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RESUMEN

n el Departamento de Narifio se presenta una alta incidencia de cincer gastrico asoclado a la infeccidn por
" Helicobacter pylori. Las politicas de salubridad propuestas por las entidades oficiales encargadas del control de
B=alf ¢sta enfermedad no muestran resultados alentadores, pues la respuesta del microorganismo a fa accién de la
alternativa quimioterapéutica es multirresistente y en este sentido, la infeccion asociada a enfermedades gastrointestinales
siguen en aumento, reflejéndose en ef incremento de la tasa de incidencia en nuestro Departamento. Ante esta realidad,
este trabajo evalué el efecto in vitro de Lactobacillus casei subsp rhamnosus sobre el crecimiento de un aislado de
Helicobacter pylori, con 257 biopsias de pacientes que presentaban sindrome ulceroso, obtenidas por endoscopia del
tracto digestivo superior. Las enfermedades mas frecuentes encontradas por endoscopia con prueba de ureasa positiva
fueron; Gastritis cronica superiicial, Gastritis cronica atrofica v no atréfica, Los fragmentos de tejidos se Hlevaron a cultivo
en agar Columnbia con sangre desfibrinada de cordero al 8%, obteniéndose 61 aisiados positivos para H. pylori represen-
tado en un 23.73% de éxitos sobre el total de intentos, Los aislados se identificaron con pruebas biogaimicas de ureasa,
oxidasa, catalasa y Ia identificacion de su morfologia por tincidn de Gram. {gualmente el resultado de dichos aislados se
compard con el diagnéstico histologico, dando un porcentaje de correlacion del 63.46%. Finalmente se realizaron prue-
bas de antagonismo in vitro con Lactobacillus casei subsp rhamnosus, bacteria dcido léctica Gram positiva aislada del
tracto gastrointestinal humano cuyo crecimiento y desarrollo se logrd en un medio base Melaza con leche en polvo el
cual inhibio el crecimiento del patégeno de mejor manera en la dilucidn 107 con una densidad celular de 98 x 10°bacterias
lacticas /ml, asi lo demosird la prueba de significancia de Tukey con un 95% de confiabilidad y 5% de error. Los estudios
levaron a concluir que Lactobacillus casei subsp rhamnosus ejerce capacidad antagdnica in vitro sobre los aislados de
Helicobacter pylori, sugiriendo la posibitidad de su uso como probidtico en el control y prevencidn de la infeccion por
Helicobacter pylori asociada a enfermedades gastrointestinales.
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INTRODUCCION

Las bacterias 4cido lacticas han sido utilizadas en control rias lacticas para ser usadas como probidticos vehiculados
y prevencion de enfermedades gastrointestinales, . Hoy en alimentos fermentados. Se consideran varias las sus-
en dfa, son bien conocidos los beneficios en la salud que tancias que producen las bacterias ldcticas inductoras de
se derivan de Ia utilizacion de alimentos fermentados por capacidad antagdnica contra bacterias sapréfitas vy
bacterias 4cido Jacticas, entre ellos: - Control de las infec- patégenas, como el peroxido de hidrégeno, diaceti},
ciones entéricas, - Imnunopotenciadores en malsutricion. bacteriocinas, dcido lactico, reuterina enire otros. Ade-
~ Favorecimiento de la utilizacion de lactosa ~ Accidn mas, la inhibicidn del crecimiento esta sujeta a la compe-
inhibitoria de algunos tipos de tumores intestinales y uri- tencia de nutrientes y espacio entre los
narios. - Accidn hipocolesterolémica. Nuestra actividad microorganismos(z).

investigativa se enfoca en encontrar cierto tipo de bacte-
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Helicobacier pylori es una bacteria enteropatdgena Gram
negativa de forma bacilar pleomorfica que se aisla a partir
de la mucosa gistrica humana; coloniza la mucosa del
estémago de al menos 1a mitad de la poblacién mundial.
Lamayoria de los individuos infectados son asintomaticos,
sin embargo, en un nimero importante de ellos, ta infec-
cidn por Helicobacter pylori esta asociada al desarrolio
- de gastritis, atrofia glandular géastrica y duodenal y
adenocarcinoma gistrico, patologias éstas con alta pre-
valencia en la zona Andina en el Departamento de
Nanifio,,.
Considerando los aspectos anteriores, el presente traba-
jo evalud el efecto in vitro de Lactobacillus casei subsp
rhammnosus sobre 1a bacteria enteropatégena Gram nega-
tiva Helicobacter pylori in vitro. Para lograr dicho obje-
tivo se-trabajo con Lactobacillus casei subsp rhamnosus,
bacteria acido lactica, cuyo aislado se obtuvo del tracto
gastrointestinal humano en el estudio “Bacterias lacticas
bacteriocinogénicas vy su efecto sobre bacterias
patégenas”(q) y con un aislado de Helicobacter pylori
obtenido de biopsias de mucosa géstrica en el presente
estudio. Se desarrolié un medio base de melaza con leche
en polvo para realizar las fermentaciones in batch. Final-
mente se realizaron ensayos de inhibicion in vitre para
verificar el efecto antagdnico de la bacteria dcido lactica
sobre Helicobacter pylori.

