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RESUMEN 

 

Antecedentes: Existe evidencia que propone la transmisión vertical de 

Helicobacter pylori (H. pylori); sin embargo, faltan investigaciones  que  

confirmen dicha transmisión; por lo que este estudio propone determinar si 

existe transmisión vertical de esta bacteria. 

Objetivo: Determinar la transmisión vertical de H. pylori  por medio de 

levaduras de origen vaginal de embarazadas a sus recién nacidos (RN). 

Metodología: Estudio transversal, descriptivo. Las muestras se obtuvieron 

de neonatos (hisopado oral y meconio) y flujo vaginal de sus madres. La 

identificación de especies de levaduras se realizó utilizando las siguientes 

técnicas, CHROMagar Candida, Prueba del Tubo Germinal y sistema de 

identificación API Candida, luego las levaduras se observaron por 

microscopía óptica y de fluorescencia. Se realizó detección de antígeno de 

H. pylori en meconio y PCR para amplificación de genes específicos de esta 

bacteria. 

Resultados: Se detectó H. pylori intracelularmente en Candida glabrata (C. 

glabrata) aislada de hisopado oral de un RN, dicha bacteria en base a los 

genes estudiados, resultó ser genotípicamente idéntica a la encontrada 

intracelularmente en la misma especie de levadura  aislada  de flujo vaginal 

de la madre de este neonato.   

Conclusión: Los resultados sugieren que  hubo transmisión vertical de H. 

pylori; ya que la levadura encontrada tanto en la madre como en el RN eran 

de la misma especie, C. glabrata. Además, el perfil genotípico de ambas 

cepas de H. pylori encontradas intracelularmente en C. glabrata eran 

concordantes. Sin embargo, es necesario secuenciar el genoma completo de 

ambas cepas de  H. pylori  para confirmar dicha transmisión. 

 

Palabras claves: Helicobacter pylori, transmisión vertical, Candida 

glabrata.  
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ABSTRACT 

 

Background: There is evidence that suggests the vertical transmission of 

Helicobacter pylori (H. pylori); however, lacking research to confirm such 

transmission; so this study aims to determine whether there is vertical 

transmission of this bacterium. 

Objective: Determine the vertical transmission of H. pylori through vaginal 

yeast origin of pregnant women to their newborns (RN). 

Methodology: transversal, descriptive study.  The samples were obtained 

from neonates (oral swabs and meconium) and vaginal discharge of their 

mothers. Identifying yeast species was performed using the following 

techniques, CHROMagar Candida, Test Tube and Germinal identification 

system API Candida and yeasts then observed by optical microscopy and 

fluorescence. Antigen was performed in meconium and PCR amplification of 

specific genes of H. pylori. 

 Results: H. pylori was detected intracellularly in Candida glabrata (C. 

glabrata) isolated from oral swab of an RN, the bacteria proved to be 

phenotypically identical to that found intracellularly in the same species of 

yeast isolated from vaginal discharge of the mother of this baby.  

Conclusion: It is suspected that there were vertical transmission of H. pylori; 

C.glabrata as yeast found in both the mother and the newborn were 

phenotypically identical, besides the genotypic profile of both strains H. pylori, 

found intracellularly in C. glabrata were consistent; however, it is necessary to 

sequence the entire genome of H. pylori strains both to confirm the 

transmission. 

 

Keywords: Helicobacter pylori, vertical transmission, Candida glabrata 
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1.- INTRODUCCIÓN 

 

 

El concepto de transmisión vertical comprende todas aquellas infecciones 

que pueden ser transmitidas desde la madre al feto o al recién nacido (RN) 

durante los procesos inherentes a la maternidad; es decir, a la gestación, al 

trabajo de parto, al parto y a la lactancia materna, como es el caso del virus 

del VIH que puede ser adquirido por el RN durante la etapa de 

amamantamiento. 

 

Con respecto a  la etiología de las infecciones perinatales se han observado 

modificaciones a través de la historia, probablemente secundarias a los 

cambios en la ecología microbiana del canal del parto de las embarazadas. 

Es así que en las últimas dos décadas predominan como agentes etiológicos 

las bacterias Gram positivas sobre todo Estreptococo beta-hemolítico del 

grupo B: Streptococcus agalactiae (EGB), Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus epidermidis. Dentro de los Gram negativos predominan  

Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Pseudomonas, y dentro 

de las levaduras  Candida sp. 

 En los últimos años parece observarse un tímido resurgimiento del 

neumococo, Streptococcus pneumoniae, y la aparición de microorganismos 

poco habituales en el espectro etiológico de la infección neonatal como 

Haemophilus influenzae. Por el contrario, ha desaparecido casi por completo 

una de las bacterias que con más frecuencia provocaba formas graves de 

infección neonatal en los años setenta, como es Listeria monocytogenes. 

Todos estos agentes mencionados, pueden ser transmitidos verticalmente  al 

feto o al RN. 
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El verdadero reservorio de las bacterias que colonizan el canal genital de la 

mujer es el recto, a partir del cual alcanzan las mucosas del tracto genital de 

ésta. Desde el canal del parto de la gestante el feto puede infectarse con  

virus, como citomegalovirus, VIH, virus de la hepatitis B, papovavirus, virus 

del herpes simple, y sobre todo puede infectarse por bacterias como  

Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli 

Enterococus faecalis  y hongos, como se mencionó anteriormente, del 

género Candida. 

 

Algunos investigadores consideran la transmisión vertical, como una forma 

de adquisición de la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) por parte de los 

RN desde sus madres; esto sería al pasar el feto a través del canal del parto.  

 

Hasta ahora no se ha informado de que la bacteria se haya aislado 

directamente de la mucosa vaginal, pero se propone una relación simbiótica 

entre especies de levaduras del género Candida y la bacteria H. pylori.  

 

Existen varios estudios en los que se demuestran que las bacterias, en 

general, pueden sobrevivir en vacuolas de organismos eucariotas, como las 

amoebas de vida libre, tal es el caso de Enterobacter aerogenes, Aeromonas 

hydrophila y Legionella pneumophila. Esta última, se ha observado que 

puede sobrevivir dentro de vacuolas de Acanthamoeba castellanii, mediante 

la inhibición de la fusión del fago-lisosoma; observándose el mismo 

fenómeno en Pseudomonas aeruginosa, que crecían intracelularmente en 

amoebas de diferentes géneros aisladas de tuberías de un hospital. Este 

hecho llamó la atención de un grupo de investigadores, Siavoshi et al., en el 

año 2013, los cuales se preguntaron ¿Qué eucariota podría estar sirviendo a 

H. pylori de vehículo y protección al medio ambiente?; fue entonces donde 

hicieron la relación entre dicha bacteria con levaduras orales; ya que como 

se sabe, este último microorganismo se encuentra  como comensal en la 
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superficie de la mucosa de la cavidad oral, intestinal y vaginal del ser 

humano. Fue entonces que Siavoshi et al., aislaron levaduras de la cavidad 

oral de pacientes dispépticos, donde pudieron amplificar mediante PCR 

genes específicos de H. pylori (ARNr 16S, cagA, vacA y ureAB) y observaron 

por microscopía óptica células de H. pylori  intracelulares dentro de las 

vacuolas de las levaduras pertenecientes al género Candida, llegando a la 

conclusión de que posiblemente H. pylori usaba a Candida como protección 

en condiciones de estrés.  

 

Candida albicans es la especie de levadura que habitualmente coloniza a 

adultos y niños sanos, así como pacientes hospitalizados, siendo en  primer 

lugar la superficie de la mucosa oral y luego la superficie de la mucosa  

vulvovaginal los sitios anatómicos colonizados por dicha levadura.  

 

Haciendo mención a la colonización de Candida en la vagina, 

aproximadamente el 40% de las mujeres es portadora asintomática de 

Candida sp., el crecimiento de este microorganismo se mantiene controlado 

por la respuesta inmune y por la presencia de otros microorganismos como 

Lactobacillus sp., cuando el equilibrio de la microbiota vaginal se pierde y hay 

una sobrepoblación de Candida se produce una vulvovaginitis candidiásica 

(VVC). 

  

La VVC es un proceso muy común en las mujeres adultas, con un pico 

máximo de incidencia entre los 20 y 40 años. Se calcula que a los 25 años, el 

50% de las mujeres habrá tenido al menos un episodio de VVC  y que entre 

las mujeres premenopaúsicas, el 75% habrá  sufrido al menos, un episodio 

de VVC y el 45% dos episodios o más.  En la mayoría de casos de VVC, la 

responsable es la especie Candida albicans, un microorganismo comensal 

que puede aislarse en la cavidad vaginal. También puede estar causada por 
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otras especies de Candida no-albicans pero estos hongos son menos 

habituales. 

 

Durante el embarazo la vagina es más susceptible a cualquier infección. Las 

tasas de colonización de la gestante por Candida sp., descritas en las 

publicaciones son siempre superiores a las de la mujer no embarazada. 

Según una revisión publicada recientemente de Cararach Tur y cols., en el 

2013, hasta un 28% de gestantes puede mostrar Candida sp. en el flujo 

vaginal. Como mecanismos patogenéticos se han descrito el incremento del 

nivel estrogénico que da lugar a un aumento de contenido en glucógeno en 

el medio vaginal, una mayor adhesividad de las células epiteliales vaginales 

y una potenciación de la formación de micelios por la presencia de 

receptores específicos para estrógenos en el citosol de las levaduras. De 

esta manera, la reducción de la inmunidad local facilita la colonización de la 

vagina y la posterior infección.  

 

 La colonización de los RN por la especie Candida albicans  ocurre 

tempranamente y ésta se da por la adquisición de las levaduras por 

transmisión vertical; es decir, al pasar el feto por el canal del parto y adquirir 

las levaduras por ingestión oral.   

