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RESUMEN

Titulo del trabajo de investigacion: ™ Susceptibilidad in vitro de Helicobacter pyloriy
eficacia terapéutica del esquema de tratamiento triple en pacientes con gastritis cronica

procedentes de zona de bajo riesgo a cancer gastrico™.

Introduccion: La infeccion por H. pylori prevalece en mas de la mitad de la poblacion
mundial. En Colombia existen zonas de alta prevalencia de la infeccion como Tumaco
(90%); En zonas con alta prevalencia de la infeccidon, es prioritario evaluar la
susceptibilidad actual in-vitro de H. pylori a los antimicrobianos usados en los protocolos
de erradicacion, con el fin de no solo resolver la infeccion, sino de prevenir diferentes

lesiones precursoras de cancer asociadas a su persistencia.

Palabras clave: Lastritis, H. pylori, amoxicilina, claritromicina, eficacia, Maastricht.

Objetivos: A partir de biopsias gastricas de pacientes con gastritis cronica provenientes
de zona de bajo riesgo a cancer gastrico (Tumaco) se les logré: determinar la respuesta
antimicrobiana de Helicobacter pylori aislado a partir de biopsias gastricas y evaluar la
eficacia terapéutica del esquema triple Omeprazol, claritromicina y amoxiclina sugerido
por Maastricht 2006. Metodologia: Se determind la prevalencia de la infeccion y la
susceptibilidad antibiética a partir de 203 pacientes con gastritis cronica procedentes de
Tumaco, a quienes se les tomé mediante endoscopia digestiva superior 7 biopsias
géastricas, las cuales fueron analizadas mediante pruebas histopatolégicas (escala
Dixon), microbiolégicas (aislamiento por cultivo en agar sangre suplementado con
antibioticos) y de resistencia de H. pylori a los antimicrobianos amoxicilina y
claritromicina mediante el método de dilucion en agar. La erradicacion de la infeccion se
evalué mediante la prueba en aliento UBT con [**C]-Urea, por espectroscopia de luz
infrarroja  (Iris-doc), después de haber suministrado el tratamiento triple
(Omeprazole+Cla+tAmx por 14 dias) a los pacientes que resultaron mediante
histopatologia positivos para H. pylori. Resultados: el promedio de edad fué 40.43 afos;

70.94% fueron mujeres. La prevalencia de la infeccion mediante histopatologia (Escala
11



Dixon) fué del 88.7% (cuerpo 98.3%, antro curvatura menor 94.4% y curvatura mayor
92.2%), por microbiologia (Cultivo en agar Columbia) del 84.7% (48.51%,43.35% y
53.26%: antro, curvatura menor; antro curvatura mayor y cuerpo respectivamente); entre
ambos métodos fué del 94%. La prevalencia de resistencia de H. pylori a los
antimicrobianos (dilucién en agar) amoxicilina y claritromicina y a ambos antibiéticos fué
21.2%, 21.2 y 12.3 respectivamente. El éxito del esquema triple (Omeprazole+Cla+Amx
por 14 dias) recomendado por el Consenso Maastricht 11l del 2006 fue del 79.8%. Estos
resultados verifican que en esta poblacion existe alta prevalencia de la infeccion por H.
pylori, y alta prevalencia de resistencia a claritromicina y amoxicilina. También se
encontraron cepas multirresistentes a ambos antibidticos. Este trabajo contradice
estudios preliminares en el mundo que aseguran que la resistencia in vitro claritromicina

mayor del 18% predice el fracaso terapéutico.
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INTRODUCCION

La infeccién por H. pylori afecta a mas de la mitad de la poblacién mundial. H. pylori es
considerado como uno de los patdbgenos mas importante del ser humano (Lopez-Brea
2001). La ruta de transmision es generalmente gastro-oral y fecal-oral, aunque
posiblemente la bacteria puede también transmitirse a través de la exposicion a comida
0 agua contaminada. La infeccion se adquiere usualmente durante la nifiez y puede
persistir durante toda la vida si no es erradicada. La mayoria de las infecciones (80%)
transcurren como asintomaticas, mientras que entre 10-15% de los pacientes persiste,
causando enfermedades géastricas, como gastritis atrofica, ulcera péptica, lesiones pre
neoplasicas y neoplasicas como el adenocarcinoma gastrico®> 6 linfoma asociado al

tejido linfatico de mucosa gastrica (MALT).