El fermento lactico inhibio el crecimiento del patégeno de
mejor manera en la dilucion 107 con una densidad celular
de 98 x 10° bact /ml respecto al sustrato puro y a las dilu-
ciones 107" v 107, asi lo demostrd la prueba de significancia
de Tukey. Se pudo concluir finalmente que la bacteria
ldctica es capaz de inhibir el crecimiento de Helicobacter
pyvilori, por tanto se proponen estudios encaminados a
probar el efecto probidtico in vivo.

MATERIALESYMETODOS
La ejecucion de este trabajo se realizo en tres fases:

1. En el laboratorio No. 4 de Microbiologia de la
Universidad de Narifio, se realizé el aislamiento, purifica-
cidn, preservacidn y activacién de la bacteria
enteropatdgena de fragmentos de biopsias obtenidos de
pacientes gue acudieron a consulta por sindrome ulceroso
a las instituciones: Clinica de los Seguros Sociales, Fun-
dacidn Valle de Atriz, Consultorio Convida y Cruz Roja,
obteniéndose un total de 257 muestras. De cada muestra
se recibieron tres fragmentos: el primero se depositd en
un tubo eppendorf que contenia Test de Urea, para detee-
tar inicialmente la presencia de H. pylori el segundo frag-

menio en un tubo nunc con 1 ml de tioglicolato para con-
servacion en nitrogeno liquido y el tercer fragmento en
un tubo eppendorf con solucion salina fisioldgica para su
posterior siembra.

Para el aislamiento se partio del tercer fragmento el cual se
macer6 en mortero estéril con 200 pl de solucion salina
fisiologica. El macerado se sembré en agar Columbia
(Oxoid) suplementado con sangre desfibrinada de corde-
ro al 8% vy suplemento Dent, se incubaron a 37° C en
camara microaerofilica con sobres Campypack (BBL) de
48 a 72 horas; al cabo de este tiempo se realizaron pruebas
de identificacién como Test de Urea, oxidasa (Oxoid),
catalasa y Tincién de Gram. Las evaluaciones tendieron a
detectar morfologia compatible con H. pylori tanto
macroscopica y microscopicamente, Los resultados de
los cuitivos se compararon con el diagnéstico histologico
realizado por el laboratorio particolar “Patélogos Asocia-
dos”®,

Para la purificacién de H. pylori se tomaron colonias y se
sembraron en agar sangre desfibrinada al 8% sin suple-
mento y en tubos tapa rosca con 10 ml de caldo tioglicotato
y/o acaldo brusella, Se incub6 a 37° C de 24 a 48 horas en
las condiciones anteriormente mencionadas. Hay que te-
ner en cuenta que los tubos no se tapan completamente
para que adquieran la atmosfera microarcofilica dentro de
la jarra y su evaluacion se realiza por turbidez del medio
en la parte media superior del tubo.

El proceso de conservacién parte de un aislado purifica-
do de H. pylori, se tomaron colonias con escobillon esté-
ril que se transfirieron a tubos nunc con caldo tioglicolato
y glicerol al 20% se homogenizd y se llevaron a nitrégeno
liquido a—196° C.

La activacidn se lleva a cabo partir de un preservado
criogénico, inmediatamenie con una lanceta v hoja de bis-
turi se rasp6 una fraccidn del contenido del tubo realizan-
dolo en el menor tiempo posible para evitar el
descongelamiento de la muestra y por que sirve para fu-
turas activaciones. La fraccién se depositd en una caja
petri con agar sangre desfibrinada de cordero al 8% sin
suptemento; se hizo un rayado con escobilldn estéril por
¢l método de siembra en masa. Este mismo escobillén se
utilizé para transferir las bacterias restantes a tubos tapa
rosca con 10 ml de caldo tioglicolato y/o caldo brusellla
se incubd a 37° C en las condiciones antes mencionadas.