 

Con los antecedentes antes mencionados, Siavoshi et al. en el año 2013, se 

cuestionaron si las levaduras de origen vaginal provenientes de mujeres 

embarazadas también podrían contener H. pylori; para responder su 

pregunta, analizaron 108 muestras vaginales de mujeres embarazadas, de 

las cuales en 30 de ellas (27.8%)  aislaron Candida sp., pudiendo detectar H. 

pylori en 18/30 (60%) de ellas, además detectaron genes de H. pylori en 5/7 

levaduras aisladas de la cavidad oral de recién nacidos de las madres en el 

estudio, en donde hubo concordancia entre el genotipo de la especie de H. 

pylori que se encontraba  intracelularmente en Candida  sp. y H. pylori 
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encontrado intracelularmente en los cultivos orales  de Candida  sp.  de los 

recién nacidos. Con estos resultados  llegaron a la conclusión que otra vía de 

transmisión  de la infección por H. pylori a temprana edad podría ser por la 

adquisición de dicha bacteria intracelular en Candida sp. a través del canal 

del parto, es decir por transmisión vertical.  
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2.- MARCO TEÓRICO Y CONCEPTUAL 

 

Historia del género Helicobacter: 

 
 
H. pylori es una bacteria Gram-negativa con forma espiralada, que mide de 

2.5 - 5.5 micras de largo y de 0.5 - 1.0 micra de ancho, posee de cuatro a 

ocho flagelos monopolares recubiertos por una estructura lipídica que 

aparentemente protege a estos flagelos de la degradación por el medio ácido 

del estómago. La presencia de los flagelos es esencial para la movilidad y 

adhesión de esta bacteria al epitelio gástrico.  

 

Las bacterias del género Helicobacter, son de crecimiento lento, cuyo 

período de incubación es de 4 a 8 días a 37°C en una atmosfera 

microaerofìlica. 

 

 Al realizar pruebas enzimáticas a estas bacterias  pueden ser clasificadas 

como catalasa, oxidasa y ureasa positiva, enzimas que favorecen su 

colonización. (1-4)  
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Figura 1: Muestra la forma en espiral y los flagelos monopolares del género 
Helicobacter. Imagen tomada de Lee A, Phillips et al. (1) 

 

Las primeras observaciones de H. pylori se remontan a inicios del siglo XX, 

donde un grupo de investigadores alemanes lograron observar bacterias en  

forma de espiral colonizando la mucosa del estómago de perros y gatos. (5) 

 

En 1906, Krienitz en sus investigaciones encontró microorganismos espirales 

en biopsias humanas provenientes de pacientes que padecían cáncer 

gástrico. Este hallazgo no causó impacto en ese momento, ya que al igual 

que el anterior no fue posible realizar cultivos de la bacteria y fue hasta 1940 

cuando Freedberg y Berron consiguen relacionar estos microorganismos con 

úlceras gástricas, habiendo observado este tipo de bacterias espiraladas en 

un porcentaje de muestras provenientes de pacientes con patologías 

gástricas. (6) 

 

Como no se había podido aislar H. pylori, este tema era solamente una 

hipótesis, la cual fue anulada en 1954, donde se realizó un estudio con 

alrededor de 1.100 biopsias gástricas, donde en ninguna de ellas se observó 

la presencia de bacterias en espiral, llegando a la conclusión errada que el 
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estómago era un órgano estéril y que las bacterias observadas en los 

estudios anteriores no eran más que contaminación.(7) 

 

Fue en el período comprendido entre 1979-1984 donde las observaciones de 

Warren y Marshall (1983), permitieron a ellos y a otros investigadores encajar 

todas las pistas encontradas en los estudios anteriores. Es así como en 1981 

se inicia un estudio en pacientes  sometidos a endoscopía oral, donde se 

demostró  la presencia de bacterias Gram negativas al realizar la tinción de 

Gram, pero no tuvieron éxito en la realización de cultivo para el aislamiento 

de estos microorganismos. La visualización de estas bacterias no era 

suficiente para asociarlas con enfermedades gástricas, ya que anteriormente 

se decía que su aparición era producto de contaminación.  

 

Estos investigadores se enfocaron en tratar de cultivar las bacterias 

encontradas y así determinar su asociación con gastritis y/u otros síntomas 

clínicos, por tanto iniciaron un cultivo consecutivo en 100 biopsias de antro.(8)  

 

El cultivo de las muestras lo realizaron siguiendo las condiciones descritas 

por Skirrow (1987) para el aislamiento de  Campylobacter spp, con la 

diferencia de que los cultivos permanecieron cinco días en la incubadora en 

lugar de 48 horas y fue de esta manera que pudieron aislar la bacteria, en 

ese entonces denominada Campylobacter pylori.(9) 

 

Estudios posteriores, de secuenciación de la región 16S del RNA ribosómico 

demostraron que la especie denominada Campylobacter pylori era distinta de 

las especies de Campylobacter descritas hasta el momento,(10) siendo en 

1989 donde adoptó la nueva denominación de Helicobacter, pasando a 

denominarse Helicobacter pylori.(11)  
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Patogenia 

 

 

La infección por H. pylori se inicia cuando esta bacteria ingresa al organismo 

humano, se adhiere e inicia la colonización en el epitelio gástrico, este tejido 

responde a esta situación mediante exfoliación celular y cambios 

regenerativos, tratando de eliminar la infección, también se puede observar 

en este proceso la participación de la  respuesta inmune celular y humoral; 

los productos bacterianos promueven la secreción de mediadores 

proinflamatorios y la secreción de IL-8, la cual es un potente quimioatrayente 

de neutrófilos. En este proceso un pequeño porcentaje de individuos logra 

neutralizar la infección pero otro gran número de la población permanece 

infectada por muchos años, lo que provoca daños y cambios en la morfología 

de las células del epitelio gástrico.(12-14) 

 

Debido a lo anteriormente señalado, la infección por dicha bacteria se asocia 

a enfermedades gastroduodenales como las que se describen a 

continuación: 

 

Gastritis: Esta manifestación clínica se desarrolla poco tiempo después de la 

infección, en algunos casos puede ser asintomática o verse acompañada por 

síntomas característicos de la gastritis aguda como dolor epigástrico, 

náuseas y vómitos. En la mayoría de los casos el sistema inmune no logra 

neutralizar la infección, lo que conlleva al desarrollo de una inflamación 

crónica, y esta manifestación clínica de una gastritis aguda se transforma a 

una gastritis crónica, evolucionando esta última hacia atrofia, afectando el 

antro y extendiéndose hasta el cuerpo del estómago.(13, 15, 16) 

 

Ulcera Péptica: La asociación de la infección por H. pylori con esta patología 

está totalmente aceptada, observándose dicha bacteria en el 95% de los 
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pacientes con ulcera duodenal y en el 70% de los pacientes con úlcera 

gástrica. (15,17) En esta patología están sobre todo presentes las cepas de H. 

pylori cagA positivas, las cuales se conoce que son las más virulentas, ya 

que incrementan la exfoliación de la superficie del epitelio y promueven la 

degeneración epitelial.(18) 

 

Linfoma Gástrico tipo MALT:  Es un tipo de linfoma no Hodking de células 

B, la asociación de esta patología con H. pylori se describió por primera vez 

en 1991, y en la actualidad, existen varios estudios que apoyan dicha teoría 

ya que han demostrado que, una vez erradicada la infección provocada por 

la bacteria, existe una regresión del linfoma de bajo grado en, por lo menos, 

el 77% de los pacientes con MALT gástrico. (19-21) Es por ese motivo que la 

eliminación de la infección por H. pylori se ha convertido en  el tratamiento de 

elección para los pacientes con  MALT gástrico de bajo grado.(22) 

  

Cáncer Gástrico: Es el cuarto tipo de cáncer con mayor frecuencia mundial, 

y es la segunda causa de muerte por cáncer; se calcula que cada año se 

diagnostican 930.000 nuevos casos de esta patología, (23-25) se considera que 

la infección por H. pylori es un factor predisponente para el desarrollo de 

cáncer gástrico ya que como se mencionó anteriormente, causa cambio 

morfológico en el epitelio gástrico y una constante inflamación en el mismo, 

lo cual conlleva a una gastritis crónica, la cual en algunos casos, evoluciona 

a gastritis atrófica progresando a metaplasia intestinal y finalmente 

desarrollándose el adenocarcinoma.(14,15,26) Por lo antes expuesto, la Agencia 

de Investigación del Cáncer en 1994, clasificó a este microorganismo como 

carcinógeno grupo I para el ser humano. (27) 

 

Recientes estudios han asociado a H. pylori con patologías extragástricas 

como la anemia ferropénica, hiperémesis gravídica, restricción del 

crecimiento intrauterino, preeclampsia (Todas ellas patologías propias del 
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embarazo),(28, 29, 30, 31) diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, y 

síndrome metabólico.(32, 33) 

 

Factores de virulencia más importantes de H. pylori 

 

A continuación se mencionan los factores de virulencia más importantes de 

esta bacteria: 

 

Ureasa: Esta enzima es de gran  importancia para la adhesión, colonización 

y metabolismo de H. pylori; se activa dependiendo de las condiciones del pH 

del medio en que se encuentre dicho microorganismo (34,35)  y actúa 

hidrolizando la urea en amoníaco y ácido carbónico. La presencia de estos 

últimos compuestos aumenta el pH del medio gástrico, alcalinizándolo y con 

ello permitiendo la colonización de H. pylori. (34) Como se mencionó 

anteriormente la presencia de esta enzima es fundamental; ya que se ha 

observado que en cepas mutantes que no sintetizan la ureasa, las bacterias 

son incapaces de colonizar.(36) Además de proteger a la bacteria del medio 

ácido, se ha visto que la producción de amonio puede causar daño a las 

células del epitelio gástrico, (37) favoreciendo también la formación de gastritis 

atrófica y con ello aumentando el desarrollo de cáncer gástrico.  

 

Morfología y presencia de flagelos: Como se ha mencionado 

anteriormente, esta bacteria posee flagelos y su morfología en espiral le 

permite movilizarse libremente a través de la capa mucoide del epitelio 

gástrico, contrarrestando el peristaltismo gástrico y logrando la adhesión a la 

superficie epitelial. (38, 39) 
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Adhesinas: El primer paso para que un microorganismo pueda causar 

infección es que éste tenga la capacidad de adherirse para después  

colonizar. H. pylori posee múltiples tipos de adhesinas que le permiten 

anclarse al epitelio gástrico, evitando que una sola clase de anticuerpos 

pueda reconocer adhesinas específicas y de esta manera evitar la infección 

en el hospedero. Las adhesinas más importantes son las del tipo BabA 

(blood antigen binding adhesion).  Éstas se unen a los antígenos de Lewis 

encontrados en las células epiteliales gástricas. Se ha visto que  este tipo de 

unión favorece la pérdida de células epiteliales y el desarrollo de gastritis 

crónica ya que promueve la síntesis de auto-anticuerpos;(40 - 42) otro tipo de 

adhesina son las tipo OipA (outer membrane inflammatory protein), cuyo gen 

que las codifica está presente en todas las cepas, pero no todas la expresan. 

