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RESUMEN

Helicobacter pylori es la principal especie del genero Helicobacter responsable de una gran
variedad de patologias gastroduodenales en paises desarrollados y en via de desarrollo. La
importancia de cultivarla radica en la capacidad de conocer sus caracteristicas de crecimien-
to, su diversidad genética, su epidemiologia, determinar la resistencia bacteriana a los anti-
bidticos usados en determinado tratamiento y la posibilidad de realizar una deteccion exitosa
en pacientes que se sospeche la presencia del microorganismo. Actualmente no se provee
de un medio de cultivo universal para mantener el crecimiento de H. pylori y pocos medios
han sido identificados que proveen significativamente el crecimiento ventajoso in vitro. Este
articulo tiene como objetivo realizar una revision de los diferentes medios de cultivo utili-
zados para el crecimiento in vitro de H. pylori, asi como los mecanismos de resistencia de
la bacteria.
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Characteristics, cultivation methods and
Antimicrobial resistance in Helicobacter Pylori

Review article

Botero Cardona, J., Cardona Lopez, M. A.", Alvarez Aldana A.?

ABSTRACT

Helicobacter pylori is the main species of the Helicobacter genus responsible for a large
variety of gastroduodenal pathologies in developed and developing countries. The importance
of cultivating it lies in the ability to know its growth characteristics, its genetic diversity, its
epidemiology, determine the bacterial resistance to the antibiotics used in a given treatment
and the possibility of making a successful detection in patients who suspect the presence
of the microorganism. Currently not provided of a universal culture medium to maintain
the growth of H. pylori and few means have been identified that provide signifcantly
advantageous growth in vitro. East the objective of this article is to review the different
culture media used for the in vitro growth of H. pylori, as well as the resistance mechanisms
of the bacteria.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es la principal especie
del genero Helicobacter responsable
de una gran variedad de patologias
gastroduodenales en paises desarrollados y
en via de desarrollo; Es la principal causa de
al menos el 90% de las ulceras duodenales
y el 70% de las ulceras gastricasV. La
bacteria tiene una tasa de crecimiento baja,
es Gram-negativa, morfologia curvada
en forma de S y posee multiples flagelos
en un polo de la bacteria observados en
micrografia electronica>?; tiene entre 2 a
6 flagelos unipolares caracteristicos; mide
entre 2,5-4,0 uM de largo y 0,5-1,0 de
ancho, la pared celular es lisa y puede estar
cubierta con un prominente glicocalix con
un espesor de 40nm®. No forman esporas
en cultivos de agar sangre (in vitro) y en
general, la bacteria cambia de forma espiral
a cocoide segun las condiciones del medio;
en cultivos viejos ocurre el cambio a forma
cocoide y esta asociada a pérdida de la
capacidad de cultivarse® y generalmente
son irrecuperables®.

La importancia de cultivar Helicobacter
pylori radica en la capacidad de conocer
sus caracteristicas de crecimiento, su
diversidad genética, su epidemiologia y
la posibilidad de determinar la resistencia
bacteriana a  los  antimicrobianos
comunmente utilizados en los tratamientos.
Es un microorganismo fastidioso por su
crecimiento que requiere condiciones de
microaerofilia y medios basales como agar
Columbia:: >, agar Triptacasa soya® !9,
agar infusion cerebro corazon (BHIA)!:
-9 "Ham” F-129 o agar yema de huevo'®
-9 suplementado con sangre!!: 37 % 11. 16
suero'! & 10 1418) " mycina'®1?, IsoVitaleX®
% 1L 12.18) - almidon'® ¥, sulfato ferroso!”

|5_8.

o ciclodextrina % 2% 21; asi como medios
liquidos caldo infusidn cerebro corazén
(BHIB), caldo Mueller-Hinton (MHB) o
Caldo Brucella (BB).®

La complejidad de cultivar Helicobacter
pylori estd basada en determinar las
condiciones adecuadas para su crecimiento;
desde su  descubrimiento, = muchos
investigadores han cultivado y estudiado
la bacteria pero sin embargo, todavia no
se provee de un medio universal usado
para mantener el crecimiento de H. pylori
y pocos medios han sido identificados que
proveen significativamente el crecimiento
ventajoso in vitro®. Este articulo tiene como
objetivo realizar una revision exhaustiva
de los métodos utilizados para el cultivo
de H. pylori asi como su mecanismo de
resistencia.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd una busqueda aleatoria de
la literatura en la base de datos NCBI
Pubmed y Scopus. Se utilizaron los
términos Helicobacter pyloriy el conector
booelano AND y se selecciond por titulo
con los siguientes términos: Helicobacter
pylori AND culture arrojé 20 articulos,
Helicobacter pylori AND culture media
arrojo 10 articulos, Helicobacter pylori
AND media arroj6 20, Helicobacter
pylori AND médium arrojé 20 articulos,
Helicobacter pylori AND recovery
arrojo 20 articulos, Helicobacter pylori
AND transport media arroj6 9 articulos,
Helicobacter pylori AND solid médium
arroj6 arroj6 2 articulos, Helicobacter
pylori AND solid media arrojé 3 articulos,
Helicobacter pylori AND liquid media
arrojo 5 articulos, Helicobacter pylori AND
antibiotics resistance arroj6 2433 articulos.
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En las busquedas realizadas se utilizo tanto
el termino media como médium debido a
que el inglés acepta ambas variantes para la
palabra medio. No se restringio la pestafia
de tiempo, se seleccion6 solo aquellos
articulos que evaluaran el crecimiento de
Helicobacter pylori en medios de cultivo
y su recuperacion, Se escogid articulos
desde el descubrimiento de H. pylori hasta
la fecha. Se utiliz6 el termino Helicobacter
pylori AND antibiotics resistance, y se
seleccion6 review y free full text, se
escogid por titulo y se seleccionaron los
articulos que explicaran la resistencia
de Helicobacter pylori a antibiodticos
utilizados en tratamientos y en medios de
cultivo. Se obtuvo un total de 149 articulos
de los cuales se escogieron 50.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS

Morfologia celular

Helicobacter pylori es descrita como una
bacteria Gram-negativa de forma en S o
curvada (0,5-0,9 um de ancho por 2-4um
de largo); no forma espora, posee de 2 a 6
flagelos (Lofotrico)®®.

Morfologia de las colonias.

Las colonias de H. pylori de un cultivo
primario suplementado con agar sangre a
37°C, usualmente toman de 3 a 5 dias en
aparecer y son circulares (1-2mm) y son
traslucidas en apariencia.®

Ii

Caracteristicas Bioquimicas

Las especies de Helicobacter son
quimiorganotrofas, la gelatina, el almidon y
la caseina y la tirosina no son hidrolizadas®
aunque Coudron et al (1995) menciona el
aumento en la tasa de crecimiento de H.
pylori usando el almidén como fuente de
carbono en el medio de cultivo'®, Las
especies de Helicobacter son rojo metilo
y Voges-proskauer negativas. Actividad
oxidasa esta presente en todas las especies
y la mayoria de las especies como H. pylori
producen catalasa y ureasa; no presentan
producciéon de pigmentos®. Por otro lado
Testerman et al (2006) explica que el
hierro es esencial para el crecimiento de la
bacteria, las especies de Helicobacter son
capaces de utilizar varias formas de hierro,
aunque a altas concentraciones de éste, no
coloniza el intestino debido a que otras
especies de bacterias utilizan el hierro para
su crecimiento; asi mismo se menciona que
la adicion de aminoacidos no esenciales
como triptéfano e isoleucina en medio
Ham’s-F12 incrementa significativamente
el crecimiento de H.pylori y lo mismo
ocurre con glutamina y glutamato!>

La deteccion de H. pylori, incluye las
pruebas bioquimicas tinciéon de Gram, test
de ureasa, catalasa y oxidasa aunque se
incluye herramientas moleculares como la
PCR para lograr una clarificacion y buena
deteccion'.

Formas cocoides

Catrenich & Makin (1991) determinaron que
H. pylori cambia de forma bacilar a cocoide
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en caldo como medio de cultivo después de
5 dias bajo condiciones microaerobicas y
que paralelamente ésta conversion en su
forma cocoide ocasiona un decrecimiento
en la formaciéon de unidades formadoras
de colonias por mililitro (CFU/mL) dando
lugar a la perdida de la recuperacion del
medio de cultivo®; por consiguiente
estudios superiores mencionan que la
forma cocoide de H. pylori ha sido divida
en tres tipos: Forma cocoide degenerativa
que representa la muerta de la bacteria por
la picnosis, una bacteria cocoide viva que
puede ser cultivada en medio de cultivo
solido y finalmente viable pero no cultivable
(Viable But Non-Culturable, VBNC). Se
sugiere que la transformacion a la forma
cocoide trae como resultado la reduccion
del metabolismo e induce a una menor
modificacion en los procesos fisiologicos
de la bacteria®¥,

Tiempo de generacion

Joo et al (2010) Establecieron un tiempo
de generacion para H. pylori de 3,3 horas
creciendo exponencialmente durante 28
horas en un cultivo liquido de capa en
caldo Brucella suplementado con suero
equino, extracto de levadura, y dimetil-
beta ciclodextrina®); Asi mismo Jiang et
al (2000) evaluaron el crecimiento de H.
pylorienvarios suplementos teniendo como
resultados en caldo BHI suplementado
con mucina al 0.15, 0.30 y 0.45% tiempos
de generacion de 4.3, 3.8 y 4,0 horas
respectivamente; caldos suplementados
con 0.05, 0.075 y 0.1% sulfato ferroso y
piruvato de sodio tuvieron tiempos de
generacion de 3,2 a 4,2 horas durante 72 a
96 horas de crecimiento"?.

