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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo, curvado
y microaerofilico que se encuentra en la mucosa
gastrica del estbmago humano asociado a diferentes
enfermedades digestivas. H. pylori tiene una
morfologia espiral en forma de sacacorchos cuando se
encuentra en la mucosa gastrica y menos espiral
cuando crece en medios artificiales. Presenta unas
dimensiones de 0,5 a 1,0 um de ancho y de 3 um de
largo y las caracteristicas estructurales tipicas de los
bacilos gramnegativos, con una membrana externa.
Tiene de 4 a 8 flagelos polares, fundamentales para su
movilidad, y que estan recubiertos por una vaina de
estructura lipidica, igual que la membrana externa, que
parece tener la misién de proteger a los flagelos de su
degradacion por el medio &cido. Su caracteristica
bioguimica mas importante es la ureasa,
considerablemente mas potente que la de otras
bacterias. Tiene otras dos enzimas muy Utiles para su
identificacién cuando crece en medios de cultivo que
son la oxidasa y la catalasa.

La infeccién por H. pylori es una de las mas comunes
en el hombre y aunque ocurre en todo el mundo, es
mas frecuente en los paises en desarrollo y la
prevalencia disminuye cuando aumenta el nivel
socioeconomico.

La adquisicion natural de H. pylori ocurre con
frecuencia en la infancia y una vez que se establece, la
infeccion persiste durante toda la vida, aunque también
se ha descrito su eliminacion natural. Se considera que
su adquisicion es por contacto interpersonal, aunque el
contacto con animales o con agua contaminada
también se han considerado ocasionalmente como
fuentes potenciales de infeccion.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS

Cuando H. pylori coloniza la mucosa géastrica humana
produce una gastritis superficial que puede
permanecer asi durante el resto de la vida o bien, al
cabo de aflos o décadas desarrollar un Ulcera péptica
(duodenal o gastrica) o una gastritis atréfica que podria
ser el primer paso para la evolucién a cancer gastrico.
También puede desarrollarse un tipo de linfoma, poco
frecuente, que es el linfoma gastrico tipo MALT
(mucosa associated lymphoid tissue).

Todavia no se conoce claramente por qué en unos
pacientes la enfermedad es casi asintomatica mientras
que en otros se producen enfermedades digestivas de
diferente gravedad. Existen factores genéticos
predisponentes en el paciente, como el grupo
sanguineo, el tipo de antigeno Lewis o el tipo de HLA.
También existen factores ambientales como las
condiciones socioecondmicas, el consumo de tabaco o
la dieta (la ingestidon de sal actia como factor agresivo
de la mucosa mientras que el consumo de alimentos
anti-oxidantes actia como factor protector), que
pueden influir en el desarrollo de un tipo u otro de
enfermedad. Por otro lado, los factores de

patogenicidad de la propia bacteria pueden tener su
efecto en el desarrollo de la enfermedad.

2.1. Gastritis

La gastritis que se origina después de la infeccién por
H. pylori puede desarrollarse sin manifestaciones o
bien originar la expresién clinica propia de gastritis
aguda (dolor epigastrico, nalseas y vomitos). La
gastritis aguda por H. pylori es un diagndstico poco
frecuente y cuando se ha descrito ha sido tras
ingestion accidental o en voluntarios. Su curso es de 7
a 10 dias y puede evolucionar a la eliminacion
espontanea de H. pylori 0, mas frecuentemente, a su
cronicidad.

La gastritis crénica se caracteriza por infiltracion
inflamatoria crénica, constituida por linfocitos y células
plasmaticas, con presencia de foliculos linfoides y un
grado variable de actividad (infiltracién inflamatoria
aguda). La gastritis crénica por H. pylori es un proceso
dinamico que evoluciona hacia la atrofia que afecta al
antro y a la mucosa transicional y se extiende en
direccion al cuerpo. También se puede asociar a
metaplasia intestinal como respuesta a la agresion
cronica. En areas metaplasicas no se detecta H. pylori
y la inflamacién es menor que en las no metaplasicas.
La atrofia y la metaplasia son dos procesos diferentes
que pueden presentarse de forma independiente.

2.2. Ulcera péptica

La asociacion de H. pylori con la Ulcera duodenal es
clara ya que el 90-95% de los pacientes con Ulcera
duodenal presentan este microorganismo y la Ulcera
cicatriza al erradicar la bacteria. Con respecto a la
Ulcera gastrica también existe una clara relacion
aunque solo un 70% de este tipo de Ulcera esta
asociado con la presencia de H. pylori, debido a que el
resto de ellas estan producidas por consumo de anti-
inflamatorios no esteroides.

2.3. Cancer gastrico

En el afio 1994 la Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer de la Organizacion Mundial de
la Salud (IARC) incluyé a H. pylori como agente
biolégico carcind6geno para el hombre (categoria 1)
basandose en evidencias epidemiolégicas que le
asocian con cancer gastrico.

Por otra parte el papel de H. pylori en el céancer
gastrico también se comprende porque la gastritis
cronica es un factor de riesgo para el desarrollo de
este tipo de cancer. Ademas, el 70% de los pacientes
con cancer gastrico son positivos para H. pylori.

2.4. Linfoma gastrico tipo MALT

El 90% de los pacientes con linfoma MALT son
positivos para H. pylori. Es un tipo de linfoma que se
localiza preferentemente en el antro del estdmago,
dado que es la zona donde existe mas tejido linfoide.
Ademas, varios estudios apoyan la asociacién de H.

2



pylori con esta enfermedad puesto que tras la
erradicacion de la bacteria se ha observado la
regresion del linfoma.

2.5. Manifestaciones extradigestivas

Se ha intentado asociar la infeccion por H. pylori con
diferentes enfermedades no digestivas como
cardiovasculares (aterosclerosis, cefalea primaria,
fenomeno de Raynaud primario), de piel (rosacea,
alopecia areata, urticaria idiopatica  cronica),
autoinmunes (Sindrome de Sjogren, neuropatia
isquémica Optica anterior no arteritica), hepaticas
(encefalopatia hepatica) y respiratorias (bronquitis
crénica, asma bronquial, cancer de pulmaon).

3. TRATAMIENTO
3.1. Indicaciones de tratamiento
En los dltimos afios se han realizado diferentes
reuniones de consenso sobre la infeccidn por H. pylori.
Entre ellas destacan la del Instituto Nacional de Salud
de EE.UU. por ser el primero que recomendd el
tratamiento erradicador en pacientes infectados por H.
pylori y Ulcera duodenal, pero también las que se
realizaron en Canada en 1997 y 1999, el Consenso
Asiatico (Asia Pacific Consensus Conference, 1999), el
Consenso Latino-americano (2000), el Consenso
Europeo (Europeo: Maastrich Consensus, 1997 vy
2000), y el Consenso Espafiol (1999).
El Consenso de Maastrich del afio 2000 considera que
existe una indicacién clara de tratamiento en el caso
de:

(a) enfermedad ulcerosa péptica: duodenal activa

o cicatrizada, gastrica o complicada,

(b) linfoma MALT de bajo grado,

(c) gastritis atrdfica,

(d) reseccion después de cancer gastrico.
El Consenso Espafiol realizado en 1999 recomienda
también tratamiento en la duodenitis erosiva y el de
Maastrich considera una indicacion clara para
diagnosticar y tratar:

(@) los familiares en primer grado de pacientes

con cancer gastrico,

(b) por deseo del paciente.
Seria una indicacidon posible de tratamiento los
pacientes con dispepsia funcional, con enfermedad por
reflujo gastroesofagico o los pacientes que toman
AINEs aunque estos temas son mas discutibles.

3.2. Pautas de tratamiento

Las pautas de tratamiento para erradicar H. pylori
combinan 2 o 3 antimicrobianos junto con un
compuesto anti-ulceroso, que permite modificar el pH
para que actie el antibidtico. Numerosos
antimicrobianos han demostrado actividad in vitro
frente a H. pylori. Sin embargo, cuando se han
aplicado en pautas de tratamiento han demostrado
escasa actividad. Entre los antimicrobianos que han
mostrado buena utilidad clinica se encuentran:

amoxicilina, tetraciclina, metronidazol y claritromicina.
La furazolidona, rifabutina o las fluoroquinolonas son
otras opciones terapéuticas.

Entre los compuestos anti-ulcerosos se han utilizado
con preferencia inhibidores de la bomba de protones
(IBP) (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol,
esomeprazol), seguido de compuestos de bhismuto
(citrato de bismuto, salicilato de bismuto, RBC:
ranitidina citrato de bismuto) y en mucha menor
frecuencia los antagonistas de los receptores Hp
(ranitidina, cimetidina, famotidina, etc).

La duracion de la terapia habitual ha sido de 7 a 10
dias, aunque algunos autores han probado pautas
cortas, de 3 a 5 dias que incluyen 3 antibidticos y otros
recomiendan pautas largas, de mas de 10 dias.

