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Puntos clave

Helicobacter pylori
es un bacilo
gramnegativo, curvado
y microaerofilico que se
encuentra en la mucosa
gastrica del estomago
humano asociado
a diferentes enfermedades
digestivas.

H. pylori se puede

identificar por su
forma en la tincion de
Gram, la forma de la
colonia (colonias
pequenas, brillantes
e incoloras) y por las
pruebas positivas de
ureasa, catalasa y oxidasa
cuando crece en medios
de cultivo incubados en
atmésfera microaerofilica.

Se han desarrollado

diferentes técnicas in
vitro que permiten detectar
los factores de virulencia
de H. pylori con el fin de
caracterizar las cepas mas
patégenas, aunque hasta
ahora no se ha demostrado
una clara correlacion
clinica.

La resistencia a la

claritromicina y al
metronidazol es un
indicador de fallo del
tratamiento. Existen
técnicas moleculares que
permiten detectar las
mutaciones implicadas en
la resistencia a la
claritromicina de forma
rapida y permite elegir el
tratamiento mas adecuado.

Aspectos microbioldgicos

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo,
curvado y microaerofilico que sobrevive en la
mucosa géstrica del estémago humano y se ha
asociado a diferentes enfermedades digesti-
vast™.

Se consider6 que era un Campylobacter por el
aspecto de la bacteria y se denominé Campylo-
bacter pyloridis, aunque poco después se cambi6
el nombre de la especie por la forma latina co-
rrecta: Campylobacter pylori. En 1989 se clasifi-
¢6 dentro de un nuevo género (con el estudio
de la secuencia 16S ARN ribosomal): Helico-
bacter?. En la actualidad existen mas de 24 es-
pecies de este género® agrupadas en especies
géstricas o enterohepiticas, y algunas de ellas se
han aislado de muestras humanas (gastricas: /1.
pylori, H. heilmannii, H. bizzozeronis; enterohe-
paticas: [, cinaedi, H. fennelliae, H. canadensis,
H. pullorum, H. canis, Helicobacter sp. flexispira).

Caracteristicas de
Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo gramnegativo espiral,
con forma de sacacorchos cuando se encuentra
en la mucosa gistrica y menos espiral cuando
crece en medios artificiales.

Presenta las caracteristicas estructurales de los
bacilos gramnegativos, con una membrana ex-
terna y una interna. Tiene de 4 a 8 flagelos po-
lares, que son fundamentales para su movilidad,
y que estin recubiertos por una vaina de estruc-
tura lipidica, igual que la membrana externa,
que parece tener la mision de proteger a los fla-
gelos de su degradacién por el medio 4cido®.

Su caracteristica mds importante es la potente
ureasa, que es capaz de hidrolizar urea. Esto
puede detectarse en el laboratorio mediante la
preparacién de un medio con urea y un indica-
dor de pH. Si se encuentra la bacteria, también
habré ureasa, que hidrolizari la urea producien-
do amonio y aumentando el pH del medio, que
hard que cambie de color (la prueba positiva es

de color rosa)’. Tiene otras 2 enzimas muy tti-
les para su identificacién cuando crece en me-
dios de cultivo: la oxidasa y la catalasa.

Para cultivarlo en medios artificiales necesita
medios enriquecidos, suplementados con san-
gre o derivados. H. pylori es resistente, de forma
natural, a algunos antimicrobianos, que se han
utilizado como agentes selectivos en los medios
de cultivo: vancomicina, cefsulodina, polimixi-
na, trimetoprim/sulfametoxazol y anfotericina
B10:11 Necesita una incubacién en atmdsfera
microaerébica durante un minimo de 4 dias
para el cultivo primario y de 2 dias para el culti-
vo secundario. Se pueden identificar por su for-
ma en la tincién de Gram, la forma de la colo-
nia (colonias pequefias, brillantes e incoloras) y
por las pruebas de la ureasa, catalasa y oxidasa,
que son positivas.