Cuando esta adhesina está presente promueve una síntesis mayor de IL-8, 

pero hasta el momento se desconoce exactamente su aporte real a la 

inflamación ya que este tipo de adhesina está mayormente presente en las 

cepas cagA positivas.(43) 

 

VacA (Proteína de Vacuolización): Esta es una proteína vacuolizante, que 

se encuentra en todas las cepas de H. pylori. Induce un gradiente de pH 

atrayendo sustancias alcalinas dentro de la célula gástrica, provocando que 

capte agua por osmosis lo que genera, como su nombre lo indica, una 

vacuolización celular y con ello muerte celular, favoreciendo a la degradación 

del epitelio gástrico. (44, 45)  Esta proteína se ha visto mayormente asociada a 

pacientes con úlcera péptica y cáncer gástrico.(46) El gen que sintetiza esta 

proteína está formado por tres regiones, cada una de las cuales posee alelos 

correspondientes. De esta manera se encuentra la región señal (región S) 

con sus alelos s1a, s1b, s2c y s2, y la región media que posee los alelos 

m1a, m1b, m2a y m2b, donde los alelos de la región señal se combinan con 

los alelos de la región media obteniéndose varios perfiles, conociéndose que 

las cepas s1/m1 son más virulentas que las s2/m2, asignándose letras 
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dependiendo los niveles de citotoxicidad así s1>s1b>s1c>s2 y m1>m2.(47-49) 

Estudios recientes han demostrado que existe una tercera región 

denominada intermedia (i) la cual consta de i1 e i2, siendo la primera más 

citotóxica y asociándose al perfil s1/m1.(50) Esta proteína también es capaz 

de promover la liberación de citocromo C de las mitocondrias, provocando la 

muerte celular programada (apoptosis) ya que promueve la permeabilización 

de la membrana de la mitocondria; observándose este fenómeno con mayor 

frecuencia en los perfiles s1/m1 que en los s2/m2. (55-51)  

 

CagA ( proteína citotóxica asociada al gen-A): Esta proteína  es codificada 

por el gen cagA, localizado en la isla de patogenicidad PAI ( esta isla 

contiene 31 genes asociados), y es inyectada por el sistema de secreción 

tipo IV, cabe mencionar que  no está presente en todas las cepas de H. 

pylori, pero cuando se encuentra se relaciona con las patologías más graves 

asociadas a la infección por H. pylori como la gastritis crónica, úlcera péptica 

y cáncer gástrico ya que se aísla en el 90% de los casos. (52-54) Esta proteína 

al ser inyectada a la célula, promueve la reorganización del citoesqueleto de 

las células del epitelio gástrico mediante la fosforilación proteica,(55) esta 

proteína también es  inductora de IL-8, que como se mencionó anteriormente 

promueve la llegada de neutrófilos al sitio de infección, promueve la 

producción de otras proteínas proinflamatorias como la IL-1, y el factor de 

necrosis tumoral TNFα. (56) 

 

Proteína DupA Codificada por el gen dupA (gen promotor de ulcera 

duodenal): Este gen fue descrito en el año 2005 por Lu et al., (57) los cuales 

observaron que las cepas en las que se encontró este gen aumentaban el 

riesgo de producir úlcera duodenal, pero tenían un efecto protector para el 

desarrollo de gastritis atrófica, metaplasia intestinal y cáncer gástrico. La 

proteína codificada por dupA  hasta el momento no se ha purificado,  pero se 

asocia específicamente a una patología ligada a la infección por esta 
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bacteria, al parecer dupA promueve la secreción de IL-8 en el antro lo que 

conduce a una gastritis con predominio en el antro, característica  conocida 

en la úlcera duodenal.(57) 

 

Epidemiología 

 

 

La infección por H. pylori está ampliamente distribuida en el mundo, estudios 

indican que la seroprevalencia de esta infección alcanza el 50% de la 

población mundial, porcentaje que varía de acuerdo al nivel socioeconómico 

y demográfico de cada  país, alcanzando un 60-80% en países en vías de 

desarrollo y de un 15-20% en países desarrollados, cabe mencionar que la 

adquisición de la infección es con mayor frecuencia durante la infancia; ya 

que, los niños tienen un contacto más cercano con otros niños y con adultos 

como los padres o abuelos,(58, 59) variando la prevalencia en esta población 

en un 15 a un 35%, dependiendo como se mencionó anteriormente a 

condiciones socioeconómicas de cada país.(60, 61) 

 

En el año 2013 Porras C et al., realizaron un estudio en seis países de 

Latinoamérica, donde realizaron el diagnóstico de H. pylori en determinadas 

regiones de estos países (Honduras, Costa Rica, México, Colombia y 

Nicaragua), mediante la  prueba del aliento con urea, obteniendo resultados 

que indican una alta prevalencia de la infección, demostrando los siguientes 

porcentajes: Copán-Honduras un 82.6%, Guanacaste-Costa Rica de 76.4%, 

León-Nicaragua 83.3%, Túqueres-Colombia 83.1%, en Tapachula-México 

70.1% y en Obregón- México 84.7%,(62) cabe destacar que este estudio 

revela que la prevalencia puede variar en las diferentes regiones, fenómeno 

también demostrado por la Organización Mundial de Gastroenterología en el 

año 2010. (61) 
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En Chile la población infantil, en un rango de edad de 3-9 años, alcanza una 

prevalencia del 36% y en adultos varía en un 70-90% de acuerdo a las 

condiciones socioeconómicas de cada región. (61) 

 

Existen dos patrones que determinan la variabilidad de la prevalencia de la 

infección por H. pylori en los diferentes países y también en las diferentes 

regiones de un mismo país, por un lado se observan la población de los 

países o regiones de un mismo país donde la mayor adquisición de la 

infección ocurre durante la infancia y la mayoría de las personas están 

infectadas al llegar a la adultez. Este patrón se observa principalmente en los 

países en vías de desarrollo, y por otro lado, se encuentra el patrón que se 

observa en los países desarrollados, en el cuales la mayor parte de la 

infecciones ocurre durante la edad adulta y solo un pequeño porcentaje de la 

población infantil ha adquirido la infección.(61, 63) 

 

Fuentes de transmisión  

 

 

A pesar de que H. pylori está siendo estudiado en detalle por su alta 

prevalencia y las patologías que se le asocian, la manera en que esta 

bacteria se disemina no está totalmente clara. (64) En la actualidad se 

considera la cavidad oral como una fuente importante de transmisión, ya que 

se han podido detectar genes de dicha bacteria en la placa dental y saliva. 

(64-66) Estudios recientes han demostrado que existen fuentes de transmisión 

aparte del ser humano, Ahmad et al.,(66) en el año 2008, analizaron 200 

muestras de agua de distintas fuentes, demostrando la presencia de H. pylori 

en 14 de ellas por medio de PCR y confirmando 5 de estas muestras 

mediante cultivo;(66) por otro lado, recientes estudios han determinado la 

presencia de este microorganismo en leche de vaca, camello, cabra, oveja y 

búfalo.(67, 68) Además, se ha propuesto que esta infección puede ser una 
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zoonosis ya que algunos investigadores han detectado genes de H. pylori en 

animales tales como gato, cerdos, ovejas y vacas (64, 69) pero hasta el 

momento no existe ningún estudio que muestre la ocurrencia de  transmisión 

desde animales al ser humano. 

 

Vías de transmisión 

 

 
 

Es aceptado que la transmisión ocurre de persona a persona y que la 

diseminación intrafamiliar es la más frecuente. (61, 70) Hasta el momento, las 

vías de transmisión más aceptadas son oral-oral y  la vía fecal-oral, debido a 

que el ser humano parece ser el reservorio natural de H. pylori, ya que ésta 

tiene predilección por adherirse a las células del epitelio gástrico y  los jugos 

gástricos pasan a través del intestino conteniendo células viables de dicha 

bacteria y de esta manera llegan a encontrarse en las heces,  pudiendo 

llegar a infectar al ser humano por falta de medidas de higiene. (71)  

 

Actualmente se siguen planteando hipótesis acerca de la diseminación de H. 

pylori. Es así como se  ha planteado también, que puede ser una infección 

de transmisión sexual, por contacto oral- genital o anal-oral,(72, 73) pero hasta 

el momento es tan solo una hipótesis más. 

 

A pesar de que H. pylori es un microorganismo exigente en cuanto a sus 

requerimientos necesarios para su sobrevivencia, es capaz de encontrarse 

en diferentes fuentes o reservorios, esto hace cuestionarse de que manera lo 

hace, demostrándose que este microorganismo es capaz de formar 

biopelículas. (74) Se definen las biopelículas como una matriz de 

polisacáridos, ADN extracelular, lípidos y proteínas, formada por el propio 

microorganismo, la cual le permite adaptarse y sobrevivir en condiciones de 
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estrés. (75) De esta manera estudios han demostrado que H. pylori puede 

sobrevivir en fuentes de agua, pudiendo llegar de esta manera hasta el ser 

humano.(76-79) Otra de las formas, en la que se ha encontrado este 

microorganismo en el ambiente es en la forma cocoide, viable pero no 

cultivable, estadio al cual pasa H. pylori cuando se encuentra en condiciones 

de estrés,(80) la cual se considera que es un estado de dormancia de la 

bacteria hasta que encuentre el ambiente adecuado para revertir su estado 

cocoide. Esta hipótesis aún sigue estando en controversia, ya que aún no 

hay evidencia de la transformación de forma cocoide a espiral infecciosa.(81) 

 