Antes de iniciar una pauta de tratamiento se debe
considerar el porcentaje de resistencia a los
antimicrobianos en esa poblacion o area geografica.
Se recomienda la pauta de tratamiento triple con un
IBP y dos antimicrobianos como primera opcion. Si
este tratamiento falla, se debe evitar repetir dos veces
la misma pauta y recomienda realizar estudios
microbiolégicos antes de iniciar una nueva pauta.

La primera pauta eficaz utilizada fue la "triple clasica"
que asocia un imidazol (metronidazol o tinidazol) con
tetraciclina y amoxicilina durante dos semanas. Esta
fue sustituida por otras que combinan un IBP
(normalmente  omeprazol) con dos antibiéticos
(fundamentalmente  amoxicilina, claritromicina vy
metronidazol). Son mas féaciles y cédmodas para el
paciente, logrando tasas de erradicacién superiores al
90%. La asociacibn de un IBP (generalmente
omeprazol) con claritromicina y amoxicilina (conocida
como la OCA) es la pauta mas utilizada. También se
puede utilizar una triple terapia con un IBP, amoxicilina
y metronidazol. Es preferible reservar la pauta que
incluye IBP con metronidazol y claritromicina como de
segunda linea para evitar que se pueda desarrollar
resistencia a los dos antimicrobianos.

La combinacién de un IBP y dos antibiéticos con las
sales de bismuto se conoce como "terapia cuadruple”,
alcanza altas tasas de erradicacion pero debe
reservarse también para cuando fallen otras terapias.
Recientemente se han propuesto pautas que asocian
un IBP con farmacos como rifabutina o levofloxacino y
amoxicilina, aunque con ellas se tiene todavia poca
experiencia.

3.3. Causas de fracaso del tratamiento

En el fracaso del tratamiento pueden intervenir factores
relacionados con el mismo tratamiento, factores del
paciente y factores de las cepas. Entre los primeros
podemos citar las dosis inadecuadas, una duracién
incorrecta del tratamiento y el tipo y la dosis del
inhibidor de la bomba de protones utilizado. Entre los
factores del paciente destaca el cumplimiento del
tratamiento (por el elevado nimero de dosis, por los
efectos secundarios, etc) y el pais donde se realizé el
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ensayo. Entre los factores del microorganismo es muy
importante la resistencia a los antibiéticos y quizéa las
caracteristicas particulares de la cepa.

El desarrollo de resistencia a amoxicilina y tetraciclina
es poco frecuente. Sin embargo, la resistencia al
metronidazol es muy elevada en algunas poblaciones y
a la claritromicina estd aumentando en diferentes
poblaciones, siendo un problema cada vez mayor. La
infeccién por cepas resistentes a claritromicina o a
metronidazol supone una importante contrariedad
porque se relaciona con fallo del tratamiento.

4. DIAGNOSTICO

Para diagnosticar la infeccién por H. pylori se pueden
realizar métodos invasivos (requieren endoscopia con
toma de biopsia gastrica) 0 métodos no invasivos (no
requieren endoscopia previa).

A la hora de elegir uno u otro método hay que tener en
cuenta el objetivo del diagnéstico (epidemioldgico,
diagnéstico o de seguimiento), el centro en el que nos
encontramos (experiencia del personal y disponibilidad
de medios) y las caracteristicas del paciente
(prevalencia de H. pylori en la poblacién, edad del
paciente, medicacion previa, etc). No se debe olvidar
que mientras que todos los métodos pueden servir
para diagnosticar la infeccion por H. pylori (con
diferentes porcentajes de sensibilidad y especificidad),
la endoscopia con toma de biopsia para estudio
histolégico permite ademas diagnosticar el tipo de
enfermedad. Por otra parte, el cultivo es imprescindible
para conocer la sensibilidad a los antimicrobianos, con
el fin de aplicar el tratamiento mas efectivo en cada
paciente, pero también para conocer los porcentajes
de sensibilidad en cada poblacion.

4.1. Histologia y visidn microscopica

El estudio histoldgico de la biopsia permite conocer las
lesiones de la mucosa ademéas de detectar la infeccion
por H. pylori. La confirmacién histolégica de la
inflamacion de la mucosa es fundamental para el
diagnéstico de la gastritis y su clasificacién. Ademas
permite detectar zonas de metaplasia intestinal.
Revisaremos Unicamente las tinciones que se pueden
realizar desde el punto de vista microbiolégico para
diagnosticar la infeccion por H. pylori.

La técnica de tincidn a partir de biopsia gastrica es una
técnica facil, rapida, de muy bajo coste y alta utilidad
en el estudio de la infeccién por el microorganismo. Se
han utilizado diferentes tinciones como la de Gram,
Gram modificada o bien el examen en fresco utilizando
un microscopio con contraste de fases. Otras tinciones
son Utiles, ademas de para determinar el diagnéstico
de la infeccion, para conocer el grado de patologia
gastrica. Entre ellas destacan las tinciones de Giemsa,
carbolfuchina, Genta, la tincion triple de
carbolfuchina/azul de Alcina/hematoxilina-eosina y
tinciones de inmunohistoquimica.

Se han hecho modificaciones sobre las tinciones
previamente descritas, como la realizada en nuestro
laboratorio que consiste en una tincion de Gram
modificada, utilizando como contracolorante
carbolfuchina y dejandola actuar durante un tiempo
superior al habitual (de 2-5 minutos).

La visibn microscopica tiene una sensibilidad y
especificidad menor que la del cultivo y para obtener
buenos resultados es necesario realizar una impronta
densa en el portaobjetos, lo cual se consigue bien
impregnando intensamente la biopsia a lo largo del
mismo, bien colocando sobre el portaobjetos 2-3 gotas
de la biopsia homogeneizada. Para conseguir una
buena sensibilidad se recomienda partir de dos
biopsias, una de antro y otra de cuerpo.

4.2. Prueba de la ureasa
4.2.1. Proposito
H. pylori posee una ureasa que le capacita para la
colonizacion y persistencia en la cavidad gastrica. Se
localiza tanto en la membrana externa como en el
espacio periplasmico y esta compuesta por complejos
de una estructura hexamérica. Se ha comprobado que
mutantes isogénicos carentes de la enzima son
incapaces de colonizar animales de experimentacion.
La potencia de la ureasa es muy superior a la de otras
bacterias, incluida Proteus spp. La enzima cumple tres
funciones principales: proteccion frente al acido de la
mucosa gastrica, provision de nitrégeno en forma de
amonio y como factor de virulencia en la patogenia de
la Ulcera gastrica.
El fundamento de la prueba rapida de la ureasa
consiste en detectar la presencia de la enzima de la
siguiente forma: H. pylori descompone la urea en
anhidrido carbénico y amoniaco, lo cual genera un pH
basico que va a ponerse en evidencia mediante el
cambio de color del medio de naranja-amarillo a rosa
fuerte debido a la accién del indicador de pH.
NH,-CO-NH, - CO,+ NH;3

4.2.2. Métodos de deteccion de la ureasa

La prueba de la ureasa rapida se puede realizar
directamente con la muestra de biopsia gastrica,
obtenida mediante endoscopia digestiva alta. Se
recomiendan dos biopsias, una de cuerpo y otra de
antro para el diagnostico. Las muestras pueden ser
inoculadas en la misma sala de endoscopias por lo
gue no necesitan ningln medio de transporte.

Existen diferentes reactivos comerciales dirigidos a
detectar la enzima a partir de biopsia. Todos ellos
contienen urea a diferentes concentraciones (se estima
que hasta un maximo del 6% porgque concentraciones
superiores pueden inhibir la enzima) y un indicador de
pH y varian en el disefio de los mismos: existen “test”
de gelosa como Clotest®, HUTtest® y Hpfast® en los
gue la muestra se introduce en un medio semisolido
que contiene los reactivos, “tests” de membrana, en los
gue los reactivos estan contenidos en una tira de
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papel, como Pyloriteck® y Pronto Dry® y “tests” en
medio liquido como Helicochek®.

En general son sistemas comerciales muy sencillos de
utilizar y los resultados se interpretan en un intervalo
corto de tiempo (media hora), observando el cambio en
el color del reactivo. Los resultados de sensibilidad y
especificidad son en general superiores al 80% y 90%,
respectivamente.

También se puede utilizar una solucién preparada en
el laboratorio que contenga urea al 3-4% e indicador
de pH, sin embargo los resultados de sensibilidad
pueden ser algo menores. La solucibn se puede
preparar con 60 g/L de urea, 0,012 g/L de rojo fenol, 2
g/L de KH,PO,, 1 g/L de peptona, 5 g/L de NaCl y 10
g/L de glucosa en agua destilada.