El cancer gastrico es multifactorial, estad asociado a alteraciones celulares vy
microambientales de la mucosa gastrica, como resultado de la persistencia de procesos
inflamatorios y dafios mutagénicos de la mucosa gastrica causados principalmente por
proteinas citotoxicas propias de H. pylori virulentos®, ademas de predisposicién
genética del hospedero*®, disminucién de las funciones antioxidantes de la mucosa®
pérdida del tejido glandular progresivo, aumento de la proliferacién celular, que de
manera crénica pueden ocasionar lesiones preneoplasicas progresivas®. Una de las
estrategias actuales para combatir la infeccion es administrar tratamiento de
erradicacion segun los protocolos de Maastricht Ill, debido a que modifica el curso
natural de la enfermedad ulcerosa, lesiones pre neoplasicas y neoplasicas
(Malfertheiner et al 2007)°.

De acuerdo, a las recomendaciones del Il Consenso de Maastricht de 2006%°, el
tratamiento de primera linea consta de una triple terapia basada en un inhibidor de la
bomba de protones (IBP) con los antibiéticos claritromicina y metronidazol siempre que
la prevalencia de la resistencia a metronidazol sea menor del 40%, caso contrario,
sustituir metronidazol por amoxicilina si la prevalencia de resistencia a claritromicina no
supera el rango de 15-20%. Estos esquemas han logrado tasas de erradicacién hasta
un 97% y 88% respectivamente, sin embargo los niveles de resistencia al metronidazol
13



(20-95%, segun el pais de origen, obligan implementar otras opciones como amoxicilina
o tetraciclina. Este consenso recomienda suministrar los anteriores tratamientos por 14
dias segun la siguiente posologia: claritromicilina 500mg 2 veces/dia (2v/d),

metronidazol 500mg 2 v/d, amoxicilina 1000mg 2 v/d y omeprazol 20mg 2 v/d®.

Los esquemas de tratamiento mas recomendados incluyen inhibidores de bomba de
protones y dos antimicrobianos (Omeprazole+Cla+Amx), 6 sales de bismuto con

amoxicilina y metronidazol (Amx y Mtz).

En una poblacién con alta prevalencia de la infeccion por H. pylori, es prioritario evaluar
la susceptibilidad in-vitro de la bacteria a los antimicrobianos para determinar los
patrones de resistencia Yy resolver la infeccion. En Colombia existen zonas de alta
prevalencia de la infeccion como Tumaco (90%); donde se desarrollan actualmente
diferentes trabajos de investigacion, con el fin de erradicar esta bacteria, no solo para
resolver la infeccién, sino para prevenir diferentes lesiones pre neoplasicas y
neoplasicas asociadas a su persistencia. Este trabajo de investigacion permitio
confirmar en la poblacion de Tumaco, la alta prevalencia de infeccion por H. pylori,
evaluar la resistencia a amoxicilina y claritromicina, y ademas detectar la eficacia
terapéutica del esquema triple (Omeprazole+Cla+Amx) recomendado por el udltimo
Consenso Maastricht 11l del 2006 (OCA). Ademas permiti6 comprobar que la resistencia
in vitro a Amx y Cla no predice el fracaso terapéutico del tratamiento triple OCA en la

poblacién de Tumaco.
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3. MARCO TEORICO

3.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA INFECCION POR H pylori

La infeccion por H. pylori es de distribucion mundial; afecta a mas del 50% de la
humanidad®; se adquiere durante la infancia, y prevalece por toda la vida si no es
erradicada, es mas frecuente en paises en desarrollo, con condiciones deficientes de
sanidad, en donde prevalece entre el 70 - 80 % en infantes, mientras que en adultos
prevalence entre 80 - 90%; en contraste con paises desarrollados donde la prevalencia
varia entre 0.5 % a 1 % en infantes y en adultos entre 20 - 50%; es la principal causa de
gastritis cronica, Ulceras gastroduodenales® y esta asociada al desarrollo de céancer
gastrico; ya que incrementa entre 2 a 6 veces el riesgo a desarrollar cAncer gastrico y

3,4

linfoma tipo MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) Esta infeccion esta

asociada al estado final del adenocarcinoma gastrico tipo intestinal especialmente

cuando la infeccién se adquiere en la nifiez * ° ©

(Dowsett 1999). En los paises
desarrollados la prevalencia de Ulcera duodenal supera 90 %, y de la Ulcera gastrica es
del 80 %'®. Esta prevalencia disminuye mucho post erradicacion del H. pylori **°. Esta
asociacion entre la infeccion y las lesiones precursoras de cancer y cancer gastrico,
permiti6 que en 1994 la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Céancer

(IARC) *? y la OMS clasificaran al H. pylori como carcinégeno tipo I.
3.1.1 Prevalencia de H. pylori en el Mundo

América latina alcanza una media del 60% en poblacién sintoméatica de infeccién por H

pylori, con variacién entre 30 y 90%> ' °.

