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Resumen

La infeccién porHelicobacter pyloridesde su descubrimiento por los médicos australianos Barry Marshall

y Robin Warren en 1982, ha sido uno de los fenémenos cientificos de mayor importancia en la literatura
biomédica mundial, ya que juega un papel significativo en la etiologia y patogénesis de diversas enferme-
dades gastrointestinales como gastritis cronica y ulcera péptica, ademas de ser un factor de riesgo impor-
tante para el desarrollo de cancer gastrico. EIl método mas especifico de diagnéstico de este microorganismo
es sin duda el cultivo. No obstante su sensibilidad varia notablemente en relacion con diferentes variables:
la coleccién, transporte, almacenamiento de la muestra; medios de cultivo utilizados y las condiciones de
incubacién. En este trabajo se evalu6 la productividad de tres medios de cultivo para reétupwgian,
utilizando el método ecométrichos medios mostraron una baja productividad. Los valores de ICA
fueron menores a 2,5, para cada uno de los medios de cultivo. La proporcién de medios con ICA mediana
y bajamente productivos fueron respectivamente los siguientes: Agar ATS: 7,6% y 92,3%, Agar BHI: 0%

y 100%, Agar Brucella: 6,6% y 93,3%.

Palabras clave Helicobacter pylorj medios de cultivo, método ecometrico, productividad

Abstract

Infection of Helicobacter pylorisince its discovery by Australian doctors Barry Marshall and Robin
Warren in 1982 has been one of the scientific phenomena of greater importance in world-wide biomedical
literature. Since then, numerous investigations have been developed to study this bacterium because it
plays a significant role in etiology and pathogenesis of diverse gastrointestinal diseases like chronic
gastritis and peptic ulcer, in addition to being a factor of important risk for development of gastric cancer.
Cultivation is the most specific method to diagnose this microorganism. Despite its sensibility it varies
notably in relation to different variables: collection, transport and storage of samples; cultivation media
and incubation conditions. This work evaluated the productivity of three culture media foylori
recovery by ecometric method. All culture media showed low productivity. ICA values were lower than
2,5 on all cultivation media. Culture media with ICA values of low and mid production were: Agar ATS:
7,6% and 92,3%, Agar BHI: 0% and 100%, Agar Brucella: 6,6% and 93,3%.

