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RESUMEN

Se revisan los métodos diagnésticos para
Helicobacter pylori, incluyendo el tipo de
muestras, los medios de cultivos y las
condiciones de incubaci6on. Ademas, como
diagnoéstico presuntivo se sefialan los métodos
de tincion directa de frotis de biopsias, las
pruebas de ureasa rapida y las de deteccion de
anhidrido carbénico marcado con radiois6topos
tras la administracion oral de urea radioactiva.
También se menciona la observacion de bacilos
curvados en cortes histolégicos y la evaluacion
de anticuerpos séricos contra H. pylori como
métodos de diagndstico presuntivo para este
agente. Como se indico en la primera parte de
esta revision (14) Helicobacter pylori ha cobrado
importancia desde su descripcion en 1982,
despertando interés a nivel mundial, debido a su
asociacién con la gastritis tipo B y las Ulceras
pépticas (39). Sin embargo, un escollo im-
portante que debe salvarse en su investigacion
es el diagnéstico, para lo cual se requieren
métodos efectivos y rapidos, que a la vez
no tengan un costo elevado. El objetivo de
esta revision es indicar los métodos
diagnosticos descritos para este agente, ha-
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ciendo énfasis en los utilizados en algunos
laboratorios costarricenses. [Rev. Cost. Cienc.
Méd. 1989; 10(3):57-62].

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

La muestra ideal para aislar a este agente es la
biopsia gastrica a nivel de antro. La combinacion
de muestras c antro y de cuerpo, y mas aun,
su maceracion previa a la inoculacion, aumenta
las probabilidades de aislamiento (12). Por otra
parte, los raspados de mucosa gastrica o el jugo
gastrico no son recomendables para el
aislamiento de esta bacteria, pues su nicho
ecolégico son los espacios intercelulares,
manteniéndose unida a las células en contacto
muy intimo (14). Si se requiere transportar las
muestras un buen medio es la solucién salina
fisioldgica (5).

Los medios de cultivo recomendados son agar
sangre, empleando de un 10 a 15 por ciento de
sangre de carnero, caballo o humana, agar
chocolate, medio de Skirrow, Thayer y Martin,
caldo de Butzler (3, 12, 37) o infusién de cerebro
y corazén enriquecido con 10 por ciento de
suero de caballo (24). Incluso se han
propuesto  medios especificos como el
Campylobacter pylori (7) o el Bello Horizonte
(30); este Ultimo es un medio diferencial
gue contiene difeniltetrasolio, cuya reduccién
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por la accion bacteriana brinda una tonalidad
dorada a la colonia. La incorporacion de
antibiéticos a los medios de cultivo aumenta las
probabilidades de aislamiento al eliminar
contaminates (12).

La atmoésfera para el crecimiento de esta
bacteria debe contener aproximadamente 5 por
ciento de O, 15 por ciento de CO. y un 80 por
ciento de N. Esto se logra con el sistema de
evacuaciéon y reemplazo, o con un sdore
generador de H, y CO, tipo Gas Pak, en una
jarra de anaerobiosis sin catalizador. Los platos
inoculados deben incubarse a 37 °C durante un
periodo de 3 a 5 dias. Las colonias, a los 5 dias
de incubacion, miden aproximadamente un 1
mm de diametro, son convexas, trasparentes,
ligeramente keta hemoliticas, catalasa, oxidasa
y ureasa positivas (4).

El aislamiento se corrobora mediante un frotis
coloreado con la tinciébn de Gram, utilizando
carbol fucsina recién filtrada en vez de
safranina. La bacteria se observa como un
bacilo gramnegativo, de aspecto curvado en
forma de C, con extremos romos. Al microscopio
electronico se aprecia un mechén de 3 a 6
flagelos envainados en uno de los extremos del
bacilo (9).

