeccion por H. pylori

y la cardiopatiaisgquémica.

Se desconoce € significado de la activacion plaguetar en la infeccion por H. pylori y s
traduce una participacion activa de las plaguetas en los fendmenos inflamatorios
desencadenados por la infeccion o, por e contrario, supone un marcador de otros
fendmenos. Las interacciones leucocito-plaqueta-endotelio en otras situaciones patol ogicas
como e shock séptico poseen una especial relevancia ya que permiten la sintesis
transcelular de leucotrienos 0 tromboxanos [Frenette et al., 1995]; ademas, existen
evidencias de que las plaguetas pueden ser activadas por |os leucocitos, y éstos a su vez,
pueden activarse generando radicales libres de oxigeno [Colli et al., 1996] o PAF [Elstad et

al., 1995] tras contactar con plaquetas activadas.

Por otro lado, en diversos modelos experimentales de dafio gastrico se ha comprobado €
papel crucial que en su desarrollo juegan las alteraciones del flujo sanguineo de la mucosa
gastrica [Panés et a., 1994]. Sin embargo, hasta la actualidad no se han aportado datos
concluyentes sobre la existencia de ateraciones del flujo sanguineo asociados a la
colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori, y a posible papel que pueda jugar en
ellos la sintesis de Oxido nitrico o la activacion de factores de transcripcién como NF-kB o
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AP-1 involucrados en laregulacion de la expresion de éste y otros enzimas. Cadavez existe
mas controversia sobre €l posible efecto potenciador o protector de la colonizacion de la

mucosa géastrica por H. pylori sobre el dafio inducido por AINES.

A pesar de que algunos autores sugieren la existencia de un efecto potenciador, datos
recientes, incluyendo estudios de nuestro grupo sobre el modelo experimental de infeccion
por H. pylori, indican que la infeccién por Helicobacter podria proteger del dafio inducido
por AINES, en las fases méas precoces de la infeccion, donde la hiperemia de la mucosa
gastricay el aumento de produccion de éxido nitrico contrarrestarian €l efecto potenciador
de lalesidon por AINEs [Elizalde et a., 1999]. Estos datos sugieren que la lesion géstrica
inducida por AINEs cambia en el curso de la infeccion por H. pylori, probablemente
dependiendo de la reaccion inflamatoria subyacente desencadenada por la bacteria, aunque

se desconocen |os mecanismos através de los cudes tendrialugar estainteraccion.

Se ha sugerido la necesidad de tratar la infeccién por H. pylori en sujetos que toman
AINEs. Los pacientes infectados tienen mayores niveles de prostaglandinas en la mucosa
gastroduodenal y esto puede reducir e efecto de los AINEs y potenciar €l efecto
antiulceroso de los antisecretores. La eliminaciéon de H. pylori no es mejor que la ausencia
de tratamiento en la prevencion de la recidiva ulcerosa. El tratamiento de mantenimiento
con omeprazol es més eficaz que la erradicacion de la infeccion en la prevencion de las
complicaciones. En e momento actual y con los estudios disponibles, se recomienda no
erradicar H. pylori en sujetos con antecedentes de Ulcera que precisen tomar AINES
[Hawkey et a., 1998, Yeomans et al., 1998] .

Durante los Ultimos afios se ha postulado que la colonizacion de la mucosa gastrica por
Helicobacter pylori constituiria un factor de riesgo no solo para la enfermedad ulcerosa
péptica, sino también para otras patologias distantes, incluyendo diversas enfermedades
cardiovasculares. Los mecanismos fisiopatologicos responsables de dicha asociacion no
han sido totalmente establecidos, aunque los datos indican que la presencia del germen en
la mucosa géstrica condiciona un estado de activacion plaquetar que, por otro lado, se ha

visto involucrada en |la fisiopatol ogia de las | esiones coronarias.
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Mejorar nuestro conocimiento acerca de la cascada inflamatoria puede conducir a
eclarecer e papel de H. pylori en la patogénesis de determinadas enfermedades y

sindromes, cuya etiol ogia es hasta hoy desconocida.

VI. CONCLUSIONES

Objetivo 1

1- El método utilizado en la esterilizacién (Oxido de etileno, glutaradehido o
glutaraldehido fenolato) de las pinzas de biopsia, no se ha demostrado como una causa de
falsos negativos en la recuperacion de aisamientos de Helicobacter pylori a partir de

muestras de mucosa géastrica.

Objetivo 2

2.- Las técnicas de biologia molecular permiten genotipificar las cepas de Helicobacter
pylori, de forma que existe una gran diversidad de genotipos entre las cepas aisladas en

nuestro medio.

3.- Todos los aisamientos de Helicobacter pylori estudiados presentan el gen vacA, y
aproximadamente la mitad, presentan el gen cagA. El genotipo vacA sl/ml / cagA +, se

asocia con laformacién de vacuolas en lineas de cultivo celular (tox +).

Objetivo 3

4.- La inoculacion de ratones con aisamientos frescos de Helicobacter pylori permite
disponer de un modelo experimental animal que reproduce la patologia gastroduodenal

observada en € hombre.

5.- La capacidad de las cepas de Helicobacter pylori para colonizar la mucosa gastrica del
modelo animal en ratdn, depende del genotipo de la cepa. Cepas con los marcadores de
patogenicidad cagA asi como la citotoxina, muestran un 70 % de colonizacién, frente al

33 % cuando ambos marcadores estan ausentes.
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6.- En lainfeccion por Helicobacter pylori existen diferencias en la respuesta inflamatoria
de la mucosa géastrica en € modelo anima respecto a la observada en € hombre. El
infiltrado celular muestra un predominio de células mononucleares en €l ratén, mientras en

el hombre predominan los leucocitos polimorfonucl eares.

Objetivo 4

7.- La infeccion por Helicobacter pylori induce la aparicion de leucocitos rodantes, asi
como la formacién de agregados plaguetarios y leucocito-plaguetarios en la

microcirculacion gastrica del modelo animal en ratén.

8.- En la aparicion del fendbmeno del “rolling” leucocitario y en la formacion de agregados
leucocito-plaguetarios se encuentran implicadas las moléculas de adhesion selectina L y
selectina P, pero no selectina E.

9.- Los agregados plaquetarios circulantes y las plaguetas activadas también se detectan en
pacientes con infeccién por Helicobacter pylori, y representan factores potenciales que
contribuyen ala disfuncion de la microcirculaciéon y de lainflamacién celular asociada a la

fisiopatologia de las enfermedades rel acionadas con H. pylori.
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Anexo

VIII. DIRECCIONESDE INTERNET

http://mmw.helico.com
Informacion general sobre lainfeccion por Helicobacter pylori.

http: //mww.cdc.gov/ul cer
Web del Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Informacién actualizada sobre

laulcera pépticay su impacto socioeconémico en Estados Unidos.
http://mww.tigr.or g/tdb/mdb/hpdb.html
Secuencia gendmica completa y alineamiento de familia de genes de Helicobacter pylori

26695. La secuencia se encuentra depositada en € banco de genes con el nimero de acceso
AEQ000511.

Ultimo acceso confirmado en fecha 10/4/2001
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