Los factores de riesgo pueden variar no solo en paises sino entre poblaciones; el factor
de riesgo de vivir en estrato socioeconomico bajo, ha facilitado disefar estudios
epidemioldgicos para determinar prevalencias principalmente y diferenciar el nivel de

desarrollo no solo de cada pais, sino de continentes *%°. Se estima una prevalencia en
15
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nifios a nivel mundial del 30 %, con cifras de seroconversion de 24 % entre los 3y 5
afios, y del 45 % entre los 16 a 20 afios *> *® *”.En menor escala influyen, la edad, etnia
y el género. En EEUU las diferencias entre poblaciones es mayor, se observa que en
blancos la prevalencia de la infeccion es < 10 %, en caucasicos, africanos, indigenas
autoctonos y latinos es del 50 %, principalmente en ancianos. En inmigrantes la

prevalencia de la infeccion sobre pasa el 60 % (Pajares et a.2007) 12

Es evidente que entre multiples estudios de sero-prevalencia realizados en el mundo,
México reporta un incremento progresivo de la prevalencia de la infeccion, partiendo en
menores de un afo con 20%, cifra que asciende 5% progresivamente hasta los 10 afios
de edad, hasta alcanzar un 80 % entre 18 a 20 afios de edad (Torres et al. 1998)".
Otros estudios reportan cifras controversiales sobre la prevalencia de H. pylori en
infantes. Varia entre 8.9 % a 72.8% en paises desarrollados y en desarrollo

respectivamente 2%

(Queiroz et al, 2001). Como lo registran Espafia y Austria (15.8% y
28,3%)*®; en contraste con paises latinoamericanos como México, Brasil, Ecuador,
Cuba (47.6%, 48.8%, 63.3% 67.7%)'"'°, Colombia (36.7%), y en el Medio Oriente
Israel, Turquia e Iran (49.7%, 57% y 82%). Estudios de prevalencia en preadolescentes
entre 11 y 14 afos, registra hasta un 40.6 % , en adolescentes entre 15 a 17 afios de
48.6 %, y en adultos jovenes del 59.8 % entre 18 a 24 afios de edad; Otro estudio
hecho en infantes de Puebla, México, de diferentes estratos socioecondmicos reporta
prevalencia de H. pylori de 24.46 % , 18.08% y 2.12% en los niflos de estrato bajos,
medio y alto respectivamente, indicando que en la sero-prevalencia influye la edad y el

estrato socioecondémico & 192021

3.1.2. Prevalencia de la infeccién por H. pylori en Colombia.

Segun Bravo et al,.2003, la prevalencia de la infeccion por H. pylori es muy alta en todo

el pais, principalmente en ciudades como Pasto, Tuquerres, Tumaco, Bogota, Tunja y

Manizales (99.1% y 85.5%).Tabla No.1. En general es evidente que en los grupos con

bajo nivel socioecondmico y en los paises "en desarrollo” la prevalencia global aumenta

hasta 80%. En el caso de Colombia, existen reportes altos de seroprevalencia (96.3%),
16
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principalmente desde la juventud (96%), en el grupo de 18-24 afos. La seroprevalencia
es mayor a medida que se aumenta de edad, lo cual indica un alto indice y riesgo de
adquirir la infeccidon por H. pylori durante la edad temprana en todas las regiones