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
RAPIDO

El diagnéstico presuntivo puede hacerse
mediante varios métodos, cuyo objetivo es
poner de manifiesto la bacteria en un tiempo
menor del requerido por el cultivo. En orden
I6gico de realizacion estos métodos son el frotis
por aposicion del tejido géstrico, las pruebas de
ureasa rapida y finalmente la prueba de la urea
marcada con radioisétopos.

Para la tincion directa de frotis de biop-
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sia, se hace un frotis por aposicion del tejido en
una lamina y se tifie ya sea con el método de
Gram (23) o con naranja de acridina (33). En
ambas preparaciones se buscan grupos de back
los curvados, en un caso gramnegativos y en el
otro fluorescentes. Ambos métodos han sido
evaluados y muestran una buena correlacion
con respecto al cultivo, cuya sensibilidad y es-
pecificidad oscilan entre el 85 y el 100 por ciento
(23, 33).

Las pruebas de ureasa se basan en poner de
manifiesto la ureasa prefomada de esta
bacteria, la cual es extremadamente activa. Esta
enzima es capaz de hidrolizar la urea tan rapida-
mente, que vira el caldo de urea de Christensen
al momento de ser inoculado. Basandose en
esta propiedad se han ideado varios métodos
de diagnostico presuntivo, en los cuales se
inocula el tejido de la biopsia, intacto o
macerado, en una soluciéon de urea del 2 al 6
por ciento, en el caldo de Christensen o en el
medio “CLO test”. En todo caso se utiliza el rojo
de fenol al 0,2 por ciento como indicador de pH
(5,6,8,20,22,26,29,31,34,35,38).

La prueba se basa en la hidrélisis bacteriana de
la urea, con produccion de CO, y NHy, con lo
cual se eleva el pH, haciendo virar el indicador
de incoloro a rojo, lo que pone en evidencia a la
bacteria.

Empleando el método descrito por Ruiz et al.
(32), pero haciendo la lectura a los 10 minutos,
se tiene una sensibilidad y una especificidad del
72 y 83 por ciento respectivamente, y un valor
predictivo positivo del 92 por ciento. Sin
embargo, el valor predictivo negativo es del 54
por ciento, lo que significa que la prueba es util
para el diagnéstico de los casos positivos, en
tanto los negativos requieren su confirmacién
mediante cultivo (16).



La prueba de urea marcada con radiois6topos
es otro de los métodos propuestos; que también
se basa en la actividad de la ureasa bacteriana.
Consiste en administrar oralmente al paciente
una dosis de urea marcada con c13(10, 11) o c*
(18), que representa el sustrato para la ureasa
bacteriana. Treinta minutos mas tarde, si el
paciente tiene la bacteria, se detecta el CO,
marcado con el radiois6topo en su aliento. La
ventaja de este método es hacer un diagnéstico
no invasivo, sin recurrir a la gastroscopia (10).
Sin embargo, una desventaja es que requiere
de equipo complejo y costoso (4).

DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO

Las primeras evidencias sobre la presencia de
este agente fueron las  observaciones
histolégicas de bacilos curvados similares a
Campylobacter, realizadas en biopsias de
pacientes con gastritis o Ulceras pépticas. Tales
hallazgos se hicieron en cortes histolégicos
tefiidos con hematoxilina eosina y
posteriormente se emplearon otras tinciones
como Giemsa, Giménez (19) y Warthin-Starry
(27). Uno de los ultimos métodos propuestos es
una modificacion de la tincién de Ziehl Neelsen,
que puede realizarse en 5 minutos (13).
Independientemente de la tincion utilizada, se
observan bacilos curvados localizados en los
espacios intercelulares de las glandulas
gastricas, principalmente a la altura del antro
pilérico. Aunque en casos severos suelen en-
contrarse grandes cantidades de bacterias, lo
recomendable es analizar por lo menos dos
biopsias de antro, para reducir las
probabilidades de error (27).

El hallazgo de bacterias con morfologia similar a
H. pylori podria sefialarse s6lo como un método
de diagnostico presuntivo (16); aunque su
combinacién con un método seroldgico, por
ejemplo inmunoenzimatico, lo convierten en una
forma de diagnéstico definitivo (1).