Key words: Helicobacter pylori culture media, ecometric method, productivity.
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Introduccién mer lugar la cantidad utilizada, ya que un
aumento en la proporcion del 7-10% mejo-
Helicobacter pylori(H. pylori), es un baci- ra significativamente el crecimiento en
lo Gram negativo de forma espiral, mide decomparacion al 5%. En segundo lugar el
2.5 a 5 micras, con 4 a 8 flagelos unipolaredipo de sangre utilizada, encontrandose un
lo que lo hace altamente mévil. Desarrolla crecimiento mas denso con sangre de caba-
colonias pequefias, grises, como gotas d#o al 10% vy lisada al 7% (Alarcoat al.,
rocio (Tummalaet al., 2007). Su caracteris- 2004). Los antibiéticos adicionados a los
tica bioquimica mas sobresaliente es lamedios de cultivo son: vancomicina,
abundante produccién de la enzima ureasafimetropim sulfa, polimixina y anfoterici-
que cataliza la hidrélisis de la urea enna B (Kusterset al., 2006).
amonio y biéxido de carbono; la produc-
cion de amonio es un mecanismo impor-Para la recuperaciéon de la bacteria pueden
tante para la supervivencia de la bacteriautilizarse medios no selectivos y medios
en un ambiente con pH tan acido, como loselectivos, dentro de los medios no selecti-
es el jugo gastrico (Rojast al.,2004). La vos se encuentran: Agar Columbia con
resistencia para sobrevivir a estas condi-10% de sangre caballo o cordero, Agar cho-
ciones extremas es un requisito previo paraolate con 1% de Isovitalex, Agar Colum-
la supervivencia de esta bacteria en el estébia con 10% de yema de huevo, 1%
mago (Hofmaret al., 2004). Isovitalex y 0,04% de cloruro de trifenil
tetrazolium; Agar infusion cerebro y cora-
Para su desarrollo en medios de cultido, z6n con 10% de suero fetal bovino, 1% de
pylori requiere de medios complejos ya seaéxtracto de levadura y 0,04% de cloruro de
sélidos o liquidos con suplementos como:trifenil tetrazolio. Dentro de los medios se-
sangre de caballo, hemoglobina, suero felectivos se encuentran: Agar de Wilkins-
tal bovino, carbén vegetal o emulsién de Chalgren con 10% de sangre (caballo o
yema, ademés de nutrientes como peptongordero) suplementado con antibidtico,
triptona, extracto de levadura, glucosa, clo-Agar Columbia con 10% de sangre (caba-
ruro de sodio y bisulfito de sodio. Para unallo o cordero) suplementado con antibidti-
buena recuperacion del microorganismo secO Y Agar Pylori, el cual contiene suero de
adicionan antibiéticos que minimizan la caballo, extracto de levadura y suplemen-
colonizacién de otras bacterias. Este mi-tado con antibidtico, disefiado para aisla-
croorganismo es de crecimiento lento, re-miento primario deH. pylori (Alarcon et
quiere de una temperatura de 35°C a 37°@l., 2004). La identificacién final del mi-
en condiciones de microaerobiosis (5-10%croorganismo se hace a través de la morfo-
de Q, 5-10% de CQy 80-90% de 1y, una logia de la colonia, tincion de Gram y
humedad del 95%, un pH de 5,5 - 8,0 y uncaracteristicas bioquimicas, en donde la
periodo de incubacién de 3 a 10 dias. (BrucePrueba de la catalasa, oxidasa y ureasa son
et al., 1997). Dentro de los medios de culti- positivas.
vos sdlidos mas utilizados se encuentran el
Agar Mueller Hinton y el Agar Columbia, Teniendo presente que en Colombia el diag-
suplementados con sangre o sus derivadosiéstico de la infeccion pdi. pylori se rea-
Otros suplementos y nutrientes usados sofiza en biopsias tomadas por endoscopia,
el suero de caballo, lisado de eritrocitos,el cultivo sélo se recomienda para estudios
hemina, extracto de levadura, peptona ede susceptibilidad a los antimicrobianos,
isovitalex. Dos aspectos importantes a con-de manera rutinaria se recomienda utilizar
siderar en relacion con la sangre es en primedios de cultivo selectivos para recupe-
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rar la bacteria a partir de las biopsias y elinoculado en agar chocolate en ambiente
uso de medios no selectivos para el mantemicroaerofilico e incubado a 37°C por 48
nimiento de las cepas recuperadas y para lhoras. La verificacion de la cepa se realizé
realizacién de antibiogramas (McNulgt  con el sistema Rapl® NH (Neisseriaceae
al., 2002). En este estudio se evalud la proHaemophilu3y System — REMEL (ref.
ductividad de tres medios de cultivo: Agar 8311001).

Tripticasa Soya, Agar BHI y Agar Brucella,

adicionandoles sangre de cordero al 5% Recuperacién deE. coli CMDM — PUJ

para seleccionar el medio o los medios qued76

recuperen con mejor eficiencia aislamien-

tos deH.pylori y que puedan ser utilizados Un criovial con 2 ml de suspensién bacte-
para pruebas de susceptibilidad y mantenifiana a -70°C, fue descongelado a 37°C

miento de las cepas. durante 5 minutos incubadora y luego ino-
culado en agar tripticasa soya e incubado a

MATERIALES Y METODOS 37°C, en ambiente aer6bico por 18 horas.
La verificacion de la cepa se realizo con el

Cepas bacterianas sistema RapID ONE System (For the

_ N identification of Enterobacteriaceae)
Las cepas bacterianas que se utilizaron elgMEL (ref. 8311006).

este estudio fueroH. pylori NCTC 11637
H. influenzaeATCC BBQBQy E. coliCMDM Método ecométrico
—PUJ 076, estas dos Ultimas se usaron como

controles interferente y referente respecti-Para evaluar la productividad de los me-

vamente. dios de cultivo se utilizé la técnica cuanti-
tativa de siembra por estria, denominada

Recuperacion de la cepdd. pylori método ecométrico (Mosseit al., 1983).

NCTC 11637 Para ello, luego de confirmar la pureza de

las cepas, se procedidé a hacer un inéculo
Un criovial con 2 ml de suspension bacte-gp caldo Brucella ajustandolo al patron n°
riana a -70°C, fue descongelado a 37°C3 ge |a escala de Mac-Farland con cada una
durante 5 minutos en incubadora y luegoge |as cepas a utilizaH. pylori NCTC
inoculado en su totalidad en medio selec-1137 (microorganismo prueba)H.
tivo Agar Wilkins-Chalgren-Brucella. La jpfluenzaeATCC 33930 (microorganismo
incubacion se realizé por 3 dias a 37°C, eNnterferente)y E. coliCMDM — PUJ 076
campana de microaerofilia (Gas Pal_< EZ:(microorganismo referente). Palrh pylori
ref. 260680). Luego del periodo de incu- se sembraron en 15 cajas de petri con Agar
bacién el cr_eC|m|ent0 en medio d(_e culti- grycella, Agar BHI y Agar Tripticasa Soya,
vo fue confirmado por observacion de toqos suplementados con 5% de sangre de
colonias pequefias, translucidas o grisesgordero. Para los microorganismos referen-
Gram negativas y pruebas de catalasase ¢ interferente se sembraron 10 cajas de

oxidasa y ureasa positivas. petri con los tres medios en estudio. Cada
medio de cultivo fue sembrado con @D