El genoma de
Helicobacter pylori

En agosto de 1997, el Instituto para la Inves-
tigacién Gendmica publicé la secuencia com-
pleta de la cepa 26695 de H. pylorilz, que se
aislé en el Reino Unido antes de 1987, de un
paciente con gastritism. El tamafio del geno-
ma es de 1.667.867 pares de bases, que coinci-
de con el tamafio determinado para diferentes
cepas de H. pylori mediante electroforesis en
campos pulsados (1,6 a 1,73 Mb)!3. El geno-
ma es circular y los genes de ARN ribosomal
238-58 y 168 se localizan separadosl3’14. En
total se identificaron 1.990 secuencias con
funcién para codificar para proteinas, basin-
dose en estudios previos de H. pylori o por ho-
mologia con secuencias descritas para otros
microorganismos, y 499 secuencias para las
que no se conoce una funcién.

Posteriormente se secuencié el genoma de un
segundo aislamiento clinico de H. pylori (J99)

por la Genome Therapeutics Corporation

(con licencia de ASTRA, Cambridge, MA).
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Helicobacter pylori es un
bacilo gramnegativo,
curvado y microaerofilico
que se encuentra en la
mucosa gastrica del
estdémago humano asociado
a diferentes enfermedades
digestivas.

Su caracteristica mas
importante es la potente
ureasa, que es capaz de
hidrolizar urea. Tiene,
ademas, otras 2 enzimas
muy Utiles para su
identificacion cuando crece
en medios de cultivo: la
oxidasa y la catalasa.

Cuando crecen en medio
de cultivo se les puede
identificar por su forma en
la tinciéon de Gram, la forma
de la colonia (colonias
pequenas, brillantes e
incoloras) y por las pruebas
de la ureasa, la catalasa

y la oxidasa, que son
positivas.

El genoma es circular, de
1.667.867 pares de bases,
y se han identificado 1.990
secuencias con funcion
conocida. Los genes de
ARN ribosomal 23S-5S

y 16S se localizan
separados.

La bacteria presenta
diferentes factores de
virulencia que necesita
para colonizar la mucosa
gastrica (la movilidad, las
adhesinas, el requerimiento
microaerofilico, la ureasa,
etc.), para persistir en ella
(el lipopolisacarido o los
sistemas de evasion
inmune) y para producir
dano en la propia mucosa
(la toxina VacA, la proteina
CagA, las fosfolipasas, la
secrecion y estimulacion
del pepsisnogeno, la
ureasa, etc.).

La cepa J99 se aislé en Estados Unidos en
1994 de un paciente con ulcera duodenal y se
sometié a minimos pases antes de ser secuen-
ciado en 1996'. El cromosoma circular es de
1.643.831 pares de bases (24.036 pb menor
que el de 26695). Aunque el patron de restric-
cién de J99 y 26695 era bastante diferente!®, el
andlisis de determinadas proteinas y los genes
que las codifican sugieren que las proteinas de
estas 2 cepas son muy similares y los genes se
encuentran relativamente conservados en la

localizacién de sus respectivos cromosomas?’.

Factores de virulencia

La bacteria presenta diferentes factores que
necesita para colonizar la mucosa géstrica (la
movilidad, las adhesinas, el requerimiento mi-
croaerofilico, la ureasa, etc.), para persistir en
ella (el lipopolisacirido o los sistemas de eva-
sién inmune) y para producir dafio en la pro-
pia mucosa (la toxina VacA, la proteina CagA,
las fosfolipasas, la secrecién y estimulacién del
pepsinégeno, la ureasa, etc.)!8.

La colonizacién se produce en varias fases,
empezando por la colonizacién de la cavidad
oral, la posterior colonizacién de la capa de
mucina géstrica y, por ultimo, la unién a las
células del epitelio gistrico.