4.3. Cultivo de Helicobacter pylori

El aislamiento mediante cultivo de H. pylori es sin duda
el método méas especifico en el diagnéstico del
microorganismo. No obstante su sensibilidad varia
notablemente en relaciébn con diferentes variables
como la recogida, transporte y almacenamiento de la
muestra, los medios de cultivo utilizados y las
condiciones de incubacion (porcentaje de CO, y
humedad, principalmente). Se puede considerar como
un método tedioso e incluso de dificil realizacién, pero
debe efectuarse de rutina si se realiza la endoscopia
ya que aporta un gran numero de ventajas en el
estudio de la bacteria. Entre ellas destaca el
conocimiento de la sensibilidad a los diferentes
antimicrobianos, la caracterizacion de factores de
virulencia y la posibilidad del tipado de cepas con fines
epidemiolégicos.

4.3.1. Recogida de la muestra

La muestra mas habitual para el cultivo de H. pylori es
la biopsia a partir de mucosa gastrica. EI
microorganismo se encuentra predominantemente en
la parte antral del estémago, excepto en individuos
tratados con IBP y antihistaminicos anti-H,, en los que
se encuentran densidades mas grandes en el cuerpo.
Se encuentra, igualmente en mayor proporcion en el
antro gastrico en comparacion con duodeno incluso en
pacientes con duodenitis. Debido a la distribucién
parcheada se recomiendan varias biopsias para el
aislamiento. Para obtener resultados Optimos se
requieren cuatro biopsias, si bien se acepta de una
manera general y de acuerdo con la clasificacién
modificada de Sydney que para asegurar un
diagndstico suficiente se deben procesar para cultivo
al menos una muestra de antro y, si es posible, dos de
cuerpo.

Se han utilizado otras muestras gastricas como jugo
gastrico, la obtenida mediante la prueba del hilo
(“string test”) y el aislamiento a partir de vomitos,
aportando diferentes resultados. H. pylori se ha
cultivado  puntualmente también de muestras

extragastricas como placa dental, eso6fago, recto y
vejiga urinaria.

Cualquier antibiotico con actividad frente a H. pylori
reducira considerablemente el nUmero de bacterias en
el estdbmago. Si el paciente ha estado en tratamiento
con antibiéticos es necesario esperar al menos cuatro
semanas tras la Ultima dosis para obtener resultados
satisfactorios en lo que respecta al cultivo.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la
limpieza de los férceps con los que se realizan las
biopsias. Estos dispositivos deben desinfectarse
adecuadamente para evitar contaminaciones entre los
pacientes, si bien si la desinfeccion es demasiado
fuerte puede perjudicar la viabilidad de la bacteria.

4.3.2. Transporte y conservacion de la muestra

H. pylori es un microorganismo labil y el procesamiento
de la muestra debe realizarse de una forma rapida una
vez que esta ha sido obtenida.

Si el procesamiento es inmediato se debe introducir la
biopsia en un tubo estéril con 0,5 ml de suero salino, si
bien otros autores recomiendan dejar la muestra sobre
la pared del tubo sin introducirla en el suero. H. pylori
permanece viable en suero salino hasta 6 horas, de
forma que si la siembra se realiza con posterioridad, la
biopsia debe introducirse en medio de transporte
semisolido para aumentar la viabilidad de la bacteria
hasta 48 h si se conserva en nevera a 4°C.

No obstante la mejor alternativa parece ser procesar la
biopsia durante las cuatro horas posteriores tras la
recogida de la muestra.

4.3.3. Procesamiento de la muestra y medios de cultivo
Previa a la inoculacion es conveniente realizar una
homogeneizacion de la biopsia bien mediante un
mortero de cristal o preferiblemente con un triturador
eléctrico en un volumen pequefio de suero fisioldgico.
El objetivo no es romper completamente el tejido sino
mejorar la liberaciéon de las bacterias de la superficie
del mismo. Una vez realizada la homogeneizacién de
la muestra se deben colocar dos gotas del
homogeneizado en un medio selectivo y otras dos en
otro no selectivo.

H. pylori es un microorganismo capaz de crecer en
distintos medios de cultivo si bien requiere diferentes
factores de crecimiento. Es dificil de cultivar en medio
liquido aunque se logra con menor dificultad a partir de
caldo de Brucella, cerebro-corazén, Mueller-Hinton y
tripticasa soja, todos ellos suplementados con
nutrientes, siendo el mas comun el suero bovino fetal.
Los medios de cultivo sélidos base mas frecuentes son
agar Mueller-Hinton y agar Columbia y los
suplementos mas comunmente empleados son la
sangre o derivados de ella. Otros suplementos son el
suero de caballo, lisado de eritrocitos y hemina,
extracto de levadura, peptona, e Isovitalex, si bien los
resultados no son mejores que los obtenidos con suero
bovino fetal o sangre. Recientemente se ha mostrado
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prometedor en el cultivo del microorganismo un
extracto obtenido de cianobacterias.

Dos aspectos importantes a considerar en relacion
con la sangre son, en primer lugar la cantidad utilizada,
ya que un aumento en la proporcion al 7-10% mejora
significativamente el crecimiento en comparacion con
el 5%. En segundo lugar el tipo de sangre utilizada,
encontrandose un crecimiento mas denso con sangre
de caballo al 10% vy lisada al 7%.

Con el objeto de evitar el sobrecrecimiento de
contaminantes que pueden acompafar a H. pylori en
la biopsia es necesaria la utilizacion de inhibidores que
no afecten su viabilidad. H. pylori es resistente in vitro
a la wvancomicina, sulfametoxazol, trimetoprim,
cefsulodina y polimixina B, los cuales pueden utilizarse
en los medios selectivos para su aislamiento.

4.3.4. Condiciones de incubacion

H. pylori es un microorganismo microaerofilico que
requiere para su crecimiento una atmésfera con las
siguientes caracteristicas: 5-10% de O,, 5-10% de CO,
y 80-90% de N, a 35-37°C, una humedad del 95% y
una incubacion de hasta 10 dias antes de considerar
negativo el cultivo. Estas condiciones se obtienen bien
utilizando cabinas de microaerofiia o con sobres
comerciales que proporcionen las caracteristicas
anteriores. Estos Ultimos proporcionan resultados muy
buenos pero tienen como inconveniente la necesidad
de reemplazar los sobres una vez abiertas las jarras.

4.3.5. Criterios para interpretacion de resultados.

4.3.5.1. Identificacion del microorganismo. La
identificaciébn se realiza mediante visualizacion en
fresco con un microscopio de contraste de fases para
ver la morfologia o bien mediante una tincion de Gram.
Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y oxidasa
confirman la identificacién como H. pylori.

4.3.5.2. Subcultivos y conservacion de las cepas.
Una vez realizado el aislamiento se debe subcultivar
cada 48-72 horas en medios no selectivos en las
condiciones anteriormente expuestas. Las cepas se
pueden conservar en caldo tripticasa soja o infusién de
cerebro corazon con glicerol al 20% en congelador a —
80°C o en nitrégeno liquido.

4.4, Métodos moleculares

En los dltimos afios se han desarrollado numerosas
técnicas que permiten detectar la presencia del ADN
de H. pylori directamente en la biopsia géastrica pero
también en otras muestras como heces, saliva 0 agua.
La mayoria de las técnicas se basan en la PCR, tanto
clasica como en tiempo real. El objetivo de todas ellas
ha sido:

- deteccién de genes especificos de la bacteria.
Permite detectar H. pylori en diferentes
muestras. Se ha utilizado el estudio del gen de la
ureasa (ureA o ureC), el gen 16S ARNr u otros
genes,

- deteccién de factores de virulencia. Aunque se
han realizado numerosos estudios actualmente
no tienen una clara aplicacion practica pues no
se puede caracterizar a una cepa como mas
patégena con el fin de tratar o no, en base a la
presencia de estos genes de virulencia.

- deteccibn de mecanismos de resistencia
(principalmente a claritromicina, ver apartado 5).

4.5. Prueba del aliento (urea breath test, UBT)

Es un método indirecto que se basa en la presencia de
la ureasa de H. pylori. El paciente ingiere una solucién
con urea marcada isotopicamente con 3¢ (no
radioactivo) o *C (radioactivo) y se recoge el aliento
30 minutos después de la ingestiéon de la solucién de
urea; previamente se habra recogido otra muestra de
aliento basal. Si H. pylori se encuentra en el estémago,
éste hidroliza la urea gracias a su ureasa y se libera
CO, marcado (**C o '*C) que se absorbe, difunde a
sangre y transporta a los pulmones y es liberado con el
aliento.

Los resultados se miden como la relacién de **C o
“ci**c de la prueba con respecto al estandar. Tanto el
sistema radiactivo como el no radiactivo presentan
similares  porcentajes de sensibilidad aunque
generalmente se prefiere el no radiactivo si se dispone
del espectrémetro de masas.