Existen varios estudios en los que se demuestra que las bacterias pueden 

sobrevivir en vacuolas de organismos eucariotas, como las amoebas de vida 

libre, tal es el caso de, Enterobacter aerogenes, Aeromonas hydrophila, 

Legionella pneumophila. Esta última, se ha observado que puede sobrevivir 

dentro de vacuolas de Acanthamoeba castellanii, mediante la inhibición de la 

fusión del fago-lisosoma,(82) observándose el mismo fenómeno en  

Pseudomonas aeruginosa, que crecía intracelularmente en amoebas de 

diferentes géneros aisladas de tuberías de un hospital.(82) Este hecho llamó 

la atención de un grupo de investigadores en el año 2013, los cuales se 

preguntaron ¿Qué eucariota podría estar sirviendo a H. pylori de vehículo y 

protección al medio ambiente? Fue entonces donde hicieron la relación entre 

dicha bacteria con levaduras orales, ya que, como se sabe, este último 

microorganismo se encuentra  como comensal en la superficie de la mucosa 

de la cavidad oral, intestinal y vaginal del ser humano. (83) Fue entonces que 

Siavoshi et al. (2013) (84) aislaron levaduras de la cavidad oral de pacientes 

dispépticos, donde pudieron amplificar mediante PCR genes específicos de 

H. pylori (ARNr 16S y cagA, vacA y ureAB) y observando por microscopía 

óptica H. pylori dentro de vacuolas de levaduras pertenecientes al género 

Candida llegando a la conclusión de que, posiblemente, H. pylori usaba a 

Candida como protección en condiciones de estrés;(85, 86) reproduciendo este 
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estudio en levaduras de origen gástrico obteniendo los mismos resultados 

anteriores, comprobando la presencia de la bacteria mediante 

inmunodetección de proteínas específicas de H. pylori.(87) Cabe mencionar 

que el hallazgo de la detección de H. pylori intracelular en levaduras de 

origen humano, dio pie a  investigar H. pylori en levaduras aisladas de 

alimento, lo cual dieron resultados que revelan que esta relación no solo 

ocurre en el ser humano, ya que, lograron identificar la presencia de H. pylori 

en especies de Candida aisladas de diferentes alimentos como yogurt, 

cascara de banana, jugo de uva, pan tradicional y mermelada de 

membrillo.(88) Con los antecedentes mencionados, Siavoshi et al. (2013) (84) 

se cuestionaron si las levaduras de origen vaginal provenientes de mujeres 

embarazadas también podrían contener dicha bacteria, por lo que  analizaron 

108 muestras vaginales de mujeres embarazadas, de las cuales en 30 de 

ellas (27.8%)  aislaron Candida sp., pudiendo detectar H. pylori en 18/30 

(60%) de ellas. Además detectaron genes de H. pylori  en 5/7 levaduras 

aisladas de la cavidad oral de recién nacidos de las madres en el estudio, 

llegando a la conclusión que otra vía de transmisión de infección por H. pylori 

a temprana edad podría ser, por la adquisición de dicha bacteria intracelular 

en Candida sp., a través del canal del parto, es decir por transmisión 

vertical.(88) 

 

Como se ha demostrado Candida sp. puede provenir  de diferentes fuentes y 

servir de reservorio para H. pylori,(84-87) hecho que puede explicar la alta 

diseminación de la bacteria alrededor del mundo. Candida sp. es un hongo 

unicelular, definido como comensal patógeno oportunista. Coloniza la 

superficie de la mucosa de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y conducto 

vaginal de mujeres sanas y cuando hay un desequilibrio por parte del 

sistema inmune, desórdenes hormonales o uso de antibióticos hay una 

sobrepoblación de dicho organismo causando infección,(89,90) como 

candidiasis oral, paroniquia,(90, 91) y la candidiasis vulvovaginal (VVC). (92) 
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Haciendo mención a la presencia de Candida en la vagina, aproximadamente 

el 30% de las mujeres es portadora asintomática de Candida.(93) El 

crecimiento de este microorganismo se mantiene controlado por la respuesta 

inmune y por la presencia de otros microorganismos como Lactobacillus sp., 

cuando el equilibrio de la microbiota vaginal se pierde y hay una 

sobrepoblación de Candida se produce una  VVC.(92, 94) 

 

En el embarazo el porcentaje de mujeres colonizadas  por Candida aumenta 

aproximadamente a un 46%. (95) El embarazo se considera un factor de 

riesgo importante para el desarrollo de VVC, ya que existe un incremento en 

la secreción de hormonas sexuales, principalmente la progesterona y el 

estrógeno. En la actualidad se desconoce la manera exacta en la que estas 

dos hormonas contribuyen a la colonización de Candida en el epitelio 

vaginal,(92) una de las propuestas es que el aumento de progesterona y 

estrógeno, conducen al incremento de la capa de glucógeno vaginal, el cual 

proporciona una excelente fuente nutricional para el crecimiento de 

Candida.(96) 

 

La epidemiología de la VVC no está totalmente definida, ya que no es una 

infección de reporte obligatorio. Se estima que el 75% de las mujeres sanas 

tienen por lo menos un episodio de candidiasis en un momento de su vida y 

un porcentaje del 5-8% puede sufrir de candidiasis vulvovaginal recurrente 

que definido como tres o más episodios de candidiasis vaginal por año.(97) 

 

En Chile, en el período comprendido entre septiembre de 2009 y agosto de 

2010, se realizó el diagnóstico de vulvovaginitis micótica en 230 

adolescentes y jóvenes entre 10 y 25 años, diagnosticando VVC en el  43.9% 

de ellas.(98) Entre las especies aisladas en la vulvovaginitis se encuentran 

según el orden de frecuencia, C.albicans, C. glabrata, C. parapsilosis , C. 
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krusei  (99)  y muy rara vez Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), la 

presencia de esta última, es asociada principalmente con mujeres que 

trabajan en panaderías o cervecerías, (100) estimándose que la prevalencia es 

de un 1% , aunque estudios recientes han demostrado que el porcentaje ha 

aumentado a un 8%. (101) 

 

Hasta el momento los desafíos contra H. pylori se han enfocado en la 

eliminación de la infección mediante la creación de regímenes terapéuticos 

efectivos.(101,102) Sin embargo, no se ha podido erradicar ni disminuir la 

prevalencia de la infección por dicho microorganismo, ya que por una parte,  

hay cepas que han creado mecanismos de resistencia a los antibióticos que 

se utilizan para tratar la infección (103, 104) y por otro lado las personas en las 

que la farmacoterapia ha sido exitosa, no quedan protegidas contra la 

reinfección. (105-107) 

 

Sin duda, y como se ha mencionado anteriormente, las madres 

probablemente juegan un rol muy importante en la transmisión de la bacteria 

a sus hijos e hijas. Así hay estudios científicos como el de Konno M. et al.,  

(2008), que señalan que si las madres son portadoras de H. pylori, los hijos e 

hijas de estas mujeres infectados con la bacteria tienen la misma cepa de su 

madre; por lo tanto la transmisión vertical ha surgido como una probable vía 

de transmisión de la bacteria de madre a hijo e hija. (108) 

 

 Por otro lado se ha investigado el rol de la lactancia materna como forma de 

transmisión vertical pero los resultados han sido contradictorios. (109,110) En la 

revisión sistemática de Chak et al. (110) (2009),  no se logró determinar el rol 

protector de la lactancia materna contra H. pylori. En el estudio de Appelmelk 

et al. (111)  (1994),  informaron que la lactoferrina de la leche materna humana 

fue capaz de unirse al lipopolisacarido de la bacteria  e inactivarla. En el 

estudio de Thomas et al. (112) (1999), se determinó que los títulos de IgA 
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específicas de H. pylori aumentan cuando se mantiene una lactancia 

duradera, es decir mayor de 6 meses, retrasando la adquisición de la 

infección.  

 

Lo anteriormente expuesto, determina, la importancia de seguir investigando 

nuevas formas de disminuir la prevalencia de la infección por H. pylori. 

Determinar si  existe  transmisión vertical en forma intracelular por medio de 

especies de levaduras que habitan comúnmente en  la mucosa vaginal de las 

embarazadas, que podrían además estar protegiendo a H. pylori del medio 

que le rodea y le sirva de vehículo de transmisión, significaría un gran 

avance en la investigación , ya que con este  hallazgo, se podrían crear 

nuevas medidas de prevención y de esa manera aportar a la solución de 

disminuir los casos de infección por H. pylori  y con ello las enfermedades 

que se le asocian, previniendo o tratando  la infección desde el momento del 

nacimiento. 
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3.- HIPÓTESIS 

 

 

De acuerdo a los antecedentes bibliográficos presentados, se plantea 

la siguiente hipótesis: 

 

 

“Las levaduras de origen vaginal de mujeres embarazadas de término 

son un vehículo de transmisión vertical para la adquisición de 

Helicobacter pylori por parte de sus recién nacidos”. 
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4.- OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

 

Determinar la transmisión de H. pylori desde mujeres embarazadas a sus 

recién nacidos a través de la transmisión vertical por medio de levaduras de 

origen vaginal. 

 

Objetivos específicos:  

 

1.- Identificar las especies de levaduras de origen bucal obtenidas de recién 

nacidos de término. 

 

2.- Detectar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen bucal en 

recién nacidos de término. 

 

3.- Genotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen 

bucal en recién nacidos de término. 

 

4.- Detectar antígenos de H. pylori  en meconio de recién nacidos de término. 

 

5.- Genotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen 

vaginal de las madres de los recién nacidos infectados con la bacteria. 
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5.- MATERIAL Y MÉTODO 

 

Diseño metodológico 

 

Clasificación: Estudio cuantitativo 

 

Tipo de estudio: Observacional, descriptivo de temporalidad transversal. 

 

Población: 

 

La constituyeron los RN de término, hijos de mujeres que controlaron su 

embarazo en los siguientes Centros de Salud Familiar (CESFAM): “Dr. Víctor 

Manuel Fernández”, “O´Higgins” y “Tucapel”, en los meses de agosto a 

diciembre de 2015,  en  la ciudad de Concepción, región del Biobío, Chile. 

 

Criterio de inclusión: 

 

RN de término, hijos de mujeres que aceptaron participar en el estudio, 

mediante la firma del consentimiento informado para la obtención de las 

muestras de sus hijos/hijas o la firma de este consentimiento por parte de los 

tutores de los neonatos. 
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Criterio de exclusión: 

 

- RN que no fueron dados de alta junto a su madre y estén hospitalizados al 

momento de la toma de la muestra. 

- RN prematuros. 

- RN sin consentimiento informado firmado por sus madres o tutor al 

momento de la toma de la muestra. 

 

Muestra: 

 

La muestra estuvo constituida por todos los RN de aquellas mujeres que 

llegaron a término en su embarazo y que cumplieron con los criterios de 

inclusión. 