Iﬂ

Condiciones de incubacion

Se han sefialado diferentes composiciones
para una atmosfera de microaerofilia usada
para el cultivo de H.pylori. Rangos de 5-6%
de O,, 7-12% CO,, 0-85% H, y 0-85% N,;
estos valores pueden ser logrados usando
kits generadores de gas y llenados con 10%
CO,, 10% H, y 80% N, de una mezcla de
gases'V; asi mismo Xu, Czinn & Blsnchard
(2010), demuestran que H. pylori cultivada
en profundidad en tubos de ensayo con
agar Brucella o Agar Infusion cerebro
corazén permanecen viables durante 8
semanas mantenidas a 37°C con 10% de
CO,"™. Aunque se conoce claramente
que H. pylori crece de manera exitosa a
37°C durante 4 a 7 dias en condiciones de
microareofilia, también se ha reportado
durante periodos mucho mas largos en
condiciones anaerdbicas predominando la
forma cocoide sobre la bacilar, esto mismo
sucede en Vibrio cholerae, Campylobacter
Jjejuni, Acinetobacter sp®Y. Asi mismo,
Siavoshi et al (2012) expone que H. pylori
es microaerofila y cambia a forma cocoide
cuando se expone a condiciones aerdbicas; el
estudio presenta un crecimiento equidistante
entre las condiciones microaerobicas y
aerobicas debido a la produccién de un
exopolisacarido (EXP) que sirve como
barrera fisicay reduce la difusion del oxigeno
a través de la pared celular protegiendo a la
bacteria contra condiciones de estrés'>

PRESERVACION Y
TRANSPORTE DE CULTIVOS

El éxito de cultivar H. pylori de biopsias
gastricas estd influenciada por las
condiciones de transporte. Las bacterias
que son tomadas de las biopsias gastricas
deben ser inoculadas a cultivos tan rapido
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como sea posible ya que la viabilidad
del microorganismo es reducida por la
exposicion a la atmosfera de oxigeno".
Xia et al (1994) investigaron la forma de
transportar H. pylori en medios solidos;
explican que el transporte en medios agar
chocolate inclinado (pico de flauta) y
placas de agar chocolate en bolsas BBL
Campy es recomendable y mas efectivo,
se logra una mayor tasa de recuperacion
después de 3 dias de almacenamiento, asi
mismo menciona que la adicion de CO,
en el agar chocolate inclinado (pico de
flauta) aumenta el efecto de supervivencia
de la bacteria, por consiguiente, también
proponen que después del transporte del
microorganismo se realice un subcultivo
en (i)Agar Columbia con 7% de sangre
humana (ii) agar Wilkins Chalgren con
10% de sangre humana y antibioticos que
incluyen vancomicina (10pg/L), defsulodin
(2 pg/mL), cicloheximida (200ug(L) y
trimetropim (5pg/L) o (iii) agar Columbia
con 6% de sangre de cordero y antibioticos
que incluyen vancomicina (6pg/L),
polimixina B (4 pg/mL) y trimetropim
(5ug/L) bajo condiciones microaerofilas
de 3 a 7 dias(5). Vega et al (2012) utilizo
un medio alternativo suplementado con
extractos de cianobacterias (CE) para
preservar la viabilidad de las cepas de H.
pylorienel proceso de trasporte; se compard
dos medios de cultivo para transporte de H.
pylori ambos preparados con Agar caldo
Mueller-Hinton, lainica diferenciaradicaba
en que a un medio se le agregd extracto de
cianobacterias y al otro suero fetal bovino,
los resultados mencionan que el medio que
contenia extracto de cianobacterias tuvo
una recuperacion exitosa®®. Por otro lado
Xu, Czinn & Blsnchard (2010) Evaluaron
un mecanismo para mantener viable los
cultivos de H. pylori en el laboratorio sin

Ii

tener continuamente que realizar repiques,
mencionan que los medios de cultivo
solidos en tubos de ensayo pueden ser
utilizados para mantener y repicar la cepa
exitosamente!'V. Veenendaal et al (1993)
buscando una manera de bajo presupuesto
de transportar H. pylori extraido de biopsias
gastricas, comparan el Transporte con NaCl
0,9% y el medio Clairy-Blair, determinan
que por la disponibilidad, bajo costo y facil
de manipular, NaCl fue preferido y es un
medio adecuado para el transporte de la
bacteria®”. También se ha mencionado
el uso de caldo infusioén cerebro corazon
(BHI), suero de caballo y extracto de
levadura suplementado con vancomicina,
anfotericina B y acido nalidixico (VAN)
para la recuperacion de H. pylori con una
tasa del 76 al 46% después de almacenada
por 5 a 9 dias®®. Por otra parte Cellini et
al (2014), desarrollaron un nuevo medio
para el transporte de H. pylori (GESA-
Helicobacter pylori transport médium),
este medio mantiene la viabilidad de
la bacteria por 7 a 10 dias; Este medio
contiene agar, digestion enzimatica de
caseina, digestion enzimatica de tejido
animal, extracto de levadura y glucosa,
ellos aseguran que el medio de cultivo
GESA permite exitosamente el transporte
de biopsias gastricas de endoscopias al
laboratorio garantizando una alta viabilidad
y buen cultivo®.