Estas pruebas tienen una excelente sensibilidad y
especificidad para el diagnostico y seguimiento del
tratamiento antimicrobiano con la ventaja de ser una
prueba global que valora la presencia de H. pylori en el
estomago y no se ve sometido al sesgo que pueden
tener otras pruebas por la distribucién parcheada de la
bacteria en el estdbmago. También tienen otras
ventajas, como el ser una prueba no invasora y no
depender de las condiciones de transporte, ni de la
experiencia del personal técnico. La prueba del aliento
indica una infeccion actual por la bacteria ya que en
una infeccién pasada el resultado seria negativo. Por
esto es Util como seguimiento del tratamiento realizado
4 a 6 semanas después de finalizado.

Recientemente, se esta utilizando un nuevo analizador
con espectrometria de infrarrojos que permite la
realizacion de la técnica en la consulta del clinico en
pocos minutos.

4.6. Serologia

4.6.1. Caracteristicas de los métodos serolégicos

Los métodos serolégicos se basan en la deteccién de
anticuerpos especificos frente a H. pylori en suero,
saliva u orina. La serologia es util en el estudio de
poblaciones seleccionadas, sin embargo, su principal
problema radica en que no puede diferenciar la
infeccibn activa de la exposicion previa al
microorganismo. El rendimiento de las pruebas
serolégicas puede verse afectado por el método
diagndstico considerado como referencia (gold
estandar), la clase de anticuerpo, el tipo de antigeno y
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la técnica serolégica utilizada, asi como por Ila
poblacién estudiada.

H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto local
como sistémica. El sistema inmune responde con un
aumento transitorio de IgM, seguido de un aumento de
anticuerpos de los tipos IgG e IgA que persisten
durante la infeccién. Puesto que los anticuerpos IgM
se detectan solo transitoriamente, tienen poco valor
para el diagnostico. La principal respuesta sistémica es
de tipo IgG por lo que la deteccion de estos
anticuerpos es la mas utilizada para el diagnostico.

La prevalencia de anticuerpos tipo 1gG en adultos
sanos en Espafia es alta, por lo que su deteccion en el
diagnéstico de la infeccién por H. pylori origina un
elevado porcentaje de falsos positivos y por tanto,
hacen falta técnicas complementarias para llegar a un
diagndstico correcto. Un meta-analisis de 21 sistemas
comerciales de deteccion de IgG mostr6 una
sensibilidad del 85% y una especificidad del 79%. En
cuanto al valor diagnéstico de la IgA, existen
discrepancias entre los autores y no parece afadir
mayor eficacia a la determinacién de anticuerpos IgG.
Se han utilizado varias clases de antigenos, que van
desde células enteras o sonicadas hasta antigenos
parcial o altamente purificados (ureasa, etc.). La
deteccion de anticuerpos especificos contra algunas
proteinas del microorganismo, como CagA y VacA
puede tener especial interés en estudios sobre
virulencia. Puesto que la deteccion de anticuerpos
depende del antigeno utilizado, considerando la
heterogeneidad genética de H. pylori y las variaciones
geogréficas, algunos autores recomiendan el uso de
mezclas de antigenos procedentes de varias cepas
para mejorar la sensibilidad de estas técnicas asi como
su valoracion en cada medio.

La técnica mas utilizada es el EIA cuantitativo, que
permite, ademas del diagnéstico primario, la
monitorizacion  del tratamiento. Los métodos
seroldgicos cualitativos muestran peores resultados y
los métodos rapidos no se recomiendan. Las técnicas
que detectan anticuerpos en saliva y en orina son
atractivas, ya que estas muestras son faciles de
obtener, pero en ellas, la concentraciéon de anticuerpos
es mas baja que en suero. Los resultados
prometedores de algunos trabajos no se han
confirmado en estudios multicéntricos por lo que no se
recomiendan en el diagnostico.

Los métodos basados en la técnica del Western Blot
se utilizan para el estudio de la respuesta frente a
antigenos concretos, como CagA y VacA.

4.6.2. Utilidad clinica

Mientras los estudios seroldgicos son de indudable
valor para conocer la epidemiologia de este patégeno,
su valor en el diagnoéstico debe interpretarse con
cautela ya que existe una elevada seroprevalencia en
poblaciones sanas, por lo que en nuestro medio, los
resultados positivos para adultos pueden ser no
concluyentes.

Una importante ventaja de los métodos serolégicos, es
que sus resultados no se ven afectados por el
tratamiento reciente con antibiéticos o inhibidores de la
bomba de protones, que pueden inducir falsos
negativos con otros métodos.

El Grupo de Consenso Europeo para el Estudio de
Helicobacter recomienda la realizacion de técnicas
serolégicas en el ambito de atencidn primaria, en
pacientes menores de 45 afios con sintomas de
dispepsia y sin signos de "alarma" (anemia, pérdida de
peso, etc.). En atencidon especializada, no existe
consenso sobre la utilidad de la serologia como
método de filtrado preendoscopico.

En menores de 12 afios, la sensibilidad de la serologia
es demasiado baja para utilizarse como cribado.
Puesto que la especificidad estda entorno al 90%, un
resultado positivo podria considerarse diagnéstico de
infeccién por H. pylori en este grupo de pacientes.

En caso de hemorragia digestiva, la serologia es una
de las técnicas mas sensibles, pero también plantea
problemas de especificidad y de bajo valor predictivo
negativo, por lo que no debe emplearse como Unico
método diagndstico de la infeccion por H. pylori en
caso de Ulcera péptica sangrante.

En la monitorizacién de la respuesta al tratamiento, y
debido al lento descenso del titulo de anticuerpos (3-6
meses) no es ésta la técnica de eleccién, sin embargo,
varios estudios han mostrado que los EIA cuantitativos
pueden ser (tiles en algunos casos.

La eficacia de la serologia en el seguimiento de la
respuesta al tratamiento se relaciona directamente con
el nivel de anticuerpos pretratamiento y el tiempo de
seguimiento entre las muestras pre y postratamiento.
Se recomienda realizar pruebas cuantitativas con los
dos sueros del paciente (pre y postratamiento)
analizados simultdneamente. En pacientes con altos
titulos pretratamiento se observa un descenso
significativo en el titulo de anticuerpos después de 3-6
meses de tratamiento efectivo. Este descenso de
anticuerpos sélo se mantiene en pacientes curados.
Existen diferentes métodos comerciales que se basan
fundamentalmente en la deteccion de IgG mediante
ELISA. Son muy Utiles para la realizacion de estudios
epidemiolégicos. Cada uno de los métodos tiene
distinta sensibilidad y especificidad.

4.6.3. Recogida de la muestra

Las técnicas seroldgicas se realizan con una muestra
de suero que se debe recoger y procesar de acuerdo
con la normas microbioldgicas habituales (Recogida,
transporte y procesamiento general de muestras en el
laboratorio de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC
2003).

4.6.4. Transporte y conservacion de la muestra

Las muestras de suero deben transportarse vy
conservarse segun la normativa habitual (Recogida,
transporte y procesamiento general de muestras en el
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laboratorio de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC
2003).

4.6.5. Procesamiento de la muestra

Las muestras de suero deben procesarse segun la
normativa  habitual  (Recogida, transporte vy
procesamiento general de muestras en el laboratorio
de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC 2003).

4.6.6. Criterios para interpretacion de resultados

Los criterios de interpretaciéon de los resultados
dependen de cada uno de los equipos comerciales y
por lo tanto es necesario seguir rigurosamente las
recomendaciones de cada fabricante.

4.7. Antigeno en heces

4.7.1. Caracteristicas de la técnica

Es un método directo no invasivo que permite la
deteccion de antigeno de H. pylori en muestras de
heces. Existen varios sistemas comerciales que
permiten detectar la presencia de antigeno en heces
con anticuerpos policlonales o0 monoclonales y pueden
existir pequefas diferencias entre ellos.

Se ha descrito como valida para establecer el
diagndstico inicial, verificar la eficacia del tratamiento
en las cuatro o0 seis semanas posteriores a su
realizacion y comprobar la reaparicibn de una
infeccion. Se trata de un ensayo -cualitativo (no
cuantitativo). La técnica aporta una informacion muy
valiosa por la facil obtencién y conservacion de las
muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de
microbiologia y no necesita la colaboracion del
paciente (como en el caso de la prueba del aliento). Es
muy util en niflos pequefios. Puede utilizarse tanto
para el diagndstico de colonizacion por H. pylori como
para el seguimiento después del tratamiento
erradicador.

El primer equipo comercializado fue el Premier
Platinum HpSA (Meridian diagnostics) consiste en una
técnica de enzimoinmunoandlisis preparado con
anticuerpos policlonales anti-H. pylori. Presenta
excelente especificidad pero existen datos variables de
sensibilidad (de 57,7% a 96,6% segun los estudios).