2. Se activd y conservd Lactobacillus casei subsp
rhamnosus partiendo de un preservado criogénico pro-
veniente de un periodo de almacenamiento de—196° Cen
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nitrégeno liquide 0 a-20° C, se tomd latotatidad del tubo
y se inoculé directamente en un erlenmeyer que contiene
40 mi de caldo MRS en cdmarz de flujo laminar tipo I y se
llevd a un periodo de incubacién de 20 a 24 horas a 37° C.
Se evalud crecimiento por turbidez del caldo MRS y se
repicd 4 ml a otros 40 ml de caldo MRS y se incubé en las
mismys condiciones iniclales garantizando asi que Ia cepa
estd totalmente activa,

Después del tiempo de incubacion se repicd en cajas con
agar MRS y agar MRS modificado con azul de anilina,
incebéndose a 37° C por 24 - 48 Loras para confirmar
morfologia compatible con bacterias dcticas.

El proceso de conservacion parte de un cultivo stock re-
ciente que se realizd en tubos inclinados con agar MRS
glucosa 5 g/l inoculade con asz recta en profundidad, se
incubd a 37° C de 20 2 24 horas, transcurrido este tiempo
se replicG a cajas con agar MRS v se incubd durante 48
horas. Posteriormente se inocularon asadas a un
erlenmeyer con 40 ml de caldo MRS glucosa 5 g/l se incu-
béa 37° C por 20 horas v finalmente se adiciond glicerol al
25%, se homogeniza y se transfieren a tubos nunc con 1
ml para su conservacion en nevera a ~20° C o en nitrége-
no liquido a~196° C.

Para realizar los procesos de fermentacion se utilizdé un
inGeulo con una poblacion inicial de 11 x 107 bact/ml en
dos tipos de sustrato melaza con leche en polvo para su
desarrollo y crecimiento, estableciendo ast su cinética de
crecimiento y teniendo en cuenta pardmetros como la pro-
duccién de proteinas, formacion de biomasa, consumo de
aziicares y evaluacidn de pH, tomando como control el
medio comercial MRS (Merck).

3. Finalmente se realizaron ensayos de antagonis-
mo in vitro mediante una variante del método de Tagg,
LR etal oy ésta detecta la inhibicidn del crecimiento de a
cepa indicadora Helicobacter pylori, causada por la cepa
examinada Lactobacillus casel subsp rhamnosus. Las
zonas claras o halos de inhibicién indicaren actividad

antibacteriana.

Para la evaluacidn de la capacidad inhibitoria se aplicé un

disefio irrestrictamente al azar de una sola via y un solo
factor, con un total de 96 unidades experimentales de las
cuales se tomaron 16 réplicas por cada dilucion. Los da-~
tos se sometieron a un analisis de varianza y prueba de
significancia de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION
AISLAMIENTO DE Helicobacterp ylofi

Se obtuvieron un fotal de 257 biopsias de pacientes de
uno u otro sexo v adultos de diferentes edades. Ademas
se obtuvo ¢l diagnostico histologico realizado por un la-
boratorio particular “Patélogos Asociados™®. (Cuadro 1),

Cuadro 1. Nimero de muestras de biopsias
obtenidas de 1999 - 2001

Institucion 1999 | 2000 | 2001
IS8 43
Fundacion Valle de Atriz 27
C Convida 77
Cruz Roja 10 100
TOTAL 70 87 109

La investigacion se efectud con pacientes que acudieron
a realizarse endoscopia superior por sospecha de enfer-
medad ulcerosa. La endoscopia se realizd por un médico
especialista y con un equipo gastroduodenoscopio
Clynpus®.

Inicialmente se determiné la presencia de Helicobacter
pylori en biopsia con test de drea, donde de los 87 pa-
cientes del afio 2000, 61 tuvieron la prueba positiva para
unt 70.11% v un 21.89%, un test de tirea negativa, De Jos
100 pacientes del afto 2001, dnicamente 61% fue positivo
para la prucha con un 61% y un 39% resultd negativo
para el test de trea.

Las enfermedades mds frecuentes encontradas por
endoscopia con prueba de ureasa positiva fueron: Gastri-
tis crénica superficial, Gastritis cronica atréfica y no

Cuadro 2, Ndmero de aislamientos de Helicobacter pylori,

Tnstitucion Ng de muestras Aislamientos
ISS 43 19
Fundacion Valle de Atriz 27 9
C. Convida 87 27
Cruz Roja 100 6
TOTAL 257 61
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atrofica.