MEDIOS DE CULTIVO
Medios de cultivo solidos

Numerosos medios de cultivo s6lidos se han
formulado para el crecimiento de H. pylori.
Goodwin et al (1985) evaluaron técnicas de
cultivo para el aislamiento de H. pylori de
biopsias de mucosa géstrica; determinaron
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que el medio mas satisfactorio para H.
pylori fue usando agar infusién cerebro
corazon, sangre de cordero 7%, 1-0%
IsoVitalex, 6mg/L de vancomicina, 20mg/L
acido nalidixico y 2 mg/L de anfotericina;
en comparacion con el medio que contenia
suplemento FBP (Campylobacter Growth
Selectavial: Sulfato ferroso, Metabisulfito
de sodio y piruvato de sodio) en vez de
sangre de cordero e isoVitalex; asi mismo se
dieron cuenta que el metabisulfito de sodio
presente en el suplemento FBP inhibe
algunas cepas de H. pylori vy, la densidad,
crecimiento y tamafio de las colonias en
agar con sangre lisada fue menor que
con sangre intacta en la mayoria de las
cepas®?. Krajden et al (1987) compararon
el aislamiento de H. pylori de un medio no
selectivo (agar sangre de cordero, SBA) con
un medio selectivo (Agar Skirrow, SM); el
medio SM detectd todos los aislamientos
encontrados en el medio SBA, ademas se
menciona que 29 de 49 endoscopias fueron
positivas en el medio SBA mientras que
27 de 49 endoscopias fueron positivas en
el medio SM, una diferencia en la tasa de
recuperacion en la cual no es significativa®h.
En continuacion J. C. Dent (1988) anade
al medio cefsulodin (5mg/L) como un
sustituto de la polimixina y anfotericina
B (5g/L) para inhibir Candida spp, un
contaminante comun del estomago!V.
Por otro lado en 1991, Westblom et al;
presentaron un nuevo medio para el cultivo
de H. pylori, Agar emulsion yema de
huevo compuesto de agar Columbia, EYE
(Emulsion yema de huevo), IsoVitaleX,
Cloruro de trifeniltetrazolio , agua destilada
y antibidticos opcionales como cefsulodin,
trimetropin, vancomicina y anfotericina
B. ellos compararon agar triptacasa soya,
agar Mueller-Hinton, Agar Brucella en

Iﬁ

combinacidn con concentraciones de
yema de huevo; siendo agar brucella en
concentraciones de 2,5 a 5% superior a
los otros dos®. Tee et al (1991) compara
tres medios selectivos Skirrow’s, Dent’s
CP y medio Charcoal campylobacter
Brussels Glupczynski’s modificado, vy
agar chocolate; los estudios confirmaron
que el agar chocolate tiene la mas baja
tasa de aislamiento, mientras que el medio
Skirrow’s probd tener la mas alta tasa de
aislamiento y fue capaz de tener un buen
crecimiento en una pequefia cantidad de
inoculo®®. En consiguiente, Herinksen et
al (1995) realiz6 seis variantes del medio
Charcoal y Skirrow para el crecimiento de
H. pylori; las mejores variantes obtenidas
fueron con sangre intacta, suero y emulsion
con yema de huevo; pero el suero fue
significativamente mejor que la emulsion
con yema de huevo, y la adiciéon de
Isovitalex resulté en un mejoramiento en el
crecimiento de H. pylori'®. Cover (2012)
menciona que el suero en el medio de
cultivo puede ser sustituido por Beta ciclo
dextrina en lugar de productos a base de
sangre y la adicion de emulsion de yema
de huevo (EYE) ha sido descrita como un
medio sin sangre para el crecimiento de
H. pylori®. En continuacion Hachem et
al (1995) compararon medios sélidos para
el primer aislamiento de H. pylori, de tal
forma que determinaron el mejor medio
para tal fin; se sembraron 22 aislamientos
de H. pylori extraidas de pacientes
infectados y conservadas en glicerol; las
cepas se sembraron en los medios BHIA!?
con 7% de sangre de caballo desfibrinada,
Agar yema de huevo (ELLA), agar sangre
Columbia? —agar ciclodextrina (CBA-cd)
y TSA suplementado con 5% de sangre
de cordero; BHIA con 7% de sangre de
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caballo prob¢ ser el mejor y el mas sensible
medio para H. pylori para el primer
aislamiento; asi mismo el medio TSA 5%
sangre de cordero tubo mejor resultado
en comparacion con EYA y CBA-cd?.
De los primeros en realizar estudios del
crecimiento de H. pylori suplementado solo
con ciclodextrinas fue Olivieri et al (1993);
las ciclodextrinas son producidas a partir del
almidon, este suplemento puede ser usado
para medios de cultivo primarios a partir
de biopsias gastricas, medios de cultivo de
rutina en el laboratorio y fermentadores a
gran escala; las ciclodextrinas reducen las
concentraciones de sustratos o productos a
niveles mucho masbajoslos cualesestos son
toxinas o inhibidores del microorganismo,
por ejemplo el suero bovino reduce
el efecto toxico de los 4acidos grasos
absorbiéndolos®?. Por otro lado Walsh &
Moran (1997) evaluaron el crecimiento
y la expresion de un antigeno (LPS) en
H. pylori en medios sdlidos y liquidos
determinando que las Beta-ciclodextrinas
no incrementan el crecimiento; y el cultivo
en medio liquido incrementa la produccion
de LPS®Y.

