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I. Introduccién:

Se calcula que Helicobacter pylori infecta entre el 50 y el 75% de la poblacién
mundial, En poblacion adulta la prevalencia de la infeccion oscila entre el 20 y el
40% en paises desarrollados en contraste con el 60 al 80%, en los paises en via
de desarrollo. [1] De cada 10 personas infectadas, sélo 1 sufre enfermedad y 9
nunca la desarrollan. La infeccidn por este patégeno se ha asociado con el
desarrollo de gastritis (92% relacionado con la bacteria)[3], Ulcera péptica (gastrica

o duodenal),cancer gastrico(3.008 muertes/3.959 casos)[2] y con el desarrollo de
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un tipo especial de linfoma. La Organizaciéon Mundial de la Salud, ha clasificado a

dicho patégeno como agente bioldgico carcindgeno para el hombre (categorial).
Planteamiento del problemay justificacion:

Basados en estos datos se han realizado en el pais diversas investigaciones en el
area microbiolégica respecto Helicobacter pylori que han logrado un adecuado
aislamiento y crecimiento de la bacteria, actualmente pocas universidades en
Bogota cuentan con un cepario de H. pylori debidamente cultivado y caracterizado
microbiolégicamente. La ausencia de este recurso impide el desarrollo de
investigaciones que impliquen la extraccion de su genoma, su utilizacion en
diversas investigaciones de resistencia o la elaboracion de modelos metabdlicos

entre otros.

Por tanto dentro de este proyecto desarrollaremos un cepario de Helicobacter
pylori y describiremos la cinética de crecimiento de la bacteria obtenida a partir de
biopsias gastricas de pacientes diagnosticados con gastritis, Ulcera péptica, cancer
gastrico y persona asintomatica infectada en la Clinica Vascular Navarra
(Institucién numero uno)
y Hospital de Engativa Il nivel E.S.E. (Institucion niamero dos) Bogota-Colombia
2012 —2013.

Este trabajo de grado en desarrollo se enmarca dentro del proyecto
“‘Reconstruccion de un modelo metabdlico computacional a partir del genoma de
cepas nativas bogotanas de Helicobacter pylori: identificacion de genes
esenciales.” Aprobado con fecha 1 de agosto de 2012 por parte de la universidad
de ciencias aplicadas y ambientales U.D.C.A

Objetivo general:

Desarrollar un cepario de Helicobacter pylori a partir de aislamientos obtenidos de

biopsias gastricas de casos clinicos puntuales.

Objetivos especificos:



» Describir la casuistica y frecuencia de los diagnésticos encontrados
durante endoscopia de obtencién de la biopsia gastrica.

+ Describir mediante gréaficas la cinética de crecimiento de las cepas de
Helicobacter pylori que se logren aislar en dos medios de cultivos estandar.

» Desarrollar una base de datos del cepario.

Referente tebérico:

HELICOBACTER PYLORI

Hace mas de 20 afios que Barry Marshall y Robin Warren médicos australianos en
1983 descubrieron y cultivaron en mucosa gastrica humana una bacteria Gram
negativa y curvo conocida actualmente como Helicobacter pylori que se encuentra
en la mucosa géastrica del humano y que se ha asociado con diferentes
enfermedades digestivas.[4][5]Es conocida la implicacién fisiopatolégica de esta
bacteria en la gastritis crénica activa, ademas es uno de los factores que
intervienen en la etiologia multifactorial de la Ulcera péptica, el Adenocarcinoma
gastrico y el linfoma tipo MALT (Mucosa Linfoide Asociada a Tejido) de bajo grado
de malignidad.[4][5] En 1994 la Organizacién Mundial de la Salud(OMS) lo

identifico entre los agentes carcinégenos tipo 1[6]

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo que ha colonizado en forma natural
a los seres humanos desde hace al mas o menos 10.000 afios. No es invasor, con
forma de espiral y sus flagelos proporcionan movilidad en el entorno de la mucosa,
este microorganismo tiene diversos mecanismos de resistencia como es la del
acido como es la expresion de ureasa encargada la hidrélisis de urea para

producir amoniaco que amortigua la acidez gastrica. [7]