El equipo FemtoLab (Connex, Munich, Germany)
también comercializado con el nombre Amplified-
IDEAa-HpSTAR (Dako, Glostrup, Denmark) consiste
en una técnica de enzimoinmunoandlisis realizado con
anticuerpos monoclonales anti-H. pylori que presenta
mejores resultados de sensibilidad (de 88 a 98%
segun los estudios).

Recientemente se ha desarrollado un sistema de
inmunocromatografia ImmunoCard STAT HpSA
(Meridian Diagnostics) realizado con anticuerpos
monoclonales que presenta valores de sensibilidad de
73 a 96% aunque todavia esta poco estudiado.

Por lo tanto, en funcién de los estudios actualmente
disponibles, el sistema mas recomendable es el
sistema de EIA con anticuerpos monoclonales por sus

mejores resultados en cuanto a sensibilidad de la
técnica y por la buena reproducibilidad.

4.7.2. Recogida de la muestra

La muestra para deteccibn de antigeno es una
muestra de heces que debe recogerse y conservarse
segun la normativa habitual (Recogida, transporte y
procesamiento general de muestras en el laboratorio
de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC 2003).

4.7.3. Transporte y conservacion de la muestra

Las muestras de heces deben transportarse vy
conservarse segun la normativa habitual (Recogida,
transporte y procesamiento general de muestras en el
laboratorio de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC
2003).

4.7.4. Procesamiento de la muestra

Las muestras de heces deben procesarse segun la
normativa  habitual  (Recogida, transporte vy
procesamiento general de muestras en el laboratorio
de Microbiologia, PNT-RTP-01, SEIMC 2003).

4.7.5. Criterios para interpretacion de resultados

Los criterios de interpretacion de los resultados varian
segun los equipos comerciales y por lo tanto es
necesario seguir rigurosamente las recomendaciones
de cada fabricante.

5. PRUEBAS DE
ANTIMICROBIANOS

La determinacion de la sensibilidad in vitro de H. pylori a
los agentes antimicrobianos es importante ya que la
resistencia primaria o adquirida a varios antibidticos se
asocia con la ausencia de erradicacion de la bacteria en
el estémago.

Actualmente existe una recomendacién del Nacional
Committee for Clinical laboratory Standards (NCCLS)
que aconseja el método de dilucién en agar y establece
puntos de corte para claritromicina. Sin embargo, la
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC)
recomienda difusién con E-test. Por ultimo, la difusién
con disco también se ha utilizado por diferentes autores.

SENSIBILIDAD A

5.1 Dilucién en agar

Es el método de referencia pero no aplicable de forma
rutinaria para cada cepa aunque es valido para
confirmar los resultados obtenidos por otros métodos y
realizar estudios con el objeto de conocer la tasa global
de resistencia en un area determinada. La metodologia
que recomienda el NCCLS es la siguiente:

- Medio: Mueller-Hinton agar suplementado con 5%
de sangre de carnero (de mas de 2 semanas).

- Inéculo: Preparar un 2 de MacFarland (1x10° a
1x10° ufc/mL) en solucién salina a partir de un
subcultivo de 72 horas de H. pylori en agar
sangre.



- Incubacién: 3 dias en atmosfera microaerofilica
producida con sobre generador de gas valido para
Campylobacter.

- Se debe utilizar la cepa control H. pylori ATCC
43504 para la que existen limites aceptables de
valor de CMI de: amoxicilina (0,016-0,12 mg/L),
claritromicina (0,016-0,12 mg/L), metronidazol
(64-256 mg/L), telitromicina (0,06-0,5 mg/L) y
tetraciclina (0,12-1,0 mg/L).

- El punto de corte de resistencia a claritromicina se
recoge en la tabla 1, considerando que el
antibidtico se utiliza en una de las pautas
aprobadas por la FDA junto con un inhibidor de la
bomba de protones o ranitidina-citrato de bismuto.

5.2. Difusién con E-test

Es un método cuantitativo para realizar las pruebas de
sensibilidad in vitro basado en la difusion. El método
del epsilémetro esta especialmente recomendado en
organismos exigentes y cuando se deben probar
pocos microorganismos 0 pocos antibidticos. Tiene
diferentes ventajas sobre los métodos tradicionales de
dilucion en agar, dilucién en caldo o difusion en agar.
La correlacion de este método con la dilucién en agar
no es buena cuando se estudia metronidazol. La
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC)
recomienda:

- Medio de cultivo: Mueller-Hinton o Wilkins-
Chalgren suplementado con 5-10% de sangre de
caballo.

- Indculo: resuspender colonias de un cultivo de 2 a
3 dias de incubacion en agua destilada estéril y
ajustar a un 3 de McFarland, e inocular la
superficie de wuna placa con una torunda
empapada en esta suspension. Aplicar la tira de
E-test después de dejar que se seque el inéculo
aplicado.

- Incubacién: a 35°C en microaerofilia durante 3 a 5
dias y leer la CMI como el punto en el que existe
una inhibicién completa del microorganismo.

- Los puntos de corte de resistencia se muestran
en latabla 1.

5.3. Difusién con discos

Es el método mas facil y barato para determinar la
sensibilidad in vitro, pero no hay muchos estudios de
correlacién entre los valores de CMI y los didametros de
inhibicion en el caso de H. pylori, por lo que no es el
método mas adecuado. Teniendo en cuenta que el
método de dilucién en agar no es aplicable de rutina y
el método del E-test es caro y que también se
observan discrepancias con metronidazol, McNulty en
2002 realiz6 una revision de los estudios en los que se
habia utilizado difusién con disco, recomendando:

- Medio de cultivo: Mueller-Hinton o Columbia
suplementado con 5 a 10% de sangre (de
caballo o carnero).

Tabla 1. Puntos de corte recomendados por la
NCCLS o por la BSAC.

NCCLS BSAC
Método Dilucién en agar E-test
Punto corte (mg/L) |Punto corte (mg/L)

S I R S R
Amoxicilina <1 >2
Claritromicina | <0.25| 0.5 | >1 <1 >2
Tetraciclina <2 >4
Metronidazol <4 >8

- Inéculo: preparar un inéculo de un 4 de
McFarland (10® ufc/mL) a partir de un cultivo de
menos de 4 dias de incubacion.

- Concentracién de discos y puntos de corte: para
metronidazol recomienda utilizar un disco de 5
Mg y considera resistente si el halo es <16 mm,
intermedio si 16-21 mm y sensible si >21 mm.
En las cepas con sensibilidad intermedia se
recomienda la realizacibn de un método de
determinacion de CMI. Para claritromicina es
preferible la utilizacion de un disco de 2 pug
considerando resistente cuando no existe halo
de inhibicién. También se puede utilizar un disco
de 15 pg de claritromicina y considerar resistente
si el halo es de <18 mm.

5.4 Técnicas moleculares

La resistencia a la claritromicina se produce por una
mutacién puntual en el ARN ribosomal 23S en la
posicion 2142 (cambio de adenina por guanina o
citosina) o en la posicion 2143 (cambio de adenina por
guanina). Se han desarrollado diversas técnicas
moleculares para detectar esta resistencia, que se han
utiizado en cepas cultivadas in vitro pero también
directamente en muestras de biopsia gastrica.

La deteccibn de las mutaciones que confieren
resistencia a claritromicina en H. pylori se ha realizado
mediante PCR. Se amplifica un fragmento de 1,4 Kpb
correspondiente al dominio V de la region 23S del
ARNr y se detecta la mutacion en A2142G y A2143G
tras digestion con las enzimas Mboll y Bsal,
respectivamente.

También se han utilizado técnicas de secuenciacion,
de PCR “mismatcheada”, de PCR y ensayo de unién
con oligonucleotido (PCR-OLA) y de hibridacion tanto
en fase sélida (LiPA) como en liquida. Recientemente
se ha utilizado con éxito la PCR en tiempo real; esta
Gltima permite detectar cualquier tipo de mutacién en la
region de la sonda y el proceso se realiza en 1 hora.
La ventaja de las técnicas moleculares es la rapidez en
obtener resultados y la excelente correlacion con la
sensibilidad obtenida por métodos fenaotipicos. La
principal desventaja es que soélo sirve para detectar
resistencia a macrdlidos y que se requiere
disponibilidad de este tipo de técnicas en el
laboratorio.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es normalizar el
procesamiento de muestras para el diagndstico
microbiolégico de la infeccion por Helicobacter pylori
mediante cultivo, técnica de ureasa rapida y técnicas
de vision microscopica. Se describe el tipo de
muestra, su procesamiento en el laboratorio, las
condiciones de cultivo y los métodos de
identificacion.