Los aislamientos fueron confirmados por morfologia
macroscopica y microscropica .

En ef medio agar Columbia (Oxoid), cont sangre de cordero

desfibrinada al 8% se observaron colonias transldcidas

en forma de gotas de rocio de 1 a 2 mm de didmetro. (Figu-
ral}

Figura 1. Morfelogia macroscdpica
de Helicobacter pylori

Con tincion de Gram se chservaron bacilos curvados,
pieomérficos Gram negativos. (Figura 2.)

Figura 2. Microfotografia de Helicobacter pylori

Las pruebas bioquimicas de identificacién para
Helicobacter pylori dieron como resultado el test de urea
positivo, prueba de oxidasa positiva y prueba de catalasa
positiva. De Ias 257 muestras se cultivaron y se obtuvie-
ron 61 aislados positivos para Helicobacter pylori con
un 23.73%.

En el Instituto de los Seguros Sociales se logrd el mayor
niimero de aislados con respecto a la muestra, que corres-
ponde aun 44.2% y el menor de 6% registrado en la Cruz
Roja Colombiana. Esta variacion puede atribuirse a las
diferencia en las condiciones del culiivo, a la contamina-
cidn 6 a los falsos negativos, a la probabilidad de tomar la
biopsia en una zona de mucosa no colonizada 6 con bac-
terias de reducida variabilidad, por ia lidocaina utilizada
habitualmente en la endoscopia y por el tratamiento con
antibioticos,,, (Cuadro 3.)

Cuadre 3. Porcentaje de aislamientos de Helicobacter pylori

| Institucién No. de muestra | Aislamientos Porcentaje
| 1SS 43 19 44.2%
Fundacion Valle de Atriz 27 9 33.39%;,
C. Convida 87 27 31.1%
Cruz Roja 100 6 6%
TOTAL 257 61 23.73%

El resultado del cultivo se compard con el diagndstico
histoldgico de |a biopsia, de donde de 52 de las muesiras
analizadas, 33 mostraron correlacidn positiva con el re-
sultado del cultivo, con un porcentaje de correlacion del
63.46% y un 36.54% una correlacidon negativa, probable-
mente debida a la tincién convencional utilizada, va que
la hematoxilina eosina no puede ser fiable si s6lo existen
pocas bacterias. Ademds el diagnodstico histoldgico de-
pende enormemente de la experiencia del observador y de

su destreza, asi como de la calidad de la biopsia, el tamafio
vy la orientacion de los especimenes, también son esencia-
les para su diagndstico correcto v a las condiciones de
laboratorio antes mencionadas. &

Analizando los datos por instifucién se observé que en
Convida hay un mayor porcentaje de correlacidn entre el
cultivo y el resultado del diagndstico histologico con un
73.07%. (Cuadro 4.)
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Cuadro 4. Porcentaje de correlacién de aislados con diagnéstice histolégico por institucion.

[nstitucio Aisiados Diagréstico Correlacién % de
strucion histolégico Con aislado Correlacién
ISS 19 13 G 69.23%
Fundacion valle de Atriz 9 9 4 44.4%
C. Convida 27 26 i9 73.07%
Cruz Roja ' 6 4 ] 25%
TOTAL 61 52 33 63.46%

ACTIVACION Y CONSERVACION DE Lactobacillus
casei subsp rhramnosus

La cepade Lactobacillus casei subsp rhamnosus fue ais-
lade y conservado a partir dei trabajo “bacterias Lacticas
bacteriocinogénicas y su efecto sobre bacterias patdgenas
asociadas a alimentos” ;. Esta cepa se activd completa-

mente a las 24 horas en caldo MRS comercial (Merck)
estéril. Se realizd su cultivo en Agar MRS v Agar MRS
modificado con azul de Anilina para constatar su morfolo-
gia tanto macroscopica como microscopica, en el medio
MRS comercial y MRS modificado con azul de anilina
{Merck) se observaron colonias convexas, brillantes y
cremosas. (Figura 3.}

Figura 3. Morfologia macroscopica de Lactobacillus casei subsp rhamnosus.

lzquicrda cultivo en agar MRS comercial.

Con tincidn de Gram se reportaron bacilos cortos Gram
positivos.