El tamaño de la muestra fue calculado según el número aproximado de 

mujeres que controlaron su embarazo en los CESFAM antes mencionados y 

sus respectivos hijos e hijas, estimándose que fueron atendidas 5 mujeres 

embarazadas de término al mes por cada CESFAM, por un periodo de 5 

meses; con un error máximo permitido del 5% y un nivel de confianza 

deseado del 95%, con una prevalencia del 17%, entonces la muestra mínima  

requerida era de  56 recién nacidos. 
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La muestra se calculó de acuerdo a la siguiente formula: 

 

 

 

 

Dónde: 

n: Es la muestra 

N: Es la población 

P: Es la proporción de  embarazadas con H. pylori intracelular en levaduras, 

esta proporción fue obtenida del estudio de Siavoshi et al. (95) 

Q: 1-P 

d: Error permitido de 5% 

𝒛𝟏−𝜶/𝟐 = 1.96 

 

Cabe señalar que al momento de tomarles la muestra, al total de 108 RN, 43 

madres no quisieron seguir en el estudio, 2 madres se fueron a sus casas 

antes del alta establecida y 4 RN quedaron hospitalizados, por lo que el total 

de RN que finalmente participo en el estudio fue de 53 RN. 

Además es importante mencionar que esta tesis es la continuación del 

trabajo realizado por la señorita Michelle Sánchez Alonso, Tecnóloga 

Médica, estudiante del Magister de Ciencias Biomédicas con Mención en 

Microbiología Clínica de la Universidad de Talca, quien estudio a las mujeres 

embarazadas, madres de los neonatos estudiados en esta tesis. 
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Método  

 

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Ética del Servicio de Salud de 

Concepción con el código 15-06-22, cabe mencionar que esta tesis es parte 

de un Proyecto de Iniciación de la Universidad de Concepción el cual lleva 

como nombre “Determinación de la Transmisión de H. pylori a través de 

levaduras de origen vaginal de mujeres embarazadas de término a sus 

recién nacidos” (Anexo 1).  

Presentación y firma del consentimiento informado (Anexo 2). 

 

Análisis Estadístico: 

 

Los datos obtenidos de las encuestas fueron ingresados a una base de datos 

Excel y se analizaron  mediante el programa estadístico SPSS versión 19.0. 

Las variables cualitativas se presentarán en frecuencia absoluta y relativa 

porcentual.  

 

Toma de muestra: 

 

Antes de la toma de la muestra se les dio a conocer a todas las 

embarazadas en qué consistía el estudio científico. Se les informó que se les 

tomaría una muestra de heces y de  hisopado oral  a sus recién nacidos, 

antes de que estos fueran dados de alta de la maternidad y se les explicó la 

manera en que se realizaría la toma de muestra a sus hijos e hijas, 

dejándoles en  claro que la participación en el estudio era totalmente 

voluntaria y que podían retirarse  en cualquier etapa del mismo.  
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La muestra de hisopado oral a los recién nacidos se tomó introduciendo un 

hisopo en la boca y rotándolo en las mejillas, encías y debajo de la lengua, 

para así obtener una mayor cantidad de muestra. Luego, éstas se 

trasladaron al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, de la Universidad de Concepción, en tubos con medio 

Stuart (Deltalab, España) en una caja hermética a temperatura ambiente 

para su procesamiento. 

Para la toma de muestra de heces se utilizaron frascos recolectores de boca 

ancha, que contenían  los apellidos del recién nacido, nombre de la madre y 

días de vida del niño o niña.  Las muestras eran tomadas por la investigadora 

principal del estudio, quién pasaba por las salas de puerperio recolectando 

las muestras y trasladándolas al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana en 

una caja hermética con hielo para su posterior procesamiento. 

  

Desarrollo del objetivo número 1: Identificar las especies de levaduras 

de origen bucal obtenidas de recién nacidos de término. 

 

Para la realización de este objetivo se utilizaron las siguientes cepas control:  

 

1.- Cepa de Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028  

 

2.- Cepa de Candida glabrata (C. glabrata)  ATCC 90030  

 

Las cepas de C. albicans y C. glabrata se sembraron en Agar Sabouraud 

Dextrosa, suplementado con Cloranfenicol (OXOID, Inglaterra), incubándose  

a 37° C por 24 horas. 

 

Cada muestra de hisopado oral de recién nacido se sembró en placas Petri 

94X16 (Greiner Bio-one)  que contenían 20 ml de Sabouraud Dextrosa Agar 
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(Difco, EEUU) preparado de acuerdo a las indicaciones del fabricante y 

suplementado con cloranfenicol (OXOID, Inglaterra) de acuerdo a las 

instrucciones del mismo, distribuyendo la muestra con hisopo en toda la 

superficie de la placa, incubándose a 37° C  por 24 horas. Una vez que se 

observó crecimiento de levaduras, se comprobó que era cultivo puro 

mediante la realización de tinción de Gram a colonias al azar.  

Para disminuir el riesgo de contaminación, a cada cultivo primario, se le 

realizó cuatro resiembras en placas que contenían el mismo medio de cultivo 

que el cultivo primario, incubándose en las mismas condiciones, además se 

realizó una tinción de Gram a cada resiembra para confirmar la pureza del 

cultivo.  

 

 

 

 

Figura 2: Cultivo primario de levaduras de origen bucal. 
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Figura 3: Tinción de Gram de levaduras aisladas de muestras de hisopado 
oral de RN. 

 

CHROMagar  Candida 

 

 

Una vez aisladas las levaduras desde las muestras de hisopado oral de los 

recién nacidos y sembradas en las placas Petri en Sabouraud Dextrosa Agar 

(OXOID, Inglaterra),  se tomó un inoculo de las colonias con un ASA curva y 

se sembraron por estría en placas Petri 94x16 que contenían medio 

CHROMagar Candida (Difco, EEUU) preparado de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante, se incubaron a 37° C por 72 horas, 

revisando las placas cada 24 horas para observar si existía crecimiento y 

diferenciación de Candidas a través de color.  

 

Prueba del Tubo Germinal 

 

 

Una vez que se observó crecimiento y ya que el CHROMagar solamente es 

capaz de identificar C. albicans (colonias color verde), C. kefyr (colonias color 
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rosa) y C. tropicalis (colonias color azul), según la información ofrecida por el 

fabricante, a las colonias que eran de color verde se les realizó la prueba de 

Tubo Germinal, para diferenciar C. albicans o C. dubliniensis de Candida no 

albicans. Para esto se agregó a un tubo de ensayo 500 µl de suero de 

caballo (provisto en el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana de la 

Universidad de Concepción, Chile) y luego con un Asa curva se agregó una 

colonia del cultivo, se incubó por 2 horas, a 37° C en aerobiosis. Luego con 

una micropipeta se agregaron 30 µl de la suspensión sobre un portaobjeto de 

22.4X76.2 mm, se colocó sobre éste un cubreobjeto de 22x22 mm 

observándose al microscopio con el objetivo de 10X y el de 40X. 

 

Identificación por Sistema API® Candida 

 

 

Se realizó la confirmación de las especies del género Candida mediante el 

sistema de identificación de levaduras API® Candida (BIOMÉRIEUX, Francia) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante (Anexo 3). La lectura de las 

baterías bioquímicas del sistema API se leyeron de acuerdo a las 

indicaciones descritas en el (Anexo 4), al leerse dicha batería se obtiene un 

perfil numérico, el cual para obtener la especie de la levadura se compara 

con los perfiles que se encuentran en el (Anexo 5). 

 

Desarrollo del objetivo 2: Detectar H. pylori intracelular provenientes de 

levaduras de origen bucal de recién nacidos de término. 

 

Detección por microscopía óptica: 

 

Para la realización de este objetivo, se utilizó como control la cepa de 

Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028. 
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Se depositó en un portaobjetos de 22.4X76.2 mm (Sail Brand, China) una 

gota de suero fisiológico al 0.9%, luego con un asa curva, se depositó un 

inóculo de una colonia al azar y se colocó sobre la muestra un cubreobjetos 

de 22x22 mm (Sail Brand, China) y se observó en el microscopio con el 

objetivo de 40X. 

 

Detección por inmunofluorescencia: 

 

 

Este ensayo se realizó utilizando anticuerpos policlonales de conejo, IgG 

anti- H. pylori marcados con FITC (Abcam, EEUU), cuya concentración es de 

5.000 mg/ml, observándose a una longitud de onda de 528 nm. Se utilizó 

como control negativo la cepa ATCC 90028 de C. albicans y como control 

positivo la cepa ATCC 53504 de H. pylori. 

Las muestras y controles se diluyeron en un tubo Eppendorf con 1 ml de PBS 

1X, ajustándolo a una turbidez igual al patrón del tubo número 2 de la escala 

de McFarland. En una placa de 96 pocillos se agregaron 200 µl de muestra 

en su respectivo pocillo y se agregó 1 µl de anticuerpos anti-H. pylori 

marcados con FITC, incubándose por una hora a temperatura ambiente y en 

oscuridad. Terminado el tiempo de incubación, se agregó en un cubreobjetos 

10 µl de la muestra y se observó en el microscopio confocal espectral 

LSM780 NLO, ZEISS que posee el Centro de Microscopía Avanzada (CMA) 

de la Universidad de Concepción, el objetivo utilizado fue Plan 

Apochromatico 63X NA 1.4 más zoom de hasta 2X.  

Las imágenes fueron obtenidas con DIC (imágenes luz transmitida) y 

fluorescencia con excitación láser Ar488 nm e emisión entre 490 - 560 nm 

Las imágenes fluorescentes corresponden a un plano de 2 – 4 µm de 

espesor. El software de adquisición utilizado fue el Zen 2012. 
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Desarrollo del objetivo 3: Genotipificar H. pylori intracelular proveniente 

de levaduras de origen bucal de recién nacidos de término. 

 

Extracción de ADN  

 

 

La extracción ADN se realizó mediante kit UltraClean ® Microbial DNA 

Isolation (M.O BIO, EEUU), realizando pequeñas modificaciones al protocolo 

recomendado por el fabricante: 

 

1. Se agregó a un tubo de colección de 2 ml (provisto en el kit) 1.5 ml de suero 

fisiológico estéril, y se agregó a éste, con un asa en anillo todo el crecimiento 

de las de colonias de levaduras en medio Sabouraud, se centrifugó a 13,400 

rpm por 30 segundos a temperatura ambiente y se descartó el sobrenadante 

y se centrifugó nuevamente a 13,400 x g por 30 segundos y por último se 

retiró completamente el sobrenadante con una pipeta; esto se realizó para 

obtener el pellet de las levaduras. 

 

2. Se resuspendió el pellet con 300 µl de MicroBeads Solution y se mezcló en 

vórtex, luego se transfirió toda la mezcla a los MicroBeads Tube (provistos en 

el kit). La MicroBeads Sotution tiene sales y un buffer el cual estabiliza y 

dispersa homogéneamente las células para su posterior lisis. 