2. FUNDAMENTO

H. pylori es una bacteria  gramnegativa
microaerofilica que coloniza el estémago del 50% de
la poblacion mundial y esta relacionada con la
produccion de gastritis, Ulcera péptica, linfoma MALT
y cancer gastrico. El cultivo del microorganismo a
partir de biopsias gastricas permite ademas de
realizar el diagnostico microbiolégico de la infeccion,
el conocimiento de los determinantes de virulencia,
sensibilidad a antimicrobianos y la posibilidad de
tipado de cepas con fines epidemiol6gicos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Normas de bioseguridad: La actuacién del
personal y las medidas a tomar frente a los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes
biolégicos esta regulada por el Real Decreto (RD)
664/97 y la adaptacion contenida en la Orden de
25 de marzo de 1998.

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticién que acompafia a cada muestra
debe ser estrictamente cumplimentado y en el
deberd constar la filiacion, edad, nimero de historia,
servicio de procedencia, tipo de muestra (de forma
muy especifica), tratamiento previo y diagnéstico del
paciente, asi como el codigo del clinico que realiza la
peticion.

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

La muestra para el cultivo de H. pylori debe ser
biopsia gastrica. Se deben cultivar al menos una
biopsia de antro y dos de cuerpo gastrico.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

Los resultados del cultivo estan en dependencia de
la demora en el transporte y de las condiciones de
conservacion de la muestra.

- Procesamiento inmediato o menor a 6 horas:
introducir la muestra en un tubo de plastico que
contenga 0,5 ml de suero salino al 0,8%. La
biopsia puede quedar sumergida en el suero o

guedar adherida en la superficie del tubo.
Mantener el tubo en nevera a 4°C.

- Procesamiento posterior a 6 horas tras la
obtencién de la muestra: introducir la muestra en
medio de transporte semisélido de Stuart y
conservar en nevera hasta el cultivo.

4.4, CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Deben ser cuidadosamente observadas las
siguientes incidencias relacionadas con la muestra:
12 Defectos encontrados en la identificacion de la
misma: etiquetado erroneo e inadecuada o
incompleta cumplimentacion de la hoja de peticion.
22 Mala conservacion (temperatura inapropiada,
muestras en medio no apropiado).

3% Muestras con aspecto de mala conservacion
(biopsias secas).

Todas estas incidencias deben ser comunicadas al
clinico correspondiente, indicando el procesamiento
0 no de la muestra e incidiendo en la interpretacion
de los resultados si se llevara a cabo el mismo.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

5.1. MEDIOS DE CULTIVO NO SELECTIVOS

Agar Columbia con 10% de sangre caballo o cordero
Agar chocolate con 1% de Isovitalex

Columbia agar con 10% de yema de huevo, 1%
Isovitalex y 0,04% de cloruro de trifenil tetrazolium
Agar de cerebro y corazén con 10% de suero bovino
fetal, 1% de extracto de levadura y 0,04% de cloruro
de trifenil tetrazolio

5.2. MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS

Agar de Wilkins-Chalgren con 10% de sangre
(caballo o cordero) y suplemento antibidtico.

Agar Columbia con 10% de sangre (caballo o
cordero) y suplemento antibiético.

Agar Pylori (BioMerieux). Medio comercial que
contiene suero de caballo, extracto de levadura y
suplemento antibiético, disefiado para aislamiento
primario de H. pylori.

5.3. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Sistemas comerciales generadores de atmosfera
microaerofilica

Colorantes para tinciones

Reactivos para realizacion de las pruebas de
oxidasa, catalasa y ureasa

6. APARATOS Y MATERIAL

Neveras

Cabina de microaerofilia o jarras de anaerobiosis
Cabina de seguridad biolégica

Microscopio éptico

Congeladores de —80°C

Sistema de nitrégeno liquido

Homogeneizador eléctrico, de teflon o de vidrio
Otro material

Asas desechables

Torundas de algodoén

Portaobjetos, cubreobjetos
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Tubos estériles de polipropileno de 10 ml
Mechero incinerador

7. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

7.1 PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

Homogeneizar la muestra en un volumen de 0,5 mi
de suero salino mediante un homogeneizador
eléctrico a 10.000 r.p.m. durante 10-20 segundos o
bien mecanicamente con un homogenizador de
teflén durante 1 minuto.

Inocular 2-4 gotas del homogeneizado en 2 placas
con medio selectivo y 2 placas con medio no
selectivo. Esparcir el inéculo por toda la superficie de
la placa.

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION

Incubar una placa inoculada en medio selectivo y
otra en no selectivo en jarras de microaerofilia
utilizando generadores comerciales. Las jarras se
incubaran a 35-37°C durante un periodo de 10-14
dias.

Incubar una placa inoculada en medio selectivo y
otra en medio no selectivo en un incubador de CO, al
10% y 95% de humedad, a 37°C durante un periodo
de 10-14 dias.

7.3. OBSERVACION DE LOS CULTIVOS E
IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Examinar los cultivos cada 24 horas tras el tercer dia
de incubacion.

Las colonias sospechosas (gris claro, pequefias y
brillantes) deben identificarse de la siguiente manera:

1. Vision en fresco

2. Tincion de Gram

3. Prueba de la ureasa. Inocular varias colonias
del microorganismo en 0,25 ml de caldo de
urea e incubar a 37°C. A los pocos minutos se
podra observar un color rojo.

4. Prueba de la oxidasa. Transferir varias
colonias a una tira de oxidasa o a un papel de
fitro impregnado en dihidro-cloruro de
N,N,N",N" tetrametil-p-fenilendiamina al 1%.
Una reaccion azul oscura indica la presencia
de la enzima oxidasa.

5. Prueba de la catalasa. Inocular un asa con
colonias en una gota de H,O, al 3%
depositada en un portaobjetos. La formacion
de burbujas indica una prueba de catalasa
positiva.

7.4. SUBCULTIVO DEL MICROORGANISMO
Puede llevarse a cabo de dos maneras:

1) Preparar una suspension densa del
microorganismo, obtenido a partir de cultivo
puro, en caldo BHI o solucién salina e inocular
dos gotas de la misma en placas no selectivas
y esparcirlas siguiendo la metodologia del
apartado PROCESAMIENTO DE LA
MUESTRA. Incubar en ambiente
microaerofilico. Tiene como inconveniente la

existente en el cultivo inicial, pero se obtiene
un subcultivo con una gran cantidad de
microorganismo.
2) Realizar un subcultivo directamente con el asa
0 con un hisopo de algoddén estéril recogiendo
toda la biomasa de un aislamiento de H. pylori
en cultivo puro e inocularlo en un medio no
selectivo. Incubar en ambiente microaerofilico.
De esta forma la densidad de microorganismo
en el subcultivo es menor pero se evitan
contaminaciones.
Tras 48-72 horas de incubacién puede hacerse uso
de los mismos para diferentes requerimientos
(conocimiento de la sensibilidad a antimicrobianos,
caracterizacion de factores de virulencia, etc.)

7.5. ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y DE
LAS CEPAS AISLADAS
Con el objeto de futuros estudios tanto las muestras
(biopsias) como los aislamientos de H. pylori
obtenidos, pueden almacenarse durante largos
periodos de tiempo.
- Conservacion de la muestra: introducir la biopsia
en un criotubo que contenga 0,5 ml de BHI con
20% de glicerol e incubar bien a -80°C , bien en
nitrégeno liquido a —196°C.
- Conservacion de los aislamientos de H. pylori:
a) Subcultivar la cepa en dos placas de agar
no selectivo
b) Recoger tras 48 horas de incubacion todo
el crecimiento observado e inocularlo en 2-
3 ml de BHI con 20% de glicerol.
c¢) Distribuir en criotubos (alicuotas de 0,5 ml)
y congelar a —80°C o nitrogeno liquido a
—196°C.

7.6. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA LA
PRUEBA DE LA UREASA RAPIDA

7.6.1. Objetivo y fundamento de la prueba de la
ureasa

Deteccion de la ureasa del microorganismo a partir
de muestra de biopsia gastrica. La enzima produce
CO, y NH, a partir de urea, lo cual se traduce en un
cambio de color debido a la presencia de un
indicador de pH.

7.6.2. Realizacion de la prueba

Inocular la muestra de biopsia géastrica en el reactivo
para la deteccion rapida de ureasa. Los reactivos
utilizados pueden ser comerciales o preparados en el
laboratorio y estan reflejados en el documento
cientifico.

La inoculacion se puede realizar tanto en la sala de
endoscopias como en el laboratorio de microbiologia,
lo mas rapidamente posible.

7.6.3. Lectura e interpretacion de los resultados

Un cambio en el color del medio de amarillo-naranja
a rosa-fucsia se considera una reaccion positiva. La
lectura se debe realizar en un intervalo de tiempo
gue oscila entre 5 minutos y una hora.

No obstante cada fabricante debe especificar
claramente las escalas de colores para la
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interpretacion de cada prueba y los tiempos de
lectura, con el objeto de obtener los mejores
resultados de sensibilidad y especificidad.