Para el proceso de fermentacion se escogid el Medio
Melaza con leche en polvo utilizado previamente en el
trabajo “Proteccion Intestinal Contra patdgenos especifi-
cos a traves de sustratos fermentados con Lactobacillus
casel subsp rhamnosus " Este medio presenta buenas
condiciones para el desarrotle v metabolismo de
Lactobacillus caset subsp rhamnosus.

Derecha, cultivo en agar MRS modificado con azul de anilina

Serealizé fermentacion en Matraz con Lactobacillus casei
subsp rhamnosus en medio melaza con leche en polvo
con el fin de evaluar su cinética de crecimiento.

El crecimiento y el comportamiento metabdlico de
Lactobacillus casei subsp rhamnosus en ef medio Mela-
za con leche en poivo es estable durante la fase
exponencial a partir de las 2 horas (1)) hasta las 12 horas
(T,,). Aunque después hay una alteracion de comporta-
miento por la toma de nutrientes v ia secrecién de produc-
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tos metabolicos como el dcido lactico.

La velocidad de crecimiento permanece constante duran-
te esta fase con un valor de 0.06 h™* El tiempo de

duplicaciones es de 10.83 horas lo que indica que
Lactobacilius casei subsp rhamnosus presenta un creci-

miento lento. (Grafica 1)

Grafiea 1. Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus
en medio melaza con leche en pelvs.

La (Logaritmo natural), D.O. (Densidad dptica).

Al evaluar la biomasa y la produccion de proteina de
Lactobacillus casei subsp rhamnosus en el medic Mela-
za con leche en polvo, se observé un incremento unifor-
me desde el comtienzo de la fermentacion hasta las 10 ho-
ras (T, ) determinandose asi el tiempo de cosecha con
una biomasa de 93 x 10" UFC/ml ¥ una produccidn de
biomasa de 49.98 g/1. Posteriormente se presenta una dis-
minucion de dichos parametros.

El decrecimiento que se presenta en la ultima fase y a las
24 horas (T .} podria deberse al consumo de azicares y al
descenso del PH (4.85) debido a la produccion de acido
lactico por parte de Lactobacillus casei subsp rhamnosus
lo que inhibe su crecimiento.

Se establecid como un medio de comparacién el medio
MRS comercial (Merck} como referencia para constatar
que el medio Melaza con leche en polvo constituye una
mejor fuente de carbohidratos y nitrdégeno lo cual favore-
ce al crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus.

Elmedio MRS comercial {Merck) presenta su punto mis
alto en la formacion de biomasa a las 10 horas con una

Y = 6.06452 - 2.0686

Coeficiente de correlacién: 0.9395
Td=10.83 h

k= 0.064 !

concentracion de 7 x 10 UFC/m], resultando mucho me-
nor en cuanto a la formacidn de biomasa del medio Mela-
za con leche en polvo siendo este el mas optimo para el
desarrollo y el metabolismo de Lactobacillus casei subsp
rhomnosus.

ENSAYO DE INHIBICION ANTAGONICA in vitro

Sepdn los resultados obtenidos, Laciobacillus casei
subsp rhamnosus en el sustrato de Melaza con leche en
polvo es capaz de inhibir el crecimiento de Helicobacter
pylori en condiciones de laboratorio. (Figura 4). Eviden-
ciado por la formacion de halos o zonas claras alrededor
del micropocillo que contiene la bacteria lactica, se debe
probablemente a los diferentes mecanismos o propieda-
des que presentan las bacterias acido lacticas entre ellas
Lactobacillus casei subsp rhamnosus, como es la pro-
duccion de dcido lactico que puede inhibir el erecimiento
de Helicabacter pylori in vitro, como también ia produc-
cidn de bacterlocinas que ejercen una accion bactericidad
o bacteriostatica contra bacterias patdgenas, ademas es-
tos microorganismos son capaces de afectar el crecimien-
to celular.
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Figura 4. Inhibicién de Helicobacter pylori (Parte superior) por Lactobacillus casei subsp
rhamnosus (Parte inferior). Método de los micropocilios

El analisis de varianza muestra que el efecto antagdnico
de Lactobacillus casei subsp rhamnosus sobre el creci-
miento de Helicobacter pylori es del 95% de confiabilidad
con un margen de error del 5%.