geogréficas de Colombia, sin depender de la variedad étnica.?* %24

aunque en ciertas
poblaciones de un mismo pais existan variaciones significativas, debidas por diferencias
étnicas y nivel socioeconémico, en especial durante la infancia ?* #* %°. Es evidente que
en zonas de alta mortalidad por cancer gastrico, la seroconversion o infeccién es mas
temprana, indicando que en Colombia existe un gran riesgo ecoldgico para adquirir
tempranamente la infeccién por H. pylori. En nuestro Pais, en general las poblaciones
montafiosas, las tasas de cancer gastrico son altas, en contraste con la costa pacifica y
atlantica donde la prevalencia de ésta neoplasia es muy baja; de manera similar en el
departamento de Narifio, se documenta prevalencia de la infeccion por H. pylori hasta
del 90%, tanto en Tuquerres (con altitud >2800 mts s.n.m), como en Tumaco localizado
en la costa pacifica. La incidencia de cancer gastrico para poblaciones de las altitudes
de Narifio es de 150 por 100.000 habitantes?, en contraste con la incidencia de 2.6 por
100.000 para personas que viven en Cartagena® (tabla No 2). En un estudio de casos y
controles en Narifio reporta un riesgo relativo de cancer gastrico de 2.1 para sujetos que
viven por encima de los 2.000 m sobre el nivel del mar, comparado 0.47 para sujetos
qgue viven entre 1000 y 2000 mts. Bravo y cols 2003 identifican al departamento de
Nariio como una de las regiones colombianas con mayor prevalencia de cancer

gastrico®.
3.2 MICROBIOLOGIA DE Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria que pertenece a la superfamilia VI rARN ?° Gram negativa,
curva, espiriforme, de bordes redondeados, mavil, no fermentadora, no oxidante,
catalasa y oxidasa positivas, caracterizada por hidrolizar rapidamente la urea mediante
la enzima ureasa®’. Posee un tamafio entre 0.5 a 1 pm de ancho y 2.5 a 4 pm de largo,
con 4- 8 flagelos polares de 30 a 25 nm, cubiertos por una vaina con estructura lipidica
similar a la de la membrana externa, que los protege de la degradacion o
despolimerizacion del acido gastrico. Estos se insertan en el cuerpo bacteriano
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mediante un disco de 90 nm. En su genoma existen cuarenta proteinas implicadas en la
regulacién, secrecion y ensamblaje de la arquitectura flagelar®® (Suerbaum et al, 1995).
Como Gram negativo posee una membrana interna o plasmatica y otra externa; su
composicién interna se caracteriza por un complejo constituido por proteinas, elementos
fibrilares nucleares y ribosomas, que se entremezclan entre si, pudiendo mostrar en
ocasiones bacteriéfagos®. Su membrana externa est4 compuesta por peptidoglicanos y
lipopolisacéaridos (LPS), (antigeno O) con baja actividad inmunogénica. Ademas posee
un sistema de secrecion tipo IV, conformado por proteinas Vir B, que permiten inyectar

material génico y proteico a las células hospederas®.

Figura No. 1. Composicién de la Superfamilia VI ARNr (Vandamme et a. 1991)

Superfamilia VI rARN

Campyvlebacteriaceae

Campylobacter Arcobacter  Helicobacter Wolinella

H. pylori puede presentar tres formas, una forma espiral, una curva y otra cocoide;
todas pueden encontrarse en el estbmago y duodeno; generalmente la forma espiral,
en S simple o doble, se observa en biopsias gastricas. La forma curva y menos
flagelada se observa generalmente en cultivos® las formas cocoides no se adhieren al
epitelio, no induce la formacion de citoquinas y generalmente son formas de resistencia
capaz de soportar las condiciones adversas del medio ambiente®! , metabédlicamente
activas pero inviables para ser cultivadas de nuevo in vitro ** en condiciones adversas
como anaerobiosis bajas, temperaturas altas o incubacion prolongada. H. pylori posee
una capacidad limitada de biosintesis, por lo tanto usa mdultiples sistemas de transporte
como fuente de iones y aminoacidos esenciales para subsistir; segun Kelly et al, 2001,
utiliza lactoferrina como fuente de hierro, la hidrélisis de ATP para sus sistemas
primarios de transporte, y transporte i6nico o secundario para transportar diferentes
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solutos (aminoéacidos, fumaratos, malato y oxoglutarato); H. pylori utiliza sélo la glucosa
como sustrato de hidratos de carbono y de fosforilacion. Ademas obtiene energia a
partir de la degradacion de la serina, alanina, aspartico y prolina y de la glicolisis-
gluconeogénesis, para poder sintetizar peptidoglicano, fosfolipidos, aminoacidos
esenciales, acidos grasos y cofactores derivados del acetil-CoA o de los intermediarios
de la ruta de la glicolisis. Como fuente de nitrogeno H. pylori usa vias de sintesis y
degradacion de purinas y pirimidinas incluyendo urea, amonio, alanina, serina y
glutamina. La asimilacion del amonio se produce por la via del enzima glutamato
sintetasa. Los aminoacidos basicos - Arginina y lisina- estan doblemente presentes en
H. pylori con respecto a H. influenzae y a E. coli, permitiendo su facil adaptacién al
medio gastrico acido y a la capacidad de generar un potencial positivo
intracitoplasmatico. También contribuye de manera importante a la sobrevivencia de H.
pylori en la acidez gastrica la presencia de la enzima ureasa, un factor de virulencia que
permite alcalinizar el microambiente al hidrolizar la urea en amonio y carbonato,
iniciando dafio tisular gastrico, donde el incremento del ion OH-, activacion del islote de