En Colombia se han desarrollado multiples estudios de genoatipificacion se sabe
gue la prevalencia de cepas de Helicobacter pylori aisladas a partir de biopsias

estomacales fue de 69.1%, siendo regiones representativas del pais Tunja 99.1%,



Manizales 85.5%, costa atlantica con 65.4% y zona andina con 69.5%.
Adicionalmente, en este estudio se identificé una correlacion positiva entre edad y
el tipo de lesion ya que con el envejecimiento disminuye el diagnostico para
gastritis no atrofica y mucosa gastrica normal. Mientras que para pacientes con
diagnoéstico de gastritis atrofica multifocal, cancer y Ulcera géastrica la prevalencia
aumentd de manera proporcional a la edad. Para la ciudad de Bogota se reporta
que el 70% de la poblacién esta infectado con el microorganismo. [8]

Il. Metodologia:
UNIDADES DE ESTUDIO

+ Todas las cepas de la bacteria que puedan ser aisladas a partir de biopsias
de pacientes a quienes se realizé endoscopia de vias digestivas altas y
recibieron diagndstico de gastritis, Ulcera péptica, cancer gastrico y persona
asintomatica infectada durante el periodo de 2012 a 2013 en la Clinica

Vascular Navarra y el Hospital Occidente Kennedy Il nivel E.S.E.
Tipo de Estudio

» El presente trabajo aplica un componente de investigacion basica que sera
realizado en el laboratorio de biologia molecular de la U.D.C.A buscando
describir la cinética de crecimiento de las diferentes cepas de Helicobacter
pylori aisladas a partir de biopsias géastricas de casos especificos de:
gastritis, Ulcera péptica, cancer gastrico y persona asintomatica infectada. Y
un segundo componente descriptivo de serie de casos sobre las patologias

puntuales.

CRITERIOS DE INCLUSION Y DE e Edad entre 18 y 70 afos

EXCLUSION:
¢ Realizacion de endoscopia de

o vias digestiva altas
Casos clinicos )
o _ _ (esofagogastroduodenoscopia)
Criterios de inclusion:



No haber recibido tratamiento
previo para erradicacion de
Helicobacter pylori, ni
medicamentos anti-secretores
durante las 24 horas antes de

la toma de biopsia.

Diagnostico positivo de cancer
géastrico, Ulcera o0 gastritis
establecido por
gastroenterdlogo de novo o
realizado anteriormente sin
haber recibido tratamiento para

Su patologia
Toma de biopsia de lesion.

Crecimiento de Helicobacter

pylori en muestra procesada

Haber firmado consentimiento
informado y autorizaciones de

toma de muestra

Criterios exclusion:

Presentar enfermedades
sistémicas severas
(insuficiencia renal cronica,
insuficiencia cardiaca
descompensada, insuficiencia
respiratoria, tumores,

enfermedades malignas)

Presentar patologias
adicionales a las evaluadas a

nivel de esoéfago, estbmago o

duodeno

Presentar patologias como
Inmunosupresion  (VIH/Sida,
guimioterapia)

Recibir terapia de

anticoagulacion o presentar

hemorragia gastrointestinal
activa o sangre en la cavidad

gastrica

No aceptar participar en el

estudio.

Casos asintomaticos

Criterios de inclusion:

Edad entre 18 y 70 afios

Presentar enfermedades
sistémicas severas
(insuficiencia renal cronica,
insuficiencia cardiaca
descompensada, insuficiencia
respiratoria, tumores,

enfermedades malignas)

No presentar ninguna

patologia a nivel de esofago,



estbmago o0 duodeno ni

sintomatologia asociada

No haber recibido tratamiento
previo para erradicacion de
Helicobacter pylori, ni
medicamentos anti-secretores
durante las 24 horas antes de

la toma de biopsia.
Toma de biopsia gastrica.

Crecimiento de Helicobacter

pylori en muestra obtenida.