Este agente esta relacionado fuertemente con la
presencia de algun tipo de gastritis inespecifica
como las variedades cronica superficial, atréfica
simple o complicada con metaplasia intestinal o
bien con Ulceras pépticas, ya sea gastricas o
duodenales. Por lo tanto, en esas patologias es
importante buscar este agente (39). Por
ejemplo, en una muestra de 92 pacientes
costarricenses, se encontrd6 62 muestras
positivas por H. pylori mediante cultivo, el 40 por
ciento presentaban algin tipo de gastritis, el 21
por ciento Ulceras pépticas, el 9 por ciento
cuadros malignos y el 3 por ciento eran
pacientes sin alteraciones gastricas (15). La
comparacion del hallazgo de bacterias similares
a H. pylori en cortes histolégicos, con el
aislamiento de ese agente, presenta una
especificidad y sensibilidad de 71 y 73 por
ciento respectivamente (15).

METODOS DE DIAGNOSTICO
SEROLOGICO

La deteccion de anticuerpos séricos, 1gG o IgA,
especificos contra H. pylori o contra algunas de
sus  proteinas, brinda  otra  posibilidad
diagnéstica (28, 36). Ello se basa en los niveles
altos de anticuerpos especificos contra esta
bacteria, encontrados en los pacientes
infectados; los que descienden al erradicarse la
bacteria (36). Por el contrario, los individuos
sanos son seronegativos (28).
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Otro factor favorable en el diagndstico
serolégico es la similitud antigénica de las
diversas cepas estudiadas y que ademas, no
presentan reacciones cruzadas con otras
bacterias, incluyendo Campylobacter jejuni (17).
Los antigenos utilizados son bacterias
completas fijadas en formalina al uno por ciento
o liofilizadas, bacterias sonicadas, extractos de
glicina acida e incluso la ureasa purificada. Esta
Ultima parece ser el mejor antigeno utilizado
para fines diagndsticos (2).

Entre las pruebas seroldégicas mas empleadas
estan las inmunoenzimaticas y las de fijacion de
complemento. Incluso se vende comercialmente
un juego de reactivos para una prueba
inmunoenzimatica para detectar inmu-
noglobulinas (IgG, IgM e IgA) anti H. pylori con
fines diagnosticos.

CONCLUSION

Para cortar el ciclo de infeccion de wun
determinado agente es indispensable su
identificacion, no solo en los pacientes
afectados sino también en los posibles
portadores sanos e incluso en otros nichos
anatomicos diferentes de aquel en el cual se
manifiesta la enfermedad; ademas, deben
identificarse las posibles vias de diseminacion.
En algunos casos, esto obliga a la puesta en
marcha de métodos capaces de detectar
cantidades infimas de antigenos. En el caso de
Helicobacter pylori han habido importantes
avances, como por ejemplo, la descripcion re-
ciente de una prueba de hibridizacion de &cidos
nucleicos para la identificacion de esta bacteria
en especimenes pobremente positivos (25).
Ademas, esta la gama de métodos diagnésticos
seflalados en esta revision, algunos de los
cuales son relativamente simples y se utilizan en
Costa Rica.
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Por otra parte, el diagnostico apropiado de este
agente es indispensable para establecer un
tratamiento antimicrobiano, en los pacientes que
padecen gastritis 0 Ulceras pépticas asociadas.
Por este motivo es impostergable la puesta en
practica, e idealmente en forma rutinaria, de los
métodos para el diagnostico de Helicobacter

pylori.

ABSTRACT

The diagnostic methodology for Helicobacter
pylori is reviewed, including the type of sample,
culture media, and incubation conditions. As
presuptive diagnotic methods, the use of biopsy
smears stained with Gram or acridine orange,
rapid urease tests, and radioisotope labelled
urea breath test are cited. Histologic
visualization of curved shaped bacteria, and
evaluation of antibodies against H. pylori are
used for its presuptive diagnosis.
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