Stevenson et al (2000) también realizo
una comparaciéon entre 3 medios: agar
Columbia, Agar Johnson-Murano (JMA) y
Agar H. pylori especial peptona (HPSPA),
el medio HSPA prob6 una obvia ventaja
en el tamafio de las colonias; los tres
medios de cultivo solidos no mostraron
significativa diferencia con respecto a
la tasa de recuperacion después de 2 a
3 dias(8). Haciendo un cambio en los
suplementos tipicos para H. pylori, vega
et al (2003) evaluaron el crecimiento de
esta bacteria suplementada con extractos
de cianobacterias Los extractos de algas

Iﬁ

y cianobacterias pueden exitosamente
remplazar nutrientes en medios de
cultivo; las cianobacterias filamentosas
son particularmente adecuadas para la
generacion de una variedad de productos
quimicos valiosos algunos de los cuales
tienen valores nutricionales tales como
vitaminas, enzimas, acidos  grasos,
polipéptidos, carbohidratos y proteinas.
Se utilizo el medio agar Muller-Hinton
(MHA) suplementado con 0,4% o 0,6% de
extractos de cianobacterias Nostoc sp. Este
medio se compar6 con MHA 5% sangre de
cordero y fue exitosamente cultivado; el
crecimiento con extractos de cianobacterias
fue similar al crecimiento con sangre de
cordero en cepas aisladas de H. pylori; asi
pues el uso de este medio no requiere la
edicion de sangre o derivados de sangre, el
uso de extractos de cianobacterias reduce
los costos como medio de cultivo para H.
pylori'™®; de la misma forma, Tasterman et
al (2006) descubren que el medio Ham’s
F-12 (F-12) utilizado comtinmente para el
cultivo de tejidos, provee el crecimiento
adecuado de H. pylori en ausencia de suero
o proteinas; los estudios indicaron que el
hierro es una limitante para el crecimiento
de H. pylori, es decir que el incremento
de este metal, mejora el crecimiento
del microorganismo; El incremento de
todos los aminoacidos o de al menos
un aminodcido, triptofano, isoleucina,
glutamato o glutamina por encima de los
niveles encontrados en el medio F-12 no
mejoraron el crecimiento de H. pylori,
por lo que estos aminodcidos no son una
limitante para el crecimiento. El medio F-12
usado en este estudio no presentd glucosa
y aunque también se realizd con presencia
de glucosa, no se observod beneficios o un
mejor crecimiento, lo que confirma que
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H. pylori prefiere los aminodcidos que
los aztcares como fuente de carbono,
también menciona que Helicobacter spp
incorpora colesterol en el interior de las
membranas, surge la hipdtesis de que el
colesterol puede tomar el lugar del suero
en el interior de la membrana déndole la
susceptibilidad especialmente a polimixina
B®9; Otro nuevo suplemento fue afiadido
para el crecimiento de la bacteria, Hutton
et al (2012) utilizaron AlbuMaX II como
una alternativa de la sangre y el suero
para H. pylori. H. pylori sobre medios
de cultivo sélido y liquido fue examinado
comparando el crecimiento con los
suplementos sangre de caballo, suero fetal
bovino, B-ciclodextrina o AlbuMAXII. Los
resultados aseguran que el crecimiento del
microorganismos en los medios con sangre
y suero es similar o mayor con AlbuMAX
I, incluso con medios que contenian
B-Ciclodextrina ?”. Las nuevas invenciones
han llevado al cultivo por microcapilaridad,
Allahverdiyev et al (2015) utilizé el método
de cultivo por microcapilaridad para el
aislamiento y diagnéstico de H. pylori,
resultd en un método eficiente, rapido y
de buena deteccién en comparacién con
el cultivo clasico®. La preparacion de
medios de cultivo divididos en 2 secciones
también han sido referenciados por Ding et
al (2001); H. pylori puede ser recuperado
por muchos tipos de medios de cultivo
pero en ocasiones no puede ser detectado
eficientemente; se evaluaron 12 variantes
de medios de cultivo y los de mayor tasa
de deteccion fueron agar chocolate con 1%
de IsoVitaleX mientras que la otra seccion
agar chocolate, 1% de IsoVitaleX y 1% de
antibidticos®® La mayoria de los cultivos
formulados con anterioridad son para una
recuperacion exitosa de H. pylori extraido

Iﬁ

de biopsias fecales; Kabir (2001) explica la
extraccion de H. pylori en heces fecales y su
deteccion por cultivo; las ventajas que trae
este proceso es la maxima especificidad,
facil identificacion y preparacion en los
laboratorios, permite la tipificacion del
aislamiento y la posibilidad de realizar
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana;
mientras que las limitaciones se encuentran
en que es dificil cultivarla de heces fecales,
limitada informacion sobre la forma y la
viabilidad de H. pylori en heces y retrasos
en el resultado®”.

Medios de cultivo liquidos

Entre los caldos utilizados para el cultivo
de H. pylori se cita caldo infusioén cerebro
corazén (BHIB), caldo Mueller-Hinton
(MHB), Caldo Brucella (BB)!¥ caldo
triptacasa soya (TSB) y caldo Columbia
(CB)®®. De los primeros en sugerir el
crecimiento exitoso de H. pylori en medio
liquido fueron Morgan et al (1987),
explican que el cultivo en caldo depende de
la apropiada dispersion de gases; 10% CO,,
5% O,y 85% N, probo ser las condiciones
atmosféricas adecuadas para el crecimiento
del microorganismo suplementado son
sangre®), Kangatharalingam & Amy
(1994) usaron el medio BB modificado
para el estudio del crecimiento de H. pylori
variando el pH (de 4.0 a 8.0) y la presion de
oxigeno para asi determinar el efecto de la
urea que tiene en el pH del medio de cultivo;
el caldo comercial brucella fue modificado
afladiendo las sales fosfato didcido de
potasio (KH,PO,), Fosfato monoacido de
potasio (K,HPO,) y cloruro de amonio
(NH,C), y nitrapirina; nitrapirina junto
con NH,+ induce al crecimiento rapido
de muchas bacterias; confirmaron que el