patogenicidad PAI*

induccion de secrecion de IL-8 ( Activacion del gen picB, por las
células epiteliales gastricas, el estallido respiratorio de los neutrofilos, su movilidad y
persistencia en la mucosa gastrica, contribuyen a la colonizacién de H. pylori **. Los
factores de virulencia estan presente en el 60% de las cepas colonizantes de H. pylori y
aproximadamente el 40% presentan plasmidos (entre 1,5 a 23,3 kb) que no contienen

factores de virulencia conocidos®®.

H. pylori crece lentamente en medio de agar con sangre de cordero al 8-10%, en
ambiente microaerofilico (5-6 % de O,, 8-10% CO,, 80-85% de N,), con hidrégeno y
como fuente de energia usa la metanogénesis. Crece en medios de cultivo selectivos y
enriquecidos con nutrientes como (Campy Bap, medio para cultivo de Brucella, de
Skirrow, entre otros), como: Peptona, triptona, extractos de levadura, glucosa, cloruro de
sodio, bisulfito de sodio, sangre de cordero o caballo y/o suero fetal bovino, a un pH
entre 6.6 a 8.4 y a temperaturas entre 33 a 40.5 °C. Para su crecimiento requiere por lo
menos seis dias de incubacion, Sus colonias son pequefas, transparentes y brillantes,
similares a las colonias de Campylobacter; se identifica mediante pruebas de catalasa,

coloracién de Gram, citocromoxidasa, reaccion de ureasa rapida que desdobla urea en
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pocos minutos. Esta prueba es definitiva, ya que no existe otro aislamiento bacteriano

de la mucosa gastrica, similar al H. pylori productor de ureasa®’.

El tamafio del genoma de H. pylori varia entre 1.6 a 1.73 Mb, como se observa en la
cepa toxigénica de H. pylori 26695 (vacA +) que posee un genoma circular de 1.667.867
pares de bases y 1.590 genes (Cada uno con 945 pb). Posee un contenido promedio de
39% de G+C, y generalmente presenta gran diversidad en los genes que codifican a las
proteinas de ureasa, flagelina, CagA y VacA® y adhesinas como BabA, SabA, AlpA,
AlpB, Hopo, HpA para colonizar la mucosa gastrica, e iniciar sefializacion intracelular,
induciendo infiltrado de neutréfilos y monocitos®’ y la secrecién de Interluquina 8 IL-8.
Ademas activa transcriptos como ap-1, la cascada de cinasas y la expresion de proto-
oncogenes: La OipA favorece la adherencia e inflamacion local estimulando la secrecion
de IL-8.

3.2.1 Caracteristicas bioquimicas de H. pylori:
Entre las principales enzimas que permiten identificar a H. pylori se identifican:
3.2.1.2. Ureasa®":

Es una enzima que tiene la capacidad de hidrolizar la Grea produciendo amonio y
carbonato, el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y acido
carbonico para alcalinizar el microambiente bacteriano. Este mecanismo bioquimico
permite que H. pylori colonice la mucosa gastrica, al sobrevivir al medio adverso del
acido gastrico. Esta enzima se localiza en el citosol y en la membrana del H. pylori,
representando alrededor de un 5% del total de las proteinas celulares de la bacteria.

Ademas activa fuertemente la fagocitosis por los mononucleares®.
3.2.1.2 Catalasa:

Es una enzima que descompone el peroxido de hidrégeno y la convierte en agua
liberando oxigeno. Esta enzima juega un rol importante en la resistencia bacteriana a la

fagocitosis de los polimorfonucleares.