7.7. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRA PARA
VISUALIZACION MICROSCOPICA

7.7.1. Objetivo de la visualizacion de H. pylori en
mucosa gastrica

Diagnosticar de una forma sencilla y rapida la
infeccién por el microorganismo mediante la visién
microscopica de la morfologia helicoidal en muestras
de biopsia gastrica.

7.7.2. Tipo de muestra, transporte y almacenamiento
de la misma

La muestra utilizada es biopsia gastrica. Si es
posible, deben procesarse dos muestras (una de
antro y otra de cuerpo gastrico) exclusivamente para
la técnica de tincién. Si esto no es posible, las
muestras procesadas para cultivo deben utilizarse
para las técnicas de tincion.

El transporte y almacenamiento de las biopsias se
deben realizar de la misma forma que se especifica
en el apartado de CULTIVO.

7.7.3. Visualizacion de H. pylori a partir de biopsia

1° Sobre un porta limpio previamente desengrasado
se debe proceder eligiendo una de estas dos
técnicas:

a) Colocar 2-3 gotas del homogeneizado de la
biopsia descrito en el sub-apartado de
PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA del
apartado de CULTIVO en el portaobjetos.
Dejar secar.

b) Realizar una impronta arrastrando la biopsia
mediante una torunda por toda la superficie
del portaobjetos.

Es preferible la opcion a).

2° Fijar con calor con mechero tipo Bunsen.

3° Realizar la tincién

Pueden utilizarse las técnicas de tincion referidas en
el apartado DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
H. PYLORI MEDIANTE TECNICAS DE TINCION DE
BIOPSIA GASTRICA del Documento Cientifico, si
bien recomendamos la técnica de tinciébn de Gram
modificada que se indica a continuacion:

- Afadir cristal violeta durante 1 minuto

- Lavar con agua del grifo

- Fijar con lugol durante 1 minuto

- Lavar con agua del grifo

- Decolorar con alcohol-acetona durante 5-10
segundos

- Lavar con agua del grifo

- Afadir carbol fuchina durante 5 minutos

- Lavar con agua del grifo

Visualizar con el microscopio de 100 aumentos
utilizando aceite de inmersion.

7.7.4. Visualizacién en microscopio de contraste de
fases

1° Afadir 1-2 gotas de homogeneizado de la biopsia
y 1 gota de suero salino en un portaobjetos.

2° Cubrir la preparacion con un cubreobjetos.

3° Examinar con el objetivo de 40 aumentos del
microscopio de contraste de fases.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
Si se obtiene el cultivo de H. pylori y se logra la
identificacion definitiva se debe informar junto con la
sensibilidad a antimicrobianos habituales (PNT-HP-
04). Si se observan los microorganismos
gramnegativos curvados en la tincién realizada a
partir de muestras de biopsia gastrica pero no se
recupera en cultivo se debe informar de la siguiente
forma: Presencia de bacilos gramnegativos curvados
compatibles con Helicobacter pylori. Un resultado de
la prueba de ureasa rapida positivo sin ninguna otra
prueba positiva se debe valorar con precaucion.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran los responsables
de la realizacién de las técnicas. El facultativo tendra
la responsabilidad de la interpretacion de los
resultados y la validacion de los informes emitidos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

No existe un procedimiento internacionalmente
aceptado para el procesamiento de las muestras para
el cultivo de Helicobacter pylori. ElI procedimiento
descrito se basa en la experiencia de los
investigadores que han trabajado en este tema y en la
bibliografia recomendada.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La contaminacion excesiva de la muestra con flora
orofaringea puede impedir el crecimiento de H. pylori
incluso en los medios selectivos. La incubacion
prolongada de las placas en medios microaerofilicos
con alta tasa de humedad puede favorecer el
crecimiento de hongos contaminantes que dificultan
o imposibilitan el cultivo del microorganismo.

El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion
de la muestra puede alterar los resultados de los
cultivos.

Otras bacterias que produzcan ureasa pueden
positivizar falsamente la prueba de la ureasa. De
igual forma esto puede ocurrir en pacientes con
Ulcera sangrante.

12. BIBLIOGRAFIA
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2. Hua J, Yeoh KG, Ng HC, Zheng PY, Lim SG, Ho B.
Improving the success of culturing Helicobacter pylori
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Prospective comparison of commercially available rapid
rease tests for the diagnosis of Helicobacter pylori.
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Laterza F, Neri M. Optimal combination of media for
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biopsy specimens. J Clin Microbiol. 1997; 35: 1541-
1544,
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Este documento pretende ser una guia de los
métodos serologicos para el estudio de anticuerpos
frente a Helicobacter pylori, siguiendo las
recomendaciones del documento cientifico. Puesto
que es imposible describir detalladamente todos los
métodos  serolégicos disponibles actualmente,
expondremos un procedimiento genérico, que pueda
servir de guia para que cada laboratorio confeccione
su PNT teniendo en cuenta su practica habitual.

2. FUNDAMENTO

Los métodos serolégicos se basan en la deteccion
de anticuerpos especificos frente a H. pylori,
generalmente de tipo IgG. Estos métodos pueden
utilizarse para el diagnéstico de la infeccién, el
posible seguimiento serolégico de la respuesta al
tratamiento asi como para conocer la prevalencia de
anticuerpos frente a este microorganismo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Normas de bioseguridad: la actuacién del
personal y las medidas a tomar frente a los
riesgos relacionados con la exposicién a agentes
biologicos esta regulada por el Real Decreto (RD)
664/97 y la adaptacion contenida en la Orden de
25 de marzo de 1998.

- Manuales de instrucciones de los distintos
equipos comerciales utilizados en cada
laboratorio.

4. MUESTRAS

Estas determinaciones deben realizarse en suero o
en plasma.

Cada laboratorio debe protocolizar la forma de
identificacion, transporte  al laboratorio vy
conservacion de las muestras hasta realizar la
deteccion de anticuerpos y debe rechazarse las
muestras que no cumplan estos protocolos.

No se aceptara suero hemolitico ni hiperlipémico.
Como para el control del tratamiento es importante
realizar estudios cuantitativos de sueros del mismo
paciente a lo largo del tiempo, es importante
conservar una alicuota congelada de cada muestra.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Todos los ensayos son de origen comercial, por lo
gue el manejo y la conservacién de los reactivos se
ajustaran a las instrucciones del fabricante.

6. APARATOS Y MATERIAL

En funcion de las caracteristicas del sistema
empleado y de las condiciones de cada laboratorio,
estas determinaciones se realizardn en sistemas
automatizados o de forma manual.

7. PROCESAMIENTO

Cada laboratorio debe describir detalladamente los
pasos a seguir para realizar el ensayo, desde la
descongelacion de los sueros y el atemperamiento
de los reactivos hasta las diluciones a realizar, los
controles, etc. Deben respetarse las instrucciones del
fabricante.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
Para la aceptacion de los resultados, es
imprescindible la validacion del ensayo en funcién
del resultado de los controles y los criterios
establecidos por el fabricante.

Para minimizar la variabilidad interensayo, a la hora
de estudiar la variacion en el titulo de anticuerpos en
un paciente a lo largo del tiempo, deben analizarse
simultaneamente todos los sueros del paciente (pre y
postratamiento).

Una vez validado un ensayo, se genera un resultado
gue se ha de informar de un modo interpretado.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran los responsables
de la realizacion de las técnicas. El facultativo tendra
la responsabilidad de la interpretacion de los
resultados y la validacién de los informes emitidos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Debido a que la prevalencia de anticuerpos frente a
H. pylori en poblacion sana de cada zona influye en
el valor predictivo de estos sistemas, es nhecesario
validar cada equipo comercial a nivel local.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Se debe establecer el rango de linealidad de las
técnicas cuantitativas.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Herbrink P, van Dorn LJ. Serological methods for
diagnsis of Helicobacter pylori infection and
monitoring of eradication therapy. Eur J. Clin
Microbiol Infect Dis 2000; 19: 164-173.

2. Loza E, Alomar P, Bernal A, Harto A, Pérez JL,
Picazo JJ, et al. Procedimientos en Microbiologia
Clinica, Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia
Clinica, 2000. Coordinadora: Elena Loza, Ed. JJ
Picazo. Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica, Madrid.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Este documento pretende describir el procesamiento,
lectura e interpretacion de la técnica de deteccién de
antigeno de H. pylori en heces. Existen varios
sistemas comerciales que permiten detectar la
presencia de antigeno en heces con anticuerpos
policlonales y con anticuerpos monoclonales y
pueden existir pequefas diferencias entre ellos, en
este protocolo se describen las caracteristicas de
uno de ellos y serd necesario la adaptacién del
protocolo a cada laboratorio si es necesario.