MICROCIENCIA Investigacion, Desarrollo e Innovacion, Vol 7 - 2018



medio caldo Brucella modificado produjo
un crecimiento excelente de H. pylori
comparado con el producido por el caldo
comercial Brucella, incrementando el
crecimiento en un 50%. El pH del medio
permanece estable sin y con urea. El rango
de pH y la presion de oxigeno para un
excelente crecimiento fue de 5 a 6 con un
pico de 5.5, y entre 2.0 a 10.0 (+/-1.0) kPa
respectivamente'®. Con respecto al caldo
Muller-Hinton, Coudron & Stratton (1995)
evaluaron el crecimiento de H. pylori,
el caldo se utilizd con ajuste de cationes
(Cation-adjusted Muller-Hinton, CAMHB)
suplementado con almidoén, sangre de
cordero o sangre de cordero barnizada;
se observd que todas las cepas evaluadas,
su crecimiento fue inhibido cuando se le
afladia ambas sangres al caldo; asi mismo
se evalud éste caldo afiadiendo almidon,
bismuto y caldo suplementado con suero
fetal bovino(FCS o SFB) con una cepa
clinica y una ATCC 43504; concluyeron
que el H. pylori crece en almidon, aunque el
crecimiento con suero fetal Bovino (SFB)
fue mucho mejor. Asi mismo el bismuto
inhibi6 el crecimiento de H. pylori a las
24 horas; se sugirid que el grupo hemo en
caldo no era necesario para el crecimiento
de H. pylori, ademas que el papel de
ciertos suplementos puede deberse a que
en realidad sirven para absorber o inactivar
factores tdxicos como el caso del agar que
sirve como medio de desintoxicacion de
toxinas relacionadas con el crecimiento!!®.
En continuacién, con respecto al caldo
brucella (BBL) Deshpande et al (1995)
desarrollaron un procedimiento a gran
escala para el cultivo de H. pylori ATCC
436229 en matraces y fermetadores; el
preinoculo se realizd conteniendo 200 mL
de BBL (Caldo brucella) y 5% de suero
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fetal bovino; el fermentador equipado con
un volumen de 15 litros, contuvo BBL
esterilizada, el recipiente fue rociado con
aire, para calibrar el oxigeno disuelto a
unas condiciones microaerofilicas de gas
6% 02, fue suplementado con 5% de suero
fetal bovino, se afadié los antibidticos
vancomicina (5mg/L) 4acido nalidixico
(10mg/L) y una suspension de nistatina
(10000U/L), el fermentador constaba
de agitador y control de pH; el inoculo
usado fue de 10 L. concluyeron que la
tasa de crecimiento obtenida por este
sistema se encontrd entre las mas altas
tasas de crecimiento reportadas por este
microorganismo!'”. Stevenson et al (2000)
resaltan que los medios MHB, BHI y caldo
especial peptona no presentan diferencias
significativas en el crecimiento de la
bacteria®. Con respecto al caldo BHI Jiang
& Doyle (2000) compararon el efecto de
tres suplementos en el crecimiento de H.
pylori: Sulfato ferroso, piruvato de sodio
y mucina; tanto el sulfato ferroso como el
piruvato se someten a reacciones oxidativas
bajo condiciones fisioldgicas en las células
vivas; estas mismas condiciones se perciben
al comparar la combinacién de sulfato
ferroso, metabisulfito de sodio y piruvato
de sodio (FBP) para el mejoramiento en
el crecimiento de Campylobacter spp.
La mucina una glicoproteina de alto peso
molecular es el principal constituyente
de la mucosa en el cual H pylori yace
naturalmente in vivo; la combinacion
de piruvato de potasio y sulfato ferroso
(FP) y mucina, ambos reducen la fase lag
y mejoran el crecimiento de H. pylori en
medio liquido"”. Para la recuperacion de
la bacteria, Richards et al (2011) elabora
el caldo R (Regrorth Broth) que consiste
en Caldo Brucella, Hepes, CuSo4, MgCI2,
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piruvato de sodio, sangre humana y sangre
humana lisada. Este medio result en una
buena recuperacién para el crecimiento
de H. pylori por lo tanto, fue adaptado
en condiciones selectivas y diferenciales
de forma inclinada, un medio optimizado
para la “resucitacion” de H. pylori
aplicado a células no cultivables ha sido
desarrollado'?. también se menciona el
uso del medio Ham’s F-12 en estado liquido
comparandolo con Caldo BHI y brucella
suplementado con suero“” “V; explican
tambien que la formacion de biofilm y la
expresion del gen /uxS incrementa con
la concentracion minima inhibitoria de
claritromicina y amoxicilina®?; también
Young et al (2000) utiliza el caldo BHI
suplementado con 5% de sangre de caballo
desfibrinado con el objetivo de cuantificar
(UFC/mL) la carga de H. pylori presente en
el jugo gastrico capaz de trasmitirse“?.