Existen otras enzimas implicada en patogénesis detalladas mas adelante, como Super

Oxido Dismutasa SOD que inhibe la fagocitosis, las fosfolipasas A y C, mucinasas y
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adhesinas que contribuyen a la colonizacion por H. pylori en la el antro 6 cuerpo

géastricos™.

3.3. PATOGENESIS DE LA INFECCION POR H. pylori Y FACTORES DE
VIRULENCIA

Los estudios sobre H. pylori realizados por Marshall y Warren se remontan al afio 1982,
cuando se aislé con éxito H. pylori a partir de mucosa gastrica obtenida de pacientes
con gastritis. Estos autores observaron que unas bacterias helicoidales colonizaban la
parte inferior del estémago (el antro pilorico) en el 50% de los pacientes y que la
inflamacion estaba siempre asociada a la presencia de H. pylori, proponiendo en efecto,
que esta bacteria estaba implicada en la patogenia de esta enfermedad*. Es desde
entonces que esta infeccion ha sido estudiada por multiples investigadores; permitiendo
establecer su forma de trasmision, diagnostico, tratamiento y avances moleculares que

ha logrado conocer mas sus mecanismos etiopatogénico.
3.3.1. Transmision de la infeccién por H. pylori.

La via de transmision de la infeccién por H. pylori es muy controversial. Usualmente se

adquiere durante la nifiez y puede persistir durante toda la vida en el hospedero.

El riesgo de infeccion aumenta con la edad y el hacinamiento. La via de transmision

mas aceptada es la fecal-oral, ademas de la oral-oral y gastro-oral*?

3.3.1.1. Fecal-oral: El consumo de aguas contaminadas con heces como fuente
de contagio de H. pylori, es muy controversial, aunque estudios con técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, concluyan que H. pylori es mas resistente
al cloro que las bacterias coliformes comunes, y permanece viable en el agua por
varios dias, o en formas viables no cultivables, favorece su transmision**. Esta
forma de transmision es sugerida principalmente en nifios, quienes tienen con

mayor frecuencia contacto con heces*.
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3.3.1.2. Oral- oral: A través de la placa dental La transmisién de H. pylori, es adn
controversial, debido a que higienistas orales y odontélogos quienes posee el

riesgo ocupacional, no muestran mayores indices de infeccion*.

3.3.1.3 Gastro-oral: El aislamiento del H. pylori en jugo gastrico y vomitos de
personas infectadas, confirman esta fuente de transmision. La transmision
iatrogénica a través de sondas oro gastricas, endoscopias y accesorios, son poco

comunes™®.

No hay posibilidad de transmision a través del acto sexual o por vectores mecanicos
transmisores* *3. Los seres humanos parecen ser el principal reservorio de la bacteria.
Actualmente no existe evidencia de trasmisién zoonotica de esta infeccion; sin embargo
H. pylori ha sido aislado de animales como primates, gatos domeésticos, ovejas, donde la
bacteria ha sido aislada en la leche, saliva y jugo gastrico*®*’. Ocasionalmente los
humanos pueden ser infectados por otra especie, como H. heilmannii, encontrada en
perros, gatos, cerdos y primates, asociada a gastritis leve en la mayoria de los casos,

aunque ha sido asociada con el desarrollo de linfomas tipo MALT*®
3.3.2. Patogénesis de la infeccion por H. pylori

En el mundo se conoce que la infeccién por H. pylori causa gastritis en mas de la mitad
de la poblacion y es el agente etioldgico del 95 % de las Ulceras duodenales, 70-80 %
de las Ulceras gastricas y esta relacionada con un 60-70 % de los casos de cancer