Haber firmado consentimiento
informado y autorizaciones de

toma de muestra

Criterios de exclusion:

Presentar enfermedades
concomitantes serias
(insuficiencia renal crénica,
insuficiencia cardiaca
descompensada, insuficiencia
respiratoria, tumores,

enfermedades malignas)

Haber recibido cirugia gastrica

previa

Mujeres en embarazo o

lactantes

Tener diagndstico de

enfermedades psiquiatricas

Presentar adicciones a drogas
o alcohol.
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PLAN ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el efecto de los cultivo en cada cepa se empleard las pruebas de
Kruskal-Wallis y la prueba de Friedman. Adicionalmente para comparar la
distribucion de toda variables fue utilizada la prueba de Wilcoxon y se considerara

un valor p 0.05 como estadisticamente significativo [6]

Para las variables: cepa y frecuencia diagndstica se utilizara un analisis de
frecuencia para cada una de los posibles valores los cuales seran presentadas en

tablas.

ASPECTOS ETICOS

Dando cumplimiento a los aspectos éticos del macroproyécto y en razon que el
presente trabajo se origina del mismo, se toma textualmente las consideraciones
éticas: “Siguiendo el articulo 11 la presente investigacion se clasifica como una
investigacién con riesgo minimo ya que se necesita una biopsia gastrica extraida
de los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion de la presente
propuesta de investigacion (Ver metodologia). En resumen, esta muestra sera
tomada del paciente que haya sido remitido a especialista gastroenterélogo y para
el cual la endoscopia sea un procedimiento medico necesario para diagnosticar
una enfermedad géstrica puntual. Ningun procedimiento medico se llevara a cabo
por los investigadores de la propuesta y solo se desarrollaran en la entidad medica
que decida participar de la investigacion. Se reitera que en los laboratorios de la
Universidad de Ciencias Ambientales y Aplicadas solo trabajaremos con la
muestra (Biopsia) del paciente y en ningldn momento se haradn procedimientos

meédicos diagnosticos especializados.”
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Ill. Resultados:

Resultados metodologicos:

Toma y trasporte de muestras: Se realizara endoscopia de vias digestivas alta
en consulta privada del especialista. Se empleara un equipo GIF Olympus Tips
ES/S45 y pinzas Olympus FB-21K. Los endoscopios y las pinzas fueron
desinfectados desde el dia anterior a la toma de muestra con glutaraldehido al 3%

y fueron enjuagados posteriormente con agua destilada estéril.

Después de cumplir criterios de inclusion se procedera a la toma de biopsias
segun el protocol6 de Sidney del 2009 a saber: 2 muestras antrales: A)2-3cm
Piloro con Curvatura Mayor , B)2-3 cm del Piloro con Curvatura Menor; 2 muestras
corpus: C)Desde 8 cm distales del cardias con Curvatura Mayor, D)Desde 8 cm
distales del cardias con Curvatura Menor; E)1 Muestra del Incisura Angular; y F)1
muestras adicional en la region adyacente a la localizacion de la lesion. [9]

Las biopsias seran colocadas en caldo Campylobacter o Tioglucanato o Brucella o
Campylobacter con sangre al 7% y antibiéticos selectivos en un tubo falcén de
15ml y seran transportados a 8°C en una nevera de Icopor portable. Y llevadas a

las instalaciones de la U.D.C.A dentro de las primeras 6 horas.

Criterios endoscépicos para la obtencién de muestras: Mucosa Enrojecida con
imagenes endoscopicas eritematosas compatible con gastritis, lesion tipo ulcera
pepitica compatible con Ulcera, lesion tipo tumoral, coliflor o lisa, herniacion de la
mucosa sangrante o no sangrante compatible con cancer gastrico o0 mucosa sana
compatible con condiciones normales de la mucosa gastrica en el caso del
infectado asintomatico. Cada caso tendra un registro del diagnostico clinico del

especialista con firma y sello, adjunto lista de criterios anteriormente mencionada
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donde se evidencia que cumple con ellos y por ultimo consentimiento informado y

autorizacion firmada por el posible donante.

Procedimientos microbiolégicos: Una vez las muestras estén en laboratorio
seran sometida a test de ureasa rapida (Corpogen) y posteriormente seran
cultivadas en sistema de crecimiento anaerobico (Gaspak pouch BBL) y cultivadas
durante 3 a 5 dias a 37°C.