 

3. Se agregó 50 µl de solución MD1 a los MicroBeads Tube. La solución MD1 

contiene SDS y otros agentes requeridos para la lisis celular. El SDS, es un 

detergente aniónico que rompe los ácidos grasos asociados a la membrana 

celular de varios organismos. 
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4. Se colocaron los tubos horizontalmente en el vórtex y se mezclaron a 

velocidad máxima por 10 minutos; en este pasó se combina la lisis mecánica 

y la lisis química. 

5. Una vez terminado el tiempo de mezcla en el vórtex, se centrifugaron a 

13,400 rpm por 30 segundos, al centrifugar los restos de las células se 

quedan en el fondo del tubo, mientras que el ADN permanece en el 

sobrenadante.  

 

6. Se transfirió el sobrenadante a un tubo 2 ml provisto en el kit, y se agregaron 

100 µl de solución MD2 al sobrenadante, cada tubo se mezcló en vórtex por 

5 segundos, y luego se incubaron a 4°C por 5 minutos, una vez terminado el 

tiempo de incubación, se centrifugó a 13,400 rpm por 1 minuto a temperatura 

ambiente; la solución MD2 contiene un reactivo para precipitar material 

inorgánico u orgánico como los restos de las células lisadas y las proteínas, 

es importante la eliminación de estos ya que pueden reducir la pureza del 

ADN. 

 

7. Se transfirió el sobrenadante a un tubo de 2 ml provisto en el kit y se 

agregaron 900 µl de solución MD3 y se mezcló en vórtex por 5 segundos, 

luego se transfirieron 700 µl de ésta a la Spin Filter, la solución MD3 tiene 

una alta concentración de sal que permite que la hebra de ADN gire y se una 

al filtro de membrana de sílica, se centrifugó a 13,400 rpm por 30 segundos a 

temperatura ambiente, se descartó el filtrado y se agregó el resto de la 

solución con MD3, centrifugando nuevamente a 13,400 rpm por 30 segundos 

a temperatura ambiente, se descartó el filtrado. 

 

8. Se agregó a la Spin Filter 300 µl de solución MD4 y se centrifugó a 13,400 

rpm por 30 segundos, y se descartó el filtrado; la solución MD4 es una 

solución de lavado a base de etanol, utilizado para eliminar cualquier residuo 

de sal u otro contaminante del ADN que está unido al filtro de membrana de 
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sílica, además permite que este permanezca adherido a la membrana. Luego 

se centrifugó a 13,400 rpm por 1 minuto para eliminar cualquier residuo de 

solución MD4. 

9. Luego se transfirió la membrana a un tubo nuevo de 2 ml (provisto en el kit) y 

se agregaron 50 µl de solución MD5 en el centro de la membrana, y se 

centrifugó a 13,400 rpm por 30 segundos, la solución MD5 es Tris al 10 mM 

con pH 8 y no contiene ningún tipo de sal, se utiliza para liberar el ADN de la 

membrana, el ADN es liberado porque solo se une a la membrana en 

presencia de sal. 

 

10. Luego se descartó la Spin Filter y se almacenó a – 20° C hasta la realización 

del PCR. 

 

Cuantificación de ADN 

 

 

La concentración del ADN fue determinada mediante el espectrofotómetro 

(TECAN, suiza), se utilizó como blanco la solución MD5. Las concentraciones 

de las muestras variaron en un rango entre 4.85- 31.7 ng/µl. La calidad del 

ADN fue determinada según las relaciones entre las absorbancias de la 

muestra a 260 nm, 280 nm. Las muestras utilizadas mantuvieron relaciones 

260/280 sobre 1.8. 

 

Amplificación de genes 

 

 

La amplificación de los genes ARNr 16S, cagA, dupA, vacAs1a, vacAs1b, 

vacAs2, vacAm1, vacAm2, se realizó utilizando el kit SapphireAmp® Fast 

PCR Master Mix (TAKARA BIO INC, Japón), realizando modificaciones 
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recomendadas por el fabricante; para cada muestra se utilizó 12.5 µl de 

Master Mix, 1 µl de Forward Primer, 1 µl de Reverse Primer, 2 µl de ADN de 

la muestra así como de los controles, y 8.5 µl de agua grado PCR, para 

obtener un total de 25 µl mezcla para la PCR. Las condiciones de la PCR 

fueron: 

a. Temperatura de desnaturalización inicial 94°C/1 minuto. 

b. Temperatura de desnaturalización 98°C/ 5 segundos 

c. Temperatura de hibridación dependió de la requerida por los partidores, los 

cuales se detallan en la tabla 1, por un tiempo de 5 segundos 

d. Extensión 72°C/ 40 segundos. 

Se realizaron 30 ciclos para cada reacción PCR, utilizando el termociclador 

(Eppendorf, EEUU). 

 

Tabla 1 Partidores utilizados en la detección y genotipificación de H. 
pylori intracelular en levaduras 

Gen Región Secuencia Tm 

°C 

pb 

(amplicón) 

Referencia 

ARNr 

16S 

 F- 5’CTC GAG AGA CTA AGC CCT CC 3´ 

R- 5´ATT ACT GAC GCT GAT GTG C 3’ 

53  110 Proyecto Fondef 

D03i1105 

cagA  F- 5´GAT AACAGGCAAGCTTTTGAGG 3´ 

R-5´CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG A3´ 

55  349 Shimoyama T et 

al. 1998
(113)

 

dupA  F- 5´ACAAGG ACG ATT GAG CGA TGG 3´ 

R- 5´TGG CTA GTT TGA GGT CTT AGG 3´ 

61 515 Proyecto Fondef 

D03i1105 

vacA s1a F- 5’ GTCAGC AT CACACCGCAA 3’ 

R- 5’ CTGCTTGAATGCGCCAAA C 3’ 

55 190 Atherton JC et 

al., 1995(54) 

vacA s1b F- 5’ AGCGCCATACCGCAA GAG 3’ 

R- 5’ CTGCTTGAATGCGCCAAA C 3’ 

55 187 Atherton JC et 

al., 1995(53) 

vacA s2 F- 5’ GCTAACACGCCAAAT GAT CC 3’ 

R- 5’CTG CTTGAATGCGCCAAA C 3’ 

55 199 Atherton JC et 

al., 1995(54) 

vacA m1 F- 5’ GGTCAAAATGCGGTCATG G 3’ 

R- 5’ CCA TTG GTA CCT GTA GAA AC 3’ 

50 290  Atherton JC et 

al., 1995(54) 

vacA m2 F- 5’ GGAGCCCCAGGAAACATT G 3’ 

R- 5’ CAT AAC TAG CGCCTTGCA C 3’ 

55 352 Atherton JC et 

al., 1995(54) 
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Electroforesis en Gel de Agarosa 

 

 

Una vez amplificados los genes, se realizó la electroforesis en geles de 

agarosa  (Lonza, EEUU) al 2 %. El gel se preparó agregando 1.6 g de 

agarosa para 80 ml de TAE 1X (80 ml es la capacidad de la base de la 

cámara electroforética que se utilizó para realizar la corrida del gel); una vez 

fundida la agarosa se agregaron 2 µl de REDGEL (Biotium,EEUU), la 

agarosa con REDGEL se agregó a la base de la cámara y una vez que 

solidificó, se agregó en el primer pocillo 1 µl de marcador de corrida de 100 

pb (MAESTROGEN, EEUU) rango 100 pb a 3,000 pb se agregaron 10 µl de 

los productos amplificados en los pocillo, y el gel se corrió a 70 voltios por 2 

horas. Al terminar el gel se visualizó en bajo luz ultravioleta, utilizando el 

transiluminador. 

 

Objetivo 4: Detectar antígenos de H. pylori  en meconio de recién 

nacidos de término. 

 

 

La detección del antígeno en heces, en este caso meconio de recién nacidos 

se realizó utilizando en kit Premier Platinum HpSA® Plus (Meridian 

Bioscience Europe, Italia) siguiendo las recomendaciones del fabricante 

Anexo (6), la reacción se leyó en el espectrofotómetro (TECAN, Suiza); los 

controles utilizados en este ensayo fueron los provistos por el kit. 
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Objetivo 5: Genotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras 

de origen vaginal de las madres de los recién nacidos infectados con la 

bacteria. 

 

 

La muestra de flujo vaginal se tomó introduciendo un hisopo en el fondo del 

saco posterior del cuello del útero y con movimientos rotatorios se extrajo 

mayor cantidad de muestra posible y estas se trasladaron al laboratorio de 

Patogenicidad Bacteriana, en tubos con medio Stuart (Deltalab, España) en 

una caja hermética a temperatura ambiente para su procesamiento. 

 

Para la realización de este estudio se utilizaron las siguientes cepas control:  

1.- Cepa de H. pylori ATCC J99, aislada de un paciente con úlcera duodenal.  

2.- Cepa de H. pylori ATCC 43504 aislada de antro gástrico humano de un 

paciente con cáncer gástrico. 

 

Cada cepa de H. pylori se utilizó como control positivo de acuerdo al gen 

buscado. 

A continuación se muestra la tabla en la cual se observan los genes positivos 

para cada cepa, éstas se sembraron en Agar Columbia (OXOID, Inglaterra), 

suplementado con Dent (OXOID, Inglaterra) de acuerdo a las condiciones 

recomendadas por el fabricante, y sangre de caballo al 5%, incubándose a 

37° C en microaerofìlica (10% CO2) por 5-8 días. 
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Tabla 2 Tabla de genes positivos en el genoma de cepas de referencia 
de H. pylori. 

 

 

 

Luego se procedió a realizar lo mismo detallado en el objetivo número 3, 

pero en este caso, las muestras eran de flujo vaginal de las madres de los 

recién nacidos, aclarando que este parte de la investigaciòn fue trabajada en 

conjunto con la señorita Michelle Sanchez Alonso, pues es parte de la 

investigaciòn desarrollada para su tesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa/gen cagA dupA vacAs1a vacAs1b vacAs2 vacAm1 vacAm2 

ATCC 43504 + - + - - + - 

ATCC J99 + + + + + + + 
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6.- RESULTADOS 

 

Identificación de levaduras de cultivos orales provenientes de recién 

nacidos  de término. 