48,49 clasificandolo en 1994

gastrico, una de las neoplasias mas frecuentes en el mundo
la OMS como un cancerigeno tipo I**. A pesar de la alta incidencia de la infeccién por
H. pylori a nivel mundial, la mayoria (80%) de las infecciones transcurren como
asintomaticas, mientras que entre el 15 al 20% de los pacientes, desarrollan
enfermedades gastroduodenales, como la gastritis cronica no atréfica (o gastritis antral
difusa, sin pérdida glandular) 6 progresan hacia Ulcera péptica, 6 hacia gastritis atréfica
(generalmente multifocal con metaplasia intestinal), 6 a displasias, carcinoma gastrico 0
linfoma tipo MALT®. La frecuencia de estas complicaciones es variable', depende de
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diferentes factores tanto inmunes, ambientales, nutricionales y/o de virulencia del H.
pylori % . Alrededor del 75% de pacientes con cancer gastrico principalmente en antro,
padecen de infeccion por H. pylori considerando esta infeccion como el principal factor
medio ambiental en estas patologia®’. Otros factores clasicos contribuyentes a la
aparicion de Ulceras pépticas han sido estudiadas, como el estrés que facilita la
evolucion de la infeccion por H. pylori hacia una Ulcera gastrica a causa de
hiperclorhidria gastrica, reduccion de respuesta inmune gastrica, y colonizacion del
duodeno por H. pylori mediante la neutralizacion del efecto inhibitorio de la bilis

mediante mdltiple factores de sobrevivencia de la bacteria ain no claros™.

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por H. pylori, dados por cepas virulentas
VacA + /CagA + es el resultado de la accion sinérgica de diversos mecanismos (Blaser,
1991)*® 2% sycedidos entre la interaccién entre la bacteria y el hospedero que han

permitido lesiones en la mucosa géstrica.

3.3.2.1. Especies de Helicobacter relacionadas con patogénesis

Existen mas de 28 especies de Helicobacter implicados en la patogénesis de las
enfermedades gastrointestinales y entero-hepaticas. Las especies cuyos estudios
taxondmicos aun no han concluido, se han descrito como Helicobacter sp **°>*°°

En funcion del nicho ecoldgico, el género se clasifica en dos grupos principales:

3.3.2.1.1. Especies de localizacion gastrica:

Se han descrito 10 especies de Helicobacter en estbmagos de hombres o animales.

Diversas especies de se han identificado en el tracto intestinal y/o en el higado de

hombres, otros mamiferos y pajaros>*°°

Estas especies tienen similitudes de ultra-estructura y fisiologia con las especies

gastricas, pero no colonizan la mucosa gastrica. Algunas de estas especies pueden
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considerarse como componentes de la microbiota residente o normal de algunos
animales °°°". La primera especie descubierta H. pylori es responsable actualmente de
gastritis en la mitad de la poblacion mundial, asociada con 70-80 % de las Ulceras
gastricas, con un 95 % de Ulceras duodenales, 60-70 % de los casos de cancer gastrico
y con el linfoma géstrico tipo MALT. Actualmente se han descubierto otras especies
como el H. acinonycis, H. bizzozeroni, H. Boris, H. feliz, H. heilmannii, H. mustelae, H.

nemestrinae, H. salomoni y H. soncus °®
3.3.3. Factores que contribuyen a la colonizacién de H. pylori en mucosa gastrica.

Existen diferentes mecanismos que interactian sinérgicamente para propiciar un

microambiente de sobrevivencia de la bacteria tales como:

Alteracion de la fisiologia gastrica: La infeccidbn por H. pylori induce la

secrecion de gastrina en las células G, y evita la secrecion de somatostatina,

péptido inhibidor de la secrecion acida.

- Inhibicién de la migracion y proliferacion de las células epiteliales (Moss et
al., 1996) y de la respuesta de las células productoras de moco.

- Presencia aumentada de aminoéacidos basicos (arginina — lisina) en la
estructura de H. pylori.

- Accién de multiples enzimas: Ureasa: Neutraliza la acidez gastrica que

degrada la urea alcalinizando el microambiente gastrico y activando fuertemente

la fagocitosis por mononucleares®®. Cuadro No. 1:

e Catalasa y Super Oxido Dismutasa SOD: Inhibicion de la fagocitosis por

los polimorfonucleare *°.

e ATPasa: Blanco del efecto bactericida de los inhibidores de la bomba de
protones anti H. pylory®.
e Adhesinas: Involucradas en la fijacion del microorganismo a las células

epiteliales del estémago, resistiendo el peristaltismo®®
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e Otras enzimas: como fosfolipasas A y C y mucinasas contribuyen a la

alteracién de la mucosa gastrica®

Induccién de secrecién de citocinas inflamatorias como la IL-8%.
Reclutamiento y activacion de neutréfilos®

Aumento de la produccién de radicales libres de oxigeno: La induccién del
oxido nitrico sintetasa y elevados niveles de 6xido nitrico se han asociado con la
activacion inmunitaria y lesion tisular.