RESISTENCIA ANTMICROBIANA

La resistencia puede ocurrir con todas las
cepas o aislamientos de una especie dada y
es llamada resistencia natural o resistencia
intrinseca. H. pylori tiene una resistencia
natural a los agentes antimicrobianos:
glicopeptidos (vancomicina), sulfonamidas,
2,4-diaminopirimidina: trimetoprim, primera
generacion de quinolonas, B lactamicos
(cefsulodin), polimixinas, componentes
antifungicos. En estos casos la resistencia
se logra mediante la genética de la bacteria
(Resistencia cromosémica); ademas las
especies bacterianas que son usualmente
susceptibles pueden desarrollar resistencia
a un antibidtico dado, esto es llamado
resistencia adquirida®.

Iﬁ

Macrolidos

Entre los macrolidos disponibles, solo
claritromicina es extensamente utilizada
por su bajo MICs (Concentracion
minima inhibitoria) (MICs incrementa
moderadamente con el decrecimiento del
pH); la claritromicina contiene 14 carbonos
en su anillo a diferencia de la azithromicina,
y josamisina que contienen 15 carbonosy 16
carbonos respectivamente. Los macrolidos
actuan uniéndose a los ribosomas 23
rRNA; el cambio en una sola base en los
genes TrRNA 23S de H. pylori ha sido
asociado con la resistencia a macrolidos“?.
Occhialini et al (1997) mencionan una
mutacion en A—G en la posicién 2143
0 2144, y una mutacion en A —C en la
posicion 2143 en aislamientos de H. pylori
en Estados Unidos“?. La sustitucion de una
base causa el decrecimiento de la afinidad
de los ribosomas por los macrélidos; la
sustitucion de A — G/C en la posicion
2142 ha sido relacionada con la mas
alta resistencia a macrolidos; mientras
que A—G en la posicién 2143 ha sido
relacionada con alto nivel de resistencia a
eritromicina®.

Niroimidazoles

Dentro de los nitroimidazoles, metronidazol
y tinidazol son utilizados para tratar H.
pylori; metronidazol penetra a través
de la bacteria y luego el grupo nitro del
anillo imidazol es reducido para formar
un derivado hidroxilamina; el producto
reducido causa dafio al ADN y por lo tanto
la muerte celular. En teoria, cualquier
proteina que posee un bajo potencial redox
puede aceptar electrones del metronidazol
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y tinidazol y asi activar ésta droga. En
bacterias y protozoarios en condiciones
anaerdbicas la resistencia por metronidazol
es mediada por una reducida y escasa
actividad de un aceptor de electrones,
especialmente  piruvato, ferredoxina,
oxidoreductasay ferredoxina. En H. pylori
varios aceptores de electrones han sido
identificados incluyen ferredoxina (FdxB)
NAD(P)H Favlin nitroreductasa (FrxA),
Oxidoreductasa 2- oxoglutarato (OorD),
piruvato:  oxidoreductasa  ferredoxin
(PorD), y oxigeno-insesitivo NAD (P)
H nitroreductasa (RdxA). Estos factores
no permiten una correcta activacion del
farmaco “¥. Aldanaetal (2005) estudiaron el
rol de los genes rdxA y fixA en la resistencia
de H. pylori; encontraron que cepas con alta
resistencia a metronidazol contenian una
mutacion simple en el gen frxA4 pero ningiin
cambio se presentaba en el gen rdxA. Asi
mismo cepas con moderada resistencia
presentaban mutacidn tanto en el gen frxA4
como en el rdxA, una mutacion multiple
y Unica respectivamente; finalmente los
bajos niveles de resistencia se debieron
a una Unica mutacién en el gen fix4d y
ninguna mutacion en el gen rdxA4. En este
estudio la resistencia a metronidazol estuvo
asociada principalmente a la mutacidon en
el gen fixA, sugiriendo la posibilidad que
la inactivacion de este gen podria originar
la resistencia a metronidazol. Asi mismo
Marais et al (2003) determinaron las
mutaciones de la resistencia a metronidazol
de las cepas J99 y 26695, y 9 aislamientos
de biopsias gastricas, encontrandose
mutacion en rdxA4 sin sentido (N141stop),
con desplazamiento del marco de lectura
(N73stop) y cambio de sentido (SS81L,
T31E, R90K, A108S y R16C; asi mismo
para FrxA se encontr6 desplazamiento en
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el marco de lectura (L. 74stop, L39Sstop) y
cambio de sentido (N111H, M1261, N129T,
S130D)“7,

Fluoroquinolonas

La resistencia a fluoroquinolonas no es
un problema para la primera generacion
de quinolonas tales como 4acido
nalidixico donde H. pylori posee una
resistencia natural contra este agente. Las
fluoroquinolonas inhiben la ADN girasa
y las topoisomerasas interfiriendo en la
replicacion del ADN. La principal funcion
de la ADN girasa es relajar la superhelice
de DNA para permitir la replicacion. La
resistencia a fluoquinolonas es asociada
con mutaciones en el gen gyrA en E.coli 'y
también en otras bacterias. Se ha estudiado
la resistencia de ciprofloxacina en H.
pylori, 11 de 12 cepas estudiadas habian
presentado mutacion en los fragmentos de
ADN sugiriendo la alteracion de la girasa
por lo cual es la primer causa de resistencia
de H.pylori. Cuatro tipos de mutaciones
fueron encontrados en los aminoécidos en
la posicion 87,88, 91 y 9743,