Cultivo: Después de 3 a 5 dias se tomara una muestra directamente de los caldos
primarios con asa bacteriolégica estéril y se realizaran pases en Agar Brucella y/o
Columbia suplementado con Isovitalex, sangre de caballo o cordero al 7% y
antibiéticos selectivos. Posteriormente, las muestras se llevaran a condiciones

anaerobicas ya mencionadas.

Pruebas bioquimicas: Se realizaran prueba de Ureasa (Corpogen), Oxidasa
(Oxoid) y la catalasa con peréxido de hidrogeno. Los aislamientos compatibles con
la especie Helicobacter pylori deben ser positivos para estas tres bioquimicas.
Estas pruebas se realizaran tanto desde colonia como desde una suspension
precipitada del caldo Campylobacter durante tres repigues sucesivos. (Un repique
cada 3-5 dias segun crecimiento y formacién de colonias y precipitados).

Identificacién de Helicobacter pylori y Coloraciéon de Gram: Al cabo de 3-5
dias del tercer repique cumpliendo las condiciones de incubaciéon microaerofilicas
y a una temperatura de 37°C se observaran las colonias pequefas, blanquecinas
y puntifomes. La tincibn Gram determinara si son Gram negativos y con formas

cocoides o bacilares tipicas de la bacteria.
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Biologia molecular: Dentro de las pruebas de caracterizacion de las cepas del se

realizara la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de un

fragmento del gen 16S de Helicobacter pylori para posteriores analisis.

Resultados descriptivos:

Hasta la fecha se han logrado asistir a 92 procedimientos endoscopicos, durante
los cuales se obtuvieron 43 muestras de la institucion nimero uno y 17 muestras
de la institucion namero dos, 2 muestras se obtuvieron de otras IPS donde se
donaron directamente por los participantes, con la extraccion de 3 a 7 biopsias por
participante. Los 30 pacientes restantes no autorizaron su participacion o
presentaron criterios de exclusion  (Paciente ansioso — no colaborador,
gastrectomia total, gastrostomia, colocacion de sonda naso gastrica, dilatacion de
es6fago, paciente anti coagulado, esofagitis, tumor esdéfago, Ulcera sangrante,
sindrome de Mallory Weiss, insuficiencia renal, hernia hiatal, antecedente de
quimioterapia en el dltimo mes). Los diagndsticos instaurados son de gastritis 43
pacientes, de las cuales 22 son gastritis eritematosa antral, 7 son gastritis erosiva
aguda y cronica Antral, 11 son gastritis cronica Antral, 1 es gastritis alcalina, 1 es
gastritis crénica micro nodular y otra es gastritis folicular, desde el punto de vista
endoscoépico, por otro lado de ulcera péptica 3 pacientes, de cancer gastrico 7
pacientes de los cuales 2 son Adenocarcinoma, 2 es cancer gastro-esofagico
(Adenoescamoso) y 3 son cancer linfoma gastrico(Linfoma no Hodgkin Difuso
células B Grandes), y 9 casos son infectados asintomaticos con mucosa sana. En
las caracterizaciones hechas hasta el momento y que se encuentran en proceso
de los 62 muestras obtenidas existe alrededor de un 58.06% que son positivas es
decir 36 muestras son microbioldgicamente y molecularmente con 16S por PCR

positivas para Helicobacter pylori.

IV. Conclusiones:
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Cualitativamente el Helicobacter pylori aislado de las muestras ha crecido en todos

los medios de cultivos sin una diferencia marcada, la gastritis hasta el momento
es el diagnostico mas comun durante la realizacion de EVDA.
Dentro de las conclusiones es importante mencionar los resultados que se
esperan obtener cuando se finalicé el proyecto como son; desarrollar un cepario
que se caracterice por criterios de calidad y rigurosa caracterizacion
microbiolégica y molecular, una vez terminado el muestreo y caracterizacion del
cepario se procederd a determinar las curvas de cinética de crecimiento de cada
cepa caracterizada.
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