Recuperacion deH. influenzae ATCC de suspension bacteriana con asa calibrada

33930 desechable. Los medios de cultivo sembra-

iovial | d 4n b dos conH. pylori se incubaron por 3 dias a
Un criovial con 2 ml de suspension bacte-3z.¢ o microaerofilia (Gas Pak EZ: ref.

riana a '7O°,C’ fue degcongelado a 3700260680), los medios de cultivo sembrados
durante 5 minutos en incubadora y Iu€go.,, 1y influenzaese incubaron por 48 ho-
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ras en microaerofilia a 37°C y los medios medianamente productivos (ICA entre 2,5-
sembrados cok. coli se incubaron por 18 4,0) y altamente productivos (ICA mayor
horas en aerobiosis a 37°C. Para verificar laa 4,0).
viabilidad deH. pylori tres cajas con agar
selectivo Wilkins-Chalgren- Brucella, fue- Disefio de la investigacion
ron inoculadas e incubadas bajo las mis-
mas condiciones de microaerofilia y Este fue un estudio de tipo observacional
temperatura descritas anteriormente, la viadescriptivo. Para el analisis de los datos ob-
bilidad de las cepas d¢. influenzaeATCC  tenidos, se utilizo una estadistica descripti-
33930 se realizo en tres cajas de agar chova para variables categéricas y se realiz6 un
colate en condiciones de microaerofilia y analisis de proporciones para los resultados
paraE. coli CMDM — PUJ 076, se sembra- con alta y mediana productividad.
ron tres cajas de agar tripticasa soya.

Hipotesis
Sistema de anlisis . . .

La proporciéon de medios de cultivo con
. . L . resultados altos y medianamente producti-
Después de la incubacién se observo el cre-
L ) ._vos es mayor al 90%.
cimiento en cada una de los medios estudia-
dos, en donde se consider6 valida cualquier

estria que tuviera mas del 25% de crecimienRESULTADOS

to (Mosselet al.,1983). Para evaluar la pro- Recuperacién y viabilidad de la cepa
ductividad de los medios de cultivo se

calculo el indice de crecimiento absoluto Se confirmé la pureza de la cepa-tigylori
(ICA); éste se obtuvo de la sumatoria de cadaNCTC 11637, la cual mostré a la colora-
una de las 20 lineas de los 4 cuadrantes (cadgon de Gram bacilos curvos Gram negati-
linea posee uwalor de 0,2), mas la linea vos. Las pruebas de oxidasa, ureasa y
central con un valor de 1. Los medios secatalasa fueron positivas. Los paneles de
clasificaron de acuerdo a su capacidad d®REMEL para identificacion bioquimica de
recuperacion del microorganismos en:E. coli y H. influenzaeonfirmaron la pure-
bajamente productivos (ICA menor a 2,5), za de estas dos cepas. pylori, crecié al

Tabla 1
Recuperaciéon del microorganismo interferente il. influenzae ATCC 33930 en los
medios en estudio

Réplica ICA
Medio de Cultive
TSA + Sangre de BHI + Sangre de A. Brucella + Sangre
cordero 5% cordero 5% de cordero 5%
1 1] 0.2 0
2 0 i 1]
3 (h il 0
4 0 i 1]
5 0 i 0
6t 0 il 0
7 0 ] i
s 1] il ]
el ] i 1]
110 1] i ]
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Tabla 2
Recuperacion del microorganismo referenteE. coli CMDM — PUJ 076) en los
medios en estudio