 

 

 

 

 

Figura 4: Identificación de levaduras de cultivos orales provenientes de 

recién nacidos de término. En la imagen  (A) se observan  levaduras aisladas 

en Agar Sabouraud Dextrosa, en la imagen (B) se observa la  Identificación 

fenotípica de levaduras en CHROMagar. Según el fabricante, las colonias 

que tienen pigmento verde, son levaduras C. albicans y las colonias de color 

morado deben confirmarse ya que podría ser cualquier Candida no albicans, 

En la imagen (C) se observa la identificación en CHROMagar de las cepas 

ATCC de C. albicans  y C. glabrata, en la imagen (D) se observa la Prueba 

del tubo germinal, realizada para confirmar las levaduras de la especie C. 

albicans y en la imagen  (E) se observa la Identificación de levaduras 

Fuente: elaboración propia 
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mediante sistema API Candida, la imagen muestra el resultado del control el 

cual fue la cepa ATCC 90028 perteneciente a C. albicans. 

 

Patrones de lectura de las especies de levaduras de origen bucal 

provenientes de los recién nacidos de término 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: elaboración propia 

Figura 5: Patrones de lectura de las especies de levaduras de origen bucal 
provenientes de neonatos de término, a partir del sistema de identificación API 
Candida. 
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Tabla 3: Identificación de especies de levaduras aisladas de cultivos orales 
de recién nacidos de término 

 

Cultivos orales de recién 
nacidos de término 

Frecuencia Porcentaje (%) 

C. albicans   2 3,8 

C. glabrata   2 3,8 

Negativo     49 92,4 

Total        53 100 

 

 

Como se observa en la tabla Nº  3, el total de muestras de cultivos orales de 

recién nacidos fueron 53, de las cuales la mayoría de las muestras 92,4 % 

(n=49) resultaron negativas para levaduras y de las muestras positivas las 

especies fueron en igual porcentaje para C. albicans 3,8% (n= 2) y para 3,8% 

(n= 2) % C. glabrata. 
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Identificación de inclusiones de levaduras de origen bucal de recién 

nacidos de término. 

 

 

 

Fuente: elaboración propia 

 

Figura 6: Examen en fresco de las muestras de los cultivos obtenidos a partir 

de muestra bucal de recién nacidos de término. En la imagen (A) se observa 

el  examen en fresco de la cepa ATCC 90028 usada como control negativo. 

En la imagen (B) se pueden observar levaduras aisladas de las muestras de 

hisopado oral de los recién nacidos, apreciándose  pequeñas inclusiones 

dentro de las vacuolas de dichos microorganismos. Las muestras se 

observan en un aumento de 400 veces. 
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Identificación de H. pylori intracelulares en levaduras de origen bucal de 

recién nacidos de término mediante Inmunofluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: elaboración propia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Ensayo de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos 

policlonales anti-H. pylori marcados con FITC, en la figura (A) se 

observa la cepa ATCC de C. albicans utilizada como control negativo, 

vista con DIC, la figura (B) muestra el control negativo, donde no se 

observa fluorescencia. En la figura (C) se muestra la cepa J99 de H. 

pylori utilizada como control positivo y en la figura (D) se muestra la 

presencia de H. pylori intracelular en las levaduras aisladas de cavidad 

oral de neonatos de término. 
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Tabla 4: Detección de H. pylori  intracelular en levaduras de origen bucal de 
recién nacidos de término. 

 

16S para H. pylori Frecuencia Porcentaje (%) 

Negativo    52 98,1 

Positivo    1 1,9 

Total       53 100 

 

Como se observa en la tabla N°4, se logró detectar H. pylori intracelular solo 

de una muestra de cultivo oral, correspondiente a la especie de levadura   C. 

glabrata que corresponde a 1,9% (n=1). Detección confirmada por  

inmunofluorescencia. 
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de ARNr 16S de H. pylori en ADN extraído de levaduras aisladas de 

hisopado oral, con un tamaño esperado de 110 pb. Donde el carril M es el 

marcador de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb) el carril C+ 

(control positivo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 43504, el 

carril C- (control negativo) utilizando como control ADN   extraído de la cepa ATCC 

90028 y el carril B que corresponde al blanco, los carriles 1-4 es el ADN de las 

muestras recién nacidos de término.  

 

Detección molecular de H. pylori 

 

 

Amplificación del ARNr 16S  
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Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de amplificación 

del gen cagA de H. pylori en ADN extraído de levaduras aisladas de hisopado oral, con 

un tamaño esperado de 349 pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de 

100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-8 son las muestras obtenidas recién 

nacidos de término en término, el carril C+ (control positivo) utilizando como control 

ADN extraído de la cepa ATCC 43504, el carril C- (control negativo) utilizando como 

control ADN extraído de la cepa ATCC 90028 y el carril B que corresponde al blanco.   

 

Amplificación del gen cagA 
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Amplificación del gen dupA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación del gen dupA de H. pylori en ADN extraído de levaduras 

aisladas de hisopado oral, con un tamaño esperado de 515 pb. Donde el 

carril M es el marcador de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 

3,000 pb), los carriles 1-6 son las muestras obtenidas de recién nacidos de 

término, el carril C+ (control positivo) utilizando como control ADN extraído 

de la cepa ATCC 43504, el carril C- (control negativo) y el carril B que 

corresponde al blanco. Se puede observar que no hubo amplificación del gel 

en ninguna de las muestras. 
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Amplificación del gen vacAs1a  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de la región s1b del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN 

extraído de levaduras aisladas de muestra de hisopado oral término, con un 

tamaño de  amplicón esperado de 187 pb, donde el carril M es el marcador 

de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-6 

son las muestras de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo) 

utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC J99, el carril C- 

(control negativo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 

90028 y el carril B que corresponde al blanco.  No se observó amplificación 

del alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras. 
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Amplificación del gen vacAs1b  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de la región s1b del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN 

extraído de levaduras aisladas de muestra de hisopado oral término, con un 

tamaño de  amplicón esperado de 187 pb, donde el carril M es el marcador 

de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000pb), los carriles 1-6 

son las muestras de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo) 

utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC J99, el carril C- 

(control negativo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 

90028 y el carril B que corresponde al blanco.  No se observó amplificación 

del alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras. 
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Amplificación del gen vacAs2  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de la región s2 del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN 

extraído de muestras de hisopado oral de recién nacidos de término, con un 

tamaño de  amplicón esperado de 199 pb, donde el carril M es el marcador 

de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-6 

son las muestras obtenidas de recién nacidos de  término, el carril C+ 

(control positivo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC J99, 

el carril C- (control negativo) utilizando como control ADN extraído de la cepa 

ATCC 90028 y el carril B que corresponde al blanco. Se puede observar que 

no amplificó ninguna muestra para este gen. No se observó amplificación del 

alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras. 
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Amplificación del gen vacAm1  

 

 

 

 

 

Figura 14:  Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de la región m1 del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN 

extraído de levaduras de hisopado oral, con un tamaño esperado un 

amplicón de 290pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de 

100pb (rango de 100pb a 3,000pb), los carriles 1-6 son las muestras 

obtenidas de recién nacidos de  término, el carril C+ (control positivo) 

utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 43504, el carril C- 

(control negativo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 

90028 y el carril B que corresponde al blanco. 
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Amplificación del gen vacAm2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinación de 

amplificación de la región m2 del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN 

extraído de levaduras aisladas de hisopado oral, con un tamaño esperado un 

amplicón de 352pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de 

100pb (rango de 100pb a 3,000pb), los carriles 1-6 son las muestras 

obtenidas de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo) 

utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC J99, el carril C- 

(control negativo) utilizando como control ADN extraído de la cepa ATCC 

90028 y el carril B que corresponde al blanco.   
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Tabla 5 Genotipificación de la cepa de H. pylori en base a los genes de 
virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR. 

 

 

Como se observa en la tabla N°5, el genotipo de H. pylori encontrada 

intracelularmente en la especie C.glabrata en el cultivo oral del recién nacido, 

en base a los genes de virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-, dupA-

,vacAs1a+, mediante PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra 
ARNr 16S 
positiva 
para H. 
pylori en 
RN 

 
cagA 

 
dupA 

 
vacAs1a 

 
vacAs1b 

 
vacAs2 

 
vacAm1 

 
vacAm2 

 
Genotipo 

RN VMF53 - - + - - - - cagA-,dupA-,vacAs1a+ 
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Kit Premier Platinum HpSA® Plus (Meridian Bioscience Europe, Italia)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 16: Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzima (ELISA) para la 

detección de antígeno de H. pylori en meconio de recién nacido de término, 

el pocillo color amarillo corresponde al control positivo, el control negativo se 

observa transparente y los pocillos del 1-10 corresponden a las muestras de 

meconio de recién nacidos. Los controles utilizados en la técnica 

corresponden  a los ofrecidos por el fabricante del kit.  
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Tabla 6: Identificación de recién nacidos infectados con H. pylori intracelular 
en levaduras y en meconio a través de antígenos en estas heces 

 

Variable  Frecuencia Porcentaje (%) 

Antígeno de H. pylori   

 Negativo 53 100 

ARNr 16S de H. pylori   

 Negativo    52 98,1 

 Positivo    1 1,9 

Total       53 100 

 

Como se observa en la tabla N° 6, el número de recién nacidos infectados 

con H. pylori intracelular en la especie C. glabrata corresponde al 1,9% (n=1) 

neonato, mientras que no hubo ninguna muestra positiva para antígeno de la 

bacteria en meconio. 
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Tabla 7: Relación entre especies de levaduras encontradas en los cultivos 
orales de los recién nacidos y tipo de parto. 

 

 
Tipo de parto 

 
Cesárea Vaginal 

Cultivo oral n % N % 

C. albicans   0 0 2 100 

C. glabrata   1 50 1 50 

Negativo     12 24,5 37 75,5 

Total        13 24,5 40 75,5 

 

Como puede observarse en la tabla N° 7, no hubo ningún cultivo positivo 

para Candida albicans en los neonatos que nacieron a través de vía cesárea 

y solo dos cultivos positivos en los neonatos que nacieron vía parto vaginal. 

En el caso de cultivo positivo para Candida glabrata hubo un cultivo positivo 

para un neonato que nació vía vaginal y otro cultivo positivo para otro 

neonato nacido vía cesárea.  