Debido a que se presentan diferencias significativas en-
tre el didmetro y ias diluciones del sustrate, se realizo la
prueba de Tukey con la cual se determiné que 1a dilucién
107 con una densidad celular de 98 x 10°bact/ml, es la
mejor para inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori

con respecto al sustrato puro y las diluciones 107 y 107
{Gréfica 2). Posiblemente se debe a que en el sustrato
rure y en dilucidn 10! se encuentra un mayor ntmero de
bacterias lacticas de Lactobacillus casei subsp
rhamnosus, que podrian estar en forma aglomerada en el
medio obstaculizando en parte, los procesos metabdlicos
por la fzlta de sustrate necesario, disminuyendo asi pro-
bablemente, ia cantidad de bacteriocinas y de acido lacti-
oo requerido para realizar la accidn inhibitoria sobre el
patégeno, e cambio que en la dilucidn 10? hay menor
cantidad de bacterias

Grafica 2. Promedios de halos de inhibicién antagdnica de Lactobacillus casei subsp rhamnosus
sobre el de Helicobacter pyleri (crecimiento Prueba de Tukey).

Susirato puro DBilugidn 18-

Bilucton 102

Bitucion 18-3

i1
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CONCLUSIONES

Lactobacillus casei subsp rhamnosus es capaz de inhibir
el crecimiento de Helicobacter pylori con un 95% de
confiabilidad y un error del 5%, presentando diferencias
estadisticamente significativas demostradas con la prue-
ba de Tukey. Por lo tanto se sugiere utilizarle como
probidtico para prevenir o disminuir Ia alta incidencia de
enfermedades asociadas a Helicobacter pylori.

Mediante los ensayos de antagonismo i vitre, la con-
centracion de la bacteria lactica es inversamente propot-
cional a Ia capacidad inhibitoria sobre el patogeno, por fo
cual se determind que la dilucion 1072 con densidad celu-
lar de 98 x 10° bact/ml, formd halos de inhibicidn con un
didmetro promedio de 19.31 mm con respecto al sustrato
puro vy a las diluciones 10 y 10,

De las 257 biopsias de nincosa gastrica humana se obfu-
vieron un total de 61 aislados correspondiente aun 23.73%.
Algunos de ellos fueron preservados para futuras activa-
ciones. De dichos aislados el 63.46% presentaron correla-
cién positiva con el estudio histoldgico. De acuerdo al
sitio de toma de 1a muestra de tejido de mucosa géstrica,
Convida presentd un mayor porcentaje de corrclacion
entre el diagnédstico por cultivo y el diagndstico por estu-
dio histologico, 73.07% de comrelacion

De acuerdo a la cinética de crecimiento, la mayor forma-
cién de biomasa fue de 93 x 10" UFC/ml v la mayor pro-
duccidn de proteinas de 49.98 g/l, se obtuvo alas 11 ho-
ras (T, ) determinando asi el tiempo de cosecha. Se puede
concluir que el medio Melaza con leche en polvo es un
medio que favorece el mejor crecimiento y desarroilo de
Lactobacillus casei subsp rhamnosus que el medio MRS
comercial utilizado como control.

El medio Melaza con leche en polve fermentado con
Lactobacillus casei subsp rhammnosus. puede, en un fu-
turo, ser considerado como un producto probidtico gra-
cias a su aporte de nitrégeno, carbohidratos y proteinas.

RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones que demuestren fn vive la activi-
dad de Lactobacillus casei subsp rhamnosus como
probidtico.

La lectura de biopsia por histopatologia mediante Ta utili-
zacion det método de tincidén de Giemsa v otras tinciones
que tienen una excelente sensibilidad y especificidad para
Helicobacter pylori, versus la de hematoxilina eosina.

12

Para asegurar el resuitado positivo, verdadero en la vali-
dacion de cualquier método utilizado para detectar la in-
feccién por Helicobacier pylori, se recomienda compa-
rarse con al menos otros dos métodos como el test de
aliento, pruebas seroldgicas, etc., aceptandose la
positividad absoluta cuando coinciden estos mctodos.

Para obtener un mayor nitimero de atsiados se recomienda
hacer el cultivo e incubacion de Helicobacter pylorien el
rismo siiio de latoma de la muestra.

En la activacién de Helicobacter pylori se requiere es-
trictas condiciones de asepsia y el menor tiempo posible
entre la exiraccidn de la muestra de crioconservacion en
nitrégeno liguide y la siembra, evitando el
descongelamiento brusco de la muestra, y por ende, dis-
minuyendo el shock térmico.

Elmedio Melaza con leche en polvo, se recomienda para
el desarrollo, crecimiento v metabolismo de Lactobacillus
casei subsp rhamnosus por los resultados obtenidos en
esta investigacion.
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