Réplica ICA
Medio de Cultivo
TSA + Sangre de BHI + Sangre de A, Brucella + Sangre
corders 5% cordern 5% de cordera 5%
| 1.8 2.6 3,2
2 4.2 4.6 3.2
3 36 4.0 a0
4 4.2 4.6 24
] 30 24 34
[ 1.2 3.0 3,2
7 3.0 4.8 A6
] 2.4 5.0 4,2
q 2.8 3.8 3.8
10 5.0 4.0 3,0
Tabla 3
Recuperacion del microorganismo pruebaHf. pylori NCTC 11637) en los medios
en estudio
Réplica ICA
Medio de Cultive
TSA + Sangre de BHI + Sangre de Al Brucella + Sangre
corders 5% corders 5% de cordera 5%
1 20 1,0 1.4
2 1.1} 0,2 .0
3 1,2 0,0 EXI]
4 0.8 0,0 0,2
5 1.6 02 (.0
] 22 00,01 (.0
7 24 1,10 20
b (1.6 (1] 0.0
4 (1.0 0,0 1.2
11} 0.8 0,2 1.0
11 kX 0,6 0.2
12 0.8 0,0 2.2
13 22 (A 1.4
14 0. 0,2 1.1}
15 1.1} 0,4 (1.8

tercer dia en todos los medios con Wilkins-ninguno de los tres medios en estudio lue-
Chalgren- Brucella verificando la viabili- go de 48 horas de incubacion, con un ICA

dad de la cepa.

Analisis ecométrico

promedio de 0 (tabla 1E. coli crecié en

los tres medios en estudio con valores de

ICA altamente productivos (tabla 2).

Los microorganismos referente e interferen-La recuperacion del microorganismo prue-
te funcionaron adecuadamente observanba “H. pylori” fue baja en los tres medios

dose queH. influenzae no crecié en de cultivo en estudio y se correlaciond con
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Tabla 4
Proporcién de medios con productividad alta, media y baja paradelicobacter pylori
Medio de cultivo Porcentaje de productividad
Alta (%) Media (%) Baja (%)
TSA + Sangre de cordero 5% 1] 1.6 921
TSA + Sangre de cordero 5% 0 ] 100
TSA + Sangre de cordero 5% 0 b.f 933

valores de ICA por debajo de 2,5, mostran-nutrientes como isovitalex para garantizar
do una baja productividad de estos mediosuna mejor recuperacion de esta bacteria

para este microorganismo (tabla 3). (Hachemet al., 1995). Por ello es recomen-
dable medir la productividad de medios a

Evaluacién de la productividad en los los que se les adicione suero, sangre de cor-

tres medios dero o de caballo, yema de huevo o

. ., ciclodextrinas, determinando ademas, el
La capacidad de recuperacion de los tres

: . . efecto de diferentes concentraciones de es-
medios parah-ll. pylori NCTC 11637 fue bgja tos suplementos (Hacheet al., 1995). Es-
y se correlaciona con un ICA por debajo de, ™.
- . tudios hechos por Yuen y colaboradores en
2,5. Estos resultados indican que ninguno

. . 2005, demostraron que los medios selecti-
de los medios de cultivo pueden ser reco-

= .~ vos contienen suplementos que favorecen
mendados para la recuperacionHlepylori - .
(tabla 4) el crecimiento deH. pylori, conllevando a

altas tasas de recuperacion.

DISCUSION El medio usado en la fase inicial para la re-

Hasta el momento no se habian hecho estucuperacion ded. pylori, Wilkins-Chalgren
dios en nuestro pais que evaluaran la pro— Brucella, es un medio disefiado para la
ductividad de los medios de cultivo usados'€cuperacion ded. pylori a partir de
para la recuperacion de. pylori. Por ello  biopsias gastricas y no puede ser utilizado
en este trabajo se evalué la productividaden ensayos de susceptibilidad a los anti-
de tres medios de cultivo no selectivosbioticos; por tanto este medio selectivo no
como Agar Tripticasa Soya, Agar BHI, Agar Puede ser comparado con los medios no
Brucella suplementados con sangre de corsSelectivos descritos en la literatura y con
dero al 5%.Se encontré que los medios de |0 evaluados en este estudio (McNuity
cultivo utilizados en este trabajo, no tie- al., 2002).
nen buena capacidad para recupefar
pylori. Por tanto se debe rechazar el uso dd€ los tres medios de cultivo estudiados, el
éstos para la recuperacion de este microorAgar BHI con sangre de cordero al 5% fue
ganismo. el de menor productividad con una propor-
cion de 0%. Llama la atencién un estudio
Lo anterior puede deberse a que la cantif€alizado por Hachery colaboradores
dad de sangre adicionada no es suficientd1995), en donde se demuestra que el Agar
para obtener un buen crecimiento de la bacBH! recién preparado con sangre de caba-
teria, lo cual hace pensar que seria mejofl0 @l 7%, demostré ser el mejor y el mas
utilizar medios con concentraciones supe-S€nsible para el aislamiento primario lde
riores de sangre mas la adicion de otrogPYlori de biopsias congeladas de la muco-
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