Esto nos sugiere que puede haber mayor transmisión de levaduras desde la 

madre al neonato a través del paso del feto por el canal del parto y no así en 

los neonatos que nacen por vía alta. 
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Tabla 8 Genotipificación de cepas de H. pylori en base a los genes de 
virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR, de la madre del 
recién nacido positivo para H. pylori. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en la tabla N°8, el genotipo de  la cepa H. pylori 

encontrada intracelularmente en la especie C.glabrata de la muestra 

identificada como VMF53 (subrayada en rojo) obtenida de flujo vaginal de la 

madre del recién nacido positivo, cuando esta estaba embarazada de 

término, en base a los genes de virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-, 

dupA-, vacAs1A+, mediante el método de PCR. 
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7.- DISCUSION  
 

Hasta el momento las vías de transmisión más aceptadas de H. pylori  son 

oral-oral y  la vía fecal-oral, pudiendo llegar a infectar al ser humano por falta 

de medidas de higiene. (71)   Sin embargo se establece que la  infección por H. 

pylori ocurre a temprana edad en los países en desarrollo, presentando las 

más altas tasas de infección antes de los 10 años de edad (114), lo que hace 

aconsejable que las estrategias de prevención, diagnóstico y tratamiento de 

la infección estén dirigidas a los niños (114), sin  tener  certeza aún si los RN 

pudieran en el momento del parto adquirir la infección desde sus madres; es 

decir a través de transmisión vertical.  

 

En este estudio se determinó que sí existió  transmisión vertical de H. pylori a 

través del análisis de muestras de hisopado oral, muestras de meconio de 

RN(s) y muestras de flujo vaginal de las madres de estos neonatos cuando 

estaban en el término de su embarazo; a través de una relación 

endosimbiòtica de H. pylori  con  Candida sp. Estudio semejante al realizado 

por  Siavoshi et al., (2005) (85)  

 

Según una revisión bibliográfica  publicada recientemente por Cararach Tur y 

cols. (2013),  hasta un 28% de las gestantes puede mostrar Candida sp., en 

el flujo vaginal. (117) Entre el 75-90% de las VVC son producidas por C. 

albicans. El resto de levaduras son las llamadas especies no-albicans, entre 

las que destaca Candida glabrata (116). Este dato está en concordancia con 

los resultados de este estudio; ya que,  las especies de levaduras encontrada 

en la muestra de flujo vaginal de las madres de los recién nacidos cuando 

estas estaban en el tercer trimestre de embarazo fueron C. albicans y C. 

glabrata, (en primer y segundo orden respetivamente), especies que  

también se encontraron en las muestra de hisopado oral de los recién 

nacidos. 
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Este hecho supone que en el momento del parto, los recién nacidos se 

colonizan con las levaduras presentes en el flujo vaginal de la parturienta; sin 

embargo hay estudios que explican que la colonización de los neonatos 

también puede ocurrir por fuentes no vaginales. (84) Pero en el caso de este 

estudio las muestras de hisopado oral se tomaron antes del alta de la 

maternidad; o sea antes de los tres días de vida, lo que disminuye las 

posibilidades de colonización por otra fuente no vaginal. 

 

El tipo de parto también es otro factor que juega un papel importante en la 

transmisión vertical de levaduras. En este estudio hubo dos neonatos que 

demostraron tener cultivo positivo para C. albicans en las muestras de 

hisopado oral que nacieron a través de parto vaginal y dos neonatos que 

demostraron tener  cultivo positivo para C. glabrata, uno que nació por 

cesárea y otro que nació por  vía vaginal, quien era el neonato positivo para  

H. pylori de forma intracelular en C. glabrata.  Resultados semejantes a los 

encontrados en el estudio de Siavoshi et al.,(2005)(84) Esto podría sugerir una 

relación, ya que la transmisión vertical ocurre principalmente en aquellos 

RN(s) que nacen por vía vaginal. 

 

Dentro de las limitantes de este estudio se señalan que 43 embarazadas con 

consentimiento  informado firmado al momento de tomarles  las muestras a 

sus recién nacidos, no quisieron  continuar en el estudio, aludiendo  que no 

querían someter a su hijo/hija  a los procedimientos para la adquisición de las 

muestras, a pesar  de la inocuidad de éstas. Por otro lado, dos madres se 

fueron antes del alta establecida y cuatro neonatos quedaron hospitalizados, 

por lo que  finalmente  fueron  53 RN(s) los que participaron en el estudio de 

los 102 de la muestra reclutada al principio.  

 

En este estudio solo uno de los 53 RN(s) resulto positivo para H. pylori 

intracelularmente en la vacuola de la C. glabrata; este hecho se podría 
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explicar por qué las muestras de hisopado oral  fueron tomadas en los RN(s) 

antes de ser dados de alta, es decir, a los dos días en el caso de nacimiento 

por parto vaginal y a los tres días de vida en el caso de nacimiento por 

cesárea; entonces se podría pensar que  las  levaduras aún  no se 

encontrarían  colonizando toda la boca de los RN(s), dificultando la obtención 

adecuada de la muestra. Por otro lado, los métodos que se utilizaron para 

realizar la identificación de las levaduras fueron escasos; esto se debió  a 

que en general estos métodos son engorrosos, caros y dependen de la 

habilidad del operador, como se menciona en el estudio de Cararach Tur y 

cols. (2013)(117), donde determinaron la asociación de las levaduras 

encontradas en la vagina de embarazadas en el tercer trimestre y las 

encontradas en muestras de hisopado oral de RN, argumentando que habían 

técnicas microbiológicas que detectaban C. albicans como CHROMagar 

Candida, pero al usar PCR en tiempo real aparecían otras levaduras no 

detectadas con la técnica anterior. 

 

El diagnóstico de la infección por H. pylori ha probado ser más difícil en niños 

que en adultos. Estudios científicos como los liderados por el O’Ryan et al., 

(2013) (118) han descrito la existencia de pocos estudios que validan la 

efectividad de los distintos métodos no invasivos para establecer el 

diagnóstico de la infección en niños. Por lo tanto, es necesaria la búsqueda 

de métodos diagnósticos no invasivos que sean indoloros, seguros, de bajo 

costo y de fácil uso en población pediátrica, tanto con fines epidemiológicos 

como clínicos. De este modo, uno de los objetivos de este estudio fue 

detectar antígenos de H. pylori  en meconio (HpSA) de RN de término. Este 

método, comparado con la búsqueda de antígenos de H. pylori por serología, 

no es invasivo, corresponde a una toma de muestra indolora, fácil de obtener 

y con un buen rendimiento (sensibilidad 94% y especificidad 97%). 

En este estudio ninguno de los 53  RN resultó positivo en la búsqueda de 

antígenos de H. pylori en meconio,  lo cual se correlaciona con lo descrito en 
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el estudio chileno de O’Ryan et al. , (2013) (118) en el cual solo una de 102 

muestras de deposición tomada a los 3 meses de vida resultó positiva. En 

dicho estudio se evaluó la infección por H. pylori de forma persistente o 

transitoria, en una cohorte de niños con seguimiento hasta los 5 años de 

vida, además de evaluar la dinámica de infección en ese grupo etario. El 

hecho de no encontrar RN detectados en nuestro grupo puede deberse al 

tiempo en que se tomó la muestra, que era a los tres días de nacido y a la 

poca cantidad de muestra recolectada. 

 

Si bien la infección por H. pylori se adquiere tempranamente en la infancia, 

existe escasa información acerca del rol de la lactancia materna y la 

adquisición de la bacteria en la etapa neonatal/lactante. En nuestro estudio 

todos los RN tuvieron apego precoz y lactancia materna exclusiva hasta el 

momento del alta de la maternidad. 

 

Se realizó la genotipificación de la cepa de H. pylori en base a los genes de 

virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR, tanto para la 

madre como para el RN, obteniendo perfiles genéticos concordante entre 

ambas cepas; por lo tanto,  se sospecha que  hubo transmisión vertical de H. 

pylori ya que C. glabrata, la levadura encontrada tanto en la madre como en 

el RN eran fenotípicamente iguales, además el perfil genotípico de ambas 

cepas H. pylori, encontradas intracelularmente en C. glabrata eran 

concordantes. Sin embargo, es necesario secuenciar el genoma completo de 

ambos cepas  H. pylori encontrados para afirmar que hubo transmisión 

vertical. 

 

Conocer si existe transmisión vertical desde el momento del nacimiento, con 

una muestra más amplia, incluyendo otras técnicas diagnósticas, y  teniendo 

en cuenta las limitantes de este estudio, sería la meta para un próximo 

estudio. 
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8.- CONCLUSIONES Y PROYECCIONES 

 

H. pylori fue detectado intracelularmente en las vacuolas de  C. galabrata por 

inmunofluorescencia, ensayo  que se realizó utilizando anticuerpos 

policlonales de conejo IgG anti- H. pylori marcados con FITC, confirmándose 

por la presencia de genes específicos  para H. pylori; esto en una muestra de 

hisopado oral de RN de término y una muestra de flujo vaginal de la madre 

de este RN, cuando estaba en el tercer trimestre de embarazo. 

 

El genotipo de H. pylori encontrada intracelularmente en la especie C. 

galabrata en el cultivo oral del recién nacido, en base a los genes de 

virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-, dupA-, vacAs1a+, determinado 

mediante PCR y este mismo resultado cagA-, dupA-, vacAs1a+, se encontró 

para H. pylori encontrada en la levadura C. glabrata en el flujo vaginal de la 

madre del RN en cuestión. 

 

Lo anterior sugiere que existió transmisión vertical a través del paso del canal 

del parto del feto, pero se necesitaría secuenciar el genoma completo de 

ambas cepas de H. pylori encontradas  para reafirmar la hipótesis de este 

estudio. 

 

Sera necesario realizar un seguimiento a estos RN para detectar en que 

momento de sus vidas se infectan con H. pylori y utilizar otras técnicas 

microbiológicas como PCR en tiempo real para la detección de levaduras en 

muestras de hisopado oral, así como aumentar la cantidad de meconio en las 

muestras y seguramente realizar antígeno en deposiciones en muestras de 

heces posteriores al meconio de los neonatos.    
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10.- ANEXOS  

 

Anexo I: “Aprobación del estudio por el Comité de Ética del Servicio de 

Salud Concepción”. 
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Anexo II: Consentimiento Informado. 
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Anexo III: Recomendaciones del fabricante para sistema API Candida. 
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Anexo IV: Lectura de Sistema API. 
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Anexo V: Lista de perfiles numéricos para la identificación de especies 

de   Candida. 
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Anexo VI: Procedimiento de detección de antígeno de H. pylori en 

meconio  de recién nacidos de término. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