Lipopolisacarido

El lipopolisacdrido de H. pylori es una de las
moléculas de unién, pero ademds permite ca-
muflar a la bacteria de la respuesta inmune al
mimetizar los antigenos de grupo sanguineo
de Lewis, por lo que puede permanecer de
forma crénica en el estémago sin ser elimina-

do por la respuesta inflamatoria®.
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Ureasa

La ureasa estd codificada por un conjunto de
genes (ure) compuestos por 7 unidades y per-
mite neutralizar el pH 4cido porque genera
amonio al descomponer la urea. Ademds, pue-
de provocar un importante dafio en la mucosa
porque origina hidréxido de amonio que es t6-
xico y porque interacciona con el sistema in-
mune que origina productos oxidativos que

también son dafninosZC.

Citotoxina vacuolizante VacA
Aproximadamente la mitad de las cepas de
H. pylori producen una toxina que forma
grandes vacuolas en las células eucaridticas de
cultivos celulares?!. La toxina estd codificada
por el gen wacA, que se encuentra en todas las
cepas, produzcan o no toxina, pero presentan
un mosaicismo en 2 regiones del gen: la re-
gién secuencia sefial (s1a, s1b y s2) y la regién
media (m1 y m2)?2. Las cepas sIm1 produ-
cen grandes cantidades de toxina, mientras
que las s2m2 no producen toxina y el resto de
los patrones producen cantidades variables de
toxina.

Proteina CagA. El gen cagA se describié como
un gen asociado a citotoxina, aunque en la ac-
tualidad se sabe que no es un gen aislado, sino
que se encuentra dentro de la llamada isla de
patogenicidad, un fragmento de 40 kb que
contiene 31 genes (cagd, cagB, cagE, cagN,
etc.), que tiene un contenido en G+C mis
bajo que el del resto del genoma de H. pylori,
que sugiere que se haya transferido de forma
horizontal a partir de otras especiesZ3. El gen
cagA codifica para una proteina que es inyec-
tada dentro de la célula hospedadora, origi-
nando secuencias de fosforilacién en cascada
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que llevan a la reorganizacién del citoesquele-
to celular??.

Alguno de los factores de virulencia estin en
todas las cepas de H. pylori, mientras que otros
no, lo que ha llevado a intentar relacionar de-
terminadas cepas con el tipo de enfermedad
que se puede desarrollar en el pacientezs'27.

Se han desarrollado diferentes técnicas iz vi-
tro que permiten detectar los factores de viru-
lencia en H. pylori con el fin de caracterizar las
cepas mds patégenaszz’23’25'28. Se han disefia-
do diferentes protocolos de PCR para detectar
el gen cagA u otros genes dentro de la isla de
patogenicidad, para detectar los alelos s1 o s2
del gen vacA o los alelos m1 y m2. La detec-
ci6n del producto codificado por el gen cagA,
la proteina CagA, se ha realizado mediante
técnicas serolégicas: inmunotransferencia,
EIA27.28_Sin embargo, la correlacién entre es-
tas técnicas y la presencia o ausencia del gen
cagA no siempre es buena. Y ademds, a pesar
de los multiples estudios realizados, en la ac-
tualidad no se pueden diferenciar las cepas en
buenas y malas basindose en la presencia de
diferentes factores de patogenicidad, con in-
tencién de que tenga repercusién en el trata-
miento.

Actividad
antimicrobiana

Desde que se descubrié H. pylori y su implica-
cién en la patologia gastroduodenal se han rea-
lizado numerosos estudios buscando los anti-
microbianos mds activos iz vitro frente a este
microorganismo y los que presenten buena
eficacia clinica, ya que no siempre existe una
buena correlacién, debido a diferentes facto-
res, como la pobre penetracién en zonas pro-
fundas de la mucosa géstrica, la inactivacién
del antibiético por el pH 4cido del estémago o
el desarrollo de resistencias adquiridas durante
el tratamiento??-30,