2. FUNDAMENTO

Se trata de una técnica de enzimoinmunoensayo en
formato de placas de microtitulacion basada en
anticuerpos monoclonales. Permite establecer el
diagnéstico inicial, verificar la eficacia del tratamiento
en las cuatro o0 seis semanas posteriores a su
realizacion y comprobar la reaparicion de una
infeccion. Es un ensayo cualitativo, no cuantitativo.
Actualmente el diagnéstico y el seguimiento de la
infeccion por H. pylori se realiza por métodos
invasores como la endoscopia y por métodos no
invasores como la serologia (deteccion de
anticuerpos) y la prueba aliento (UBT), pero en
algunos casos puede estar recomendada una
técnica que utilice una muestra facil de obtener y
conservar, que se pueda realizar en cualquier
laboratorio de microbiologia y que no necesite la
colaboracién del paciente (como en la prueba del
aliento).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Normas de bioseguridad: la actuacion del
personal y las medidas a tomar frente a los
riesgos relacionados con la exposicién a agentes
biologicos esta regulada por el Real Decreto (RD)
664/97 y la adaptacion contenida en la Orden de
25 de marzo de 1998.

- Manual de instrucciones del equipo comercial
utilizado en cada laboratorio.

4. MUESTRAS
Se realiza con muestras de heces que pueden ser
frescas o congeladas a —20°C.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Los ensayos son de origen comercial, por lo que el
manejo y la conservacion de los reactivos se
ajustaran a las instrucciones del fabricante.

6. APARATOS Y MATERIAL

En funcibn de las caracteristicas del sistema
empleado y de las condiciones de cada laboratorio,
estas determinaciones se realizardn en sistemas
automatizados o de forma manual.

7. PROCESAMIENTO

Los pocillos de la placa de microtitulacion estan
recubiertos de anticuerpos monoclonales contra
antigenos de H. pylori. Se elabora una suspension
de material fecal y anticuerpos monoclonales
marcados con peroxidasa (conjugado enzimatico). El
material sobrenadante se coloca en los pocillos. Tras
un tiempo de incubacién de 60 minutos, si existen
antigenos de H. pylori se unen tanto a los
anticuerpos de la placa de ensayo como a los
marcados con peroxidasa, formando un complejo
tipo “sandwich”.

Después de eliminar el conjugado no adherido
lavando la placa, se coloca en los pocillos un
sustrato  incoloro (tetrametilbencidina) que es
oxidado por la peroxidasa formando un producto de
color azul que virara a amarillo después de afiadir
una solucion de parada de la reaccion.

Interpretacion: la intensidad de color se determina
por espectrofotometria en los 15 minutos siguientes
a la interrupcion de la reaccién, en un lector de
placas de microtitulacién, con una longitud de onda
de 450 nm y de referencia a 620 nm.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
Los resultados se interpretan en funcion de un
umbral ya establecido.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran los responsables
de la realizacién de las técnicas. El facultativo tendra
la responsabilidad de la interpretacion de los
resultados y la validacion de los informes emitidos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Siendo la endoscopia el método de eleccion para el
cultivo y para la determinacién de la sensibilidad a
los antibiéticos de H. pylori asi como para los
hallazgos anatomopatolégicos hay circunstancias en
las que su realizacion puede presentar algunas
dificultades como la inaccesibilidad de la técnica o el
coste econémico.

Es en estos casos cuando esta técnica aporta una
informacion muy valiosa por la facilidad de su
obtencidén y conservacion de las muestras:

- Se puede realizar en cualquier laboratorio de
microbiologia.

- No necesita la colaboracion del paciente como en
el caso de la deteccion de ureasa por la prueba del
aliento por lo que es muy util en nifios pequefios.

- Es (til tanto para el diagnostico de colonizacién por
H. pylori como para el seguimiento después del
tratamiento erradicador.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Se ha descrito menor sensibilidad y especificidad de
la técnica en pacientes con cirrosis.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Este documento pretende ser una guia de los
principales métodos utilizados para detectar la
resistencia a antimicrobianos en Helicobacter pylori:
métodos fenatipicos (E-test y difusién con disco).

2. FUNDAMENTO

La resistencia a determinados antimicrobianos
(metronidazol, claritromicina) es un factor de riesgo de
fallo de tratamiento por lo que esta recomendado
determinar la sensibilidad in vitro para elegir el régimen
antimicrobiano mas apropiado.

Se recomienda determinar la actividad in vitro de
amoxicilina y tetraciclina por motivos
epidemiolégicos. También se puede determinar la
actividad de otros antimicrobianos que pueden tener
utilidad clinica en éste microorganismo
(fluoroquinolonas, rifabutina, nitrofurantoina).

Si no se dispone de la sensibilidad in vitro antes de
iniciar la primera pauta de tratamiento, si es
imprescindible realizarlo cuando ha habido uno o dos
fallos. Los métodos fenotipicos tienen la ventaja de
gue estan mas estandarizados y sirven para probar
cualquier antimicrobiano aunque tienen como
desventaja que requiere varios dias para la obtencion
de resultados.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Normas de bioseguridad: la actuacion del
personal y las medidas a tomar frente a los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes
biolégicos esta regulada por el Real Decreto (RD)
664/97 y la adaptacion contenida en la Orden de
25 de marzo de 1998.

- NCCLS. 2004. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. 14"
informational  supplement (aerobic dilution).
NCCLS document M100-S14. NCCLS, Wayne,
Pa.

4. MUESTRAS

La mayoria de las técnicas de deteccion de
resistencia se realiza sobre el microorganismo
cultivado en medios artificiales.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

Medios de cultivo: Mueller Hinton agar suplementado
con 7% sangre de caballo o carnero.

Discos de antibidticos: claritromicina 15 ug,
metronidazol 5 pg, amoxicilina 10 pg, tetraciclina 30
Hg.

E-test: claritromicina, metronidazol, amoxicilina,
tetraciclina.

6. APARATOS Y MATERIAL

Neveras

Cabina de microaerofilia, jarras de anaerobiosis o
estufa de CO?

Cabina de seguridad biolégica

Congeladores de —80°C

Asas desechables

Torundas de algodon

7. PROCESAMIENTO

Utilizar un cultivo reciente de H. pylori, de no mas de 4
dias, para preparar el inéculo. Resuspender colonias
de un cultivo de 2 a 3 dias de incubacion en solucion
salina estéril y ajustar a un 3 de la escala de
McFarland, e inocular la superficie de una placa con
una torunda empapada en esta suspension. De forma
alternativa se puede utilizar una torunda para recoger
el cultivo de media placa de agar del microorganismo
bien crecido y extenderlo directamente sobre la
superficie del medio de cultivo. Se recomienda
Mueller-Hinton o Wilkins-Chalgren suplementado con
5-10% de sangre de carnero o caballo.

Después de dejar que se seque el inoculo aplicado se
pueden aplicar las tiras de E-test (una por placa de 10
cm) o los discos (no mas de 3 discos por placa lo mas
alejado posible uno de otro).

Las placas se incubaran a 35°C en condiciones de
microaerofilia durante 3 a 5 dias. Se realizard la
lectura a los 3 dias de incubacion y si no es posible
leer con claridad las zonas de inhibicion se re-
incubara durante 2 dias mas. Se leera la CMI por el
método de E-test como el punto en el que la zona
donde existe inhibicion completa del microorganismo
cruza con la tira, y en el caso de la técnica de difusion
con discos, los halos de inhibicion de los discos con
los antimicrobianos.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
En el caso de los métodos fenotipicos obtendremos
un valor de CMI o unos milimetros del halo de
inhibicién que permitira clasificar al microorganismo
como sensible, resistente o intermedio de acuerdo
con la siguiente tabla:

TABLA

Método E-test Difusion disco

Punto corte (mg/L) Punto corte (mm)

S I R S I R
Amoxicilina <1 >2
Claritromicina <0,25 |05 >1 >19 mm <18 mm
Tetraciclina <2 >4
Metronidazol <4 >8 >21 mm 16-21 mm <16 mm

S: sensible; I:i_ntermedio; R: resistente
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9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran los responsables
de la realizacién de las técnicas. El facultativo tendra
la responsabilidad de la interpretacion de los
resultados y la validacion de los informes emitidos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La técnica de diluciéon en agar recomendada por la
NCCLS no es aplicable de rutina por lo que se ha
descrito el procedimiento de difusién con disco y del
E-test basandose en la experiencia de los
investigadores que han trabajado en este tema y en
la bibliografia recomendada.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Es necesario disponer del microorganismo cultivado
y con un indculo abundante para realizar la
sensibilidad a antimicrobianos. Se ha observado una
buena correlacién clinica entre los resultados
obtenidos por las técnicas fenotipicas y la respuesta

a los tratamientos que incluyen claritromicina, sin
embargo la correlacion en el caso de metronidazol
es menor.
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