Tetraciclinas

Las tetraciclinas, actuan como
bacteriostaticos que se unen a el rRNA 168,
interfiriendo en la fijacion aminoacil-ARN
al ribosoma, resultando en la inhibicion
de sintesis de proteinas y por ende el
crecimiento bacteriano; en muchas bacterias
la resistencia a tetraciclina es mediada por
una sobreexpresion de proteinas de eflujo
o cambios en las proteinas de proteccion
a ribosomas; sin embargo en H. pylori no
hay indicaciones que la resistencia se ha
mediada por alguno de estos dos procesos.
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El principal mecanismo de resistencia a
tetraciclina en H. pylori estd basado en una
sustitucion simple, doble triple en el rARN
16S; altas concentraciones de tetraciclina,
estan relacionadas con una resistencia a
un cambio en AGA—TTC en la posicion
926-928 en el rRNA 16S del gen; asi
mismo, bajos niveles de tetraciclina (MIC<
4mg/L) la resistencia esta asociada con una
sustitucion simple o doble en la misma area
en las posiciones 56 y 114-116*.

H. pylori tiene una resistencia natural a
trimetoprim debido a que esta bacteria
carece del gen Fold que codifica para
dihidrofolato reductasa de tal forma que no
ofrecen ninglin blanco para el antifolato.
Trimetoprim inhibe la enzima dihidrofolato
reductasa;, esta enzima es esencial para la
conversion del acido dihidrofolico a acido
tetrahidrofolico , por tanto la inhibicion de
¢sta enzima puede disminuir las reservas
del compuesto folato, esencial cofactor en
la sintesis de purinas y por ende del ADN.
En H. pylori, la sintesis de este compuesto
estd dada por el gen thyX, que provee
una via alternativa a la del gen Fol4“.
En un estudio realizado por Vasquez
et al (1996) determinaron las MICs
(Concentraciones minimas inhibitorias) de
tetraciclina, claritromicina y metronidazol
en aislamientos de H. pylori de pacientes
dispépticos que no habian recibido ninguna
terapia antimicrobiana; encontraron que el
61% de los aislamientos fueron resistentes
a metronidazol y el 50% fueron resistentes
a claritromicina mientras que ningun
aislamiento fue resistente a tetraciclina“®.

Betalactamicos

DentrodelosBetalactamicos(p-lactamicos),
amoxicilina es la tUnica utilizada para

Iﬁ.

tratar la infeccion por H. pylori, esto es
debido a su bajo MIC contra esta bacteria,
usualmente de <0,03/ml; aunque se ha
encontrado aislamientos y cepas in vitro
donde concentraciones de MIC de 0,25
a 0,5 pg/mL alguna que otra resistencia
individual es encontrada. La resistencia a
betalacmicos por bacterias Gram negativas
suele ser mas comun debido a la produccion
de betalactamasa, codificada de manera
cromosOémica aunque mds comunmente
por la adquisicion de plasmidos. En H.
pylori la resistencia a amoxicilina no es
atribuida a la adquisicion o expresion de
una betalactamasa®. Gerrits et al (2002)
presentaron un estudio en el que sefialan
que la resistencia a betalactamicos resulta
de la sustitucion de un unico aminodcido en
HP0597 de la proteina de union a penicilina
1A, los resultados de este estudio explican
que una Unica sustitucion de una serina
por una arginina en la posicion 414 en la
PBP1A induce a una alta resistencia en
amoxicilina®. Por otro lado Paul et al
(2001) compararon la resistencia putativa
y la resistencia obtenida in vitro de H.
pylori frente a metronidazol y amoxicilina;
encontraron que en el gen Pbp1 de las cepas
putativas, la proteina presentaba un cambio
de414S—R,484Y—C, 541 T—1,600P—T,
mientras que en las cepas que obtuvieron
resistencia in vitro se presentaron los
siguientes cambios de la proteina del gen
pbpl: 484Y—C, 541 T—1, 600P—T6,

CONCLUSIONES

H. pylori es una bacteria dificil de cultivar
debido a que requiere consideraciones
especiales como las condiciones de
transporte, medio de cultivo y condiciones
de incubacion para una recuperacion exitosa
delmicroorganismo. La fuente mas facil para
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su cultivo son las biopsias géstricas aunque
también se han sugerido las heces fecales,
saliva, entre otros. Los cultivos primarios
se preparan con un medio basal como agar
Columbia, TSA, BHIA, agar Skirrow’s,
F-12 y entre otros, siempre suplementados
con sangre, suero, ciclo dextrinas, almidon,
IsoVitaleX, AlbumaX II o sales; la adicion
de antibioticos es fundamental para
eliminar microorganismos interferentes
con los que se puede contaminar la biopsia
gastrica durante la toma de muestra como
la cavidad oral o el ambiente; asi mismo el
sub-cultivo debe realizarse en un medio no
selectivo con los suplementos adecuados.
Las condiciones de incubacion adecuadas
apuntan a unos 37°C por siete dias bajo
condiciones de microaerofilia; finalmente
es importante diferenciar entre una forma
cocoide que puede ser cultivable y una
forma cocoide viable pero no cultivable.
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