Los betalactimicos muestran una buena acti-
vidad iz witro frente a H. pylori, y la amoxici-
lina es la que presenta CMI mis bajas (0,01-
0,125 mg/1). Las tetraciclinas presentan
también buena actividad iz vitro. La resisten-
cia a la amoxicilina y la tetraciclina es muy
poco frecuente. El metronidazol administra-
do in vitro es activo y se ha demostrado su
eficacia clinica, aunque en algunas poblacio-
nes la resistencia es muy elevada. Los macré-
lidos tienen buena actividad y la claritromici-
na es la que presenta mejores CMI, aunque la
resistencia a esta sustancia estd aumentando
en diferentes poblaciones, por lo que repre-
senta un problema cada vez mayor. La infec-
cién por cepas resistentes a la claritromicina o

11

ABORDAJE DE LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI

al metronidazol supone un importante pro-
blema porque se relaciona con el fallo del tra-
tamiento>1.

Otros antimicrobianos con actividad iz vitro
que se han utilizado en ensayos clinicos son
las rifampicinas o derivados, la furazolidona y
las ﬂuoroquinolonas32.

La resistencia a la claritromicina se produce
por una mutacién puntual en el ARN riboso-
mal 23S en la posicion 2142 (cambio de ade-
nina por guanina o citosina) o en la posicién
2143 (cambio de adenina por guanina)’3 y se
han desarrollado diversas técnicas moleculares
que permiten detectar la presencia de estas
mutaciones®*. Por ejemplo, la PCR en tiempo
real permite diferenciar las cepas sensibles (sin
mutacién) de las cepas resistentes en 1 hora
(después de extraer el ADN) y se ha utilizado
en cepas cultivadas iz vitro pero también en

muestras de biopsia géstrica35.
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La toxina vacuolizante esta
codificada por el gen vacA,
que se encuentra en todas las
cepas, produzcan o no toxina,
pero presentan un
mosaicismo en 2 regiones del
gen: la region secuencia senal
(s1a, s1by s2) y la region
media (m1 y m2). Las cepas
s1m1 producen grandes
cantidades de toxina, mientras
que las s2m2 no producen
toxina y el resto de los
patrones producen cantidades
variables de toxina.

El gen cagA se encuentra
dentro de la isla de
patogenicidad, que es un
fragmento de 40 kb que
contiene 31 genes (cagA,
cagB, cagE, cagN, etc.) con
un contenido en G+C mas
bajo que el del resto del
genoma, lo que sugiere que
se ha transferido de forma
horizontal a partir de otras
especies.

La amoxicilina, la
claritromicina, el metronidazol
y la tetraciclina son los
antimicrobianos mas utilizados
en las pautas de tratamiento,
aunque la infeccién por cepas
resistentes a la claritromicina
o al metronidazol supone un
importante problema porque
se relaciona con fallo del
tratamiento.

Otros antimicrobianos con
actividad in vitro que se han
utilizado en ensayos clinicos
son las rifampicinas o
derivados, la furazolidona y
las fluoroquinolonas.

La resistencia a la
claritromicina se produce por
una mutacion puntual en el
ARN ribosomal 23S en la
posicién 2142 (cambio de
adenina por guanina o
citosina) o en la posicion
2143 (cambio de adenina por
guanina) y se han
desarrollado diversas técnicas
moleculares que permiten
detectar la presencia de estas
mutaciones.
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En este capitulo se revisan diversos
métodos utilizados para
diagnosticar la infeccion por

H. pylori: breath test urea,
antigeno en heces y las diferentes
técnicas de PCR (PCR muiltiplex,
PCR en tiempo real) para detectar
H. pylori en muestras de biopsia
gdstrica y en ofras muestras, los
factores de virulencia y la
resistencia a macrolidos.

Lépez-Brea M, editor. Helicobacter
pylori: retos para el siglo Xx1.
Microbiologia, clinica y tratamiento.
Barcelona: Prous Science; 1999.

Este libro trata sobre numerosos
aspectos de la infeccion por

H. pylori, incluyendo desde los

aspectos de biologia molecular y

microbiologia hasta los aspectos

clinicos de esta infeccion.
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