La apoptosis: El H. pylori induce la muerte celular programada de las células de
epitelio gastrico.

Movilidad: Los flagelos de H. pylori codificados por los genes flaA y flaB °
favorecen el mantenimiento de la bacteria en la capa de moco gastrico. Se ha
demostrado que cepas carentes de flagelos son incapaces de colonizar modelos
animales® .

Evasion a la respuesta inmune: El H. pylori muestra resistencia a la fagocitosis,
quizas por aumento de amonio y a la expresion del antigeno Lewis por H. pylori,
mediante mecanismos de mimetismo molecular que permiten camuflar a la

bacteria®.

Formas cocoides: confieren resistencia en condiciones ambientales hostiles.
Generalmente aparecen en cultivos con prolongados dias de incubacion.

La diversidad genética: es una de las caracteristicas de H pylori, en
comparacién con otras bacterias Gram negativas, debido a que es altamente
competente para captar ADN, permitiéndole recombinaciones genéticas entre
cepas, dando lugar a poblaciones con estructura genética recombinante y genes
organizados en forma de mosaico®® ®%°’. Esta cualidad permite la colonizacién en
la mucosa gastrica indefinidamente en el hospedero, como resultado de su
extensa diversidad genética adquirida, por borrar, reacomodar y generar
mutaciones de secuencias de ADN; facilitando la adaptacion a nuevos
hospederos infectados, la persistencia y el incremento de la prevalencia de

infeccion a nivel mundial; la variabilidad del genoma o las llamadas variaciones
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genéticas mayores del H. pylori, que infectan a diferentes individuos no

relacionados, y a la menor diversidad clonal de H. pylori en un mismo individuo,

62, 68

estan relacionados con su linea familiar , representando un factor importante

en la transmision horizontal de la infeccion por H. pylori.

Cuadro No. 1 Proteinas de H. pylori que contribuyen a su patogenicidad >#°% 6364
Factor Funcién Distribucion
Ureasa Tamponizacion del medio Todas
Flagelos Movilidad Todas
NAP Activacion de neutrdéfilos  Todas
BabA Adhesina para LeP Tipo |
LPS Baja toxicidad Todas
Ag Lewis *Y Mimetismo molecular Algunas
IceA Adhesion Algunas
VacA Citotoxicidad Todas
cag PAI Complejo Tipo |
CagA Citotoxicidad PAI Tipo |

3.4 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR H. pylori

Las indicaciones para el diagnéstico y tratamiento del H pylori, son aun controversiales,
pues no hay un método ideal para su deteccién®, ya que depende del contexto clinico
del paciente, la necesidad de realizar o no la endoscopia gastrica, las fortalezas y

debilidades de cada método, y finalmente el costo’®

La demostracion de que H. pylori esta asociado a gastritis antral, a Ulcera péptica cancer
gastrico y a linfoma gastrico tipo MALT, ha producido eclosion de los métodos
diagnésticos, pero a pesar de muchas ventajas, ninguno es el ideal "°.

Los métodos para diagnosticar la infeccion por H. pylori puede establecerse por
meétodos directos, cuando se detecta la presencia del microorganismo en muestras

obtenidas por endoscopia (cultivo, tinciones histolégicas, técnicas moleculares) (Cohen
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et al.,, 1997) !, 6 mediante métodos indirectos, cuando se estudia alguna propiedad del

mismo mediante pruebas como prueba de ureasa, prueba en aliento con urea [**C]-

Urea) 6 la deteccion de anticuerpos para determina la respuesta inmune especifica
(Atherton, 1997) '* 7172

El Consenso Maastricht 11l del 2006°° recomienda realizar las pruebas diagnésticas que

confirmen la infeccion por H. pylori a los siguientes pacientes:

6.

Con sintomas de dispepsia funcional y con indicacion de tratamiento anti H. pylori
70, 71

Con ulcera péptica activa, linfoma géastrico asociado a tejido linfoide de mucosa

(MALT), o historia anterior documentada de Ulcera péptica.

En menores de 55 afios con dispepsia no investigada, con sangrado digestivo,
anemia, saciedad temprana, disfagia progresiva, odinofagia, vomitos recurrentes,
historia familiar de cancer gastrico e historia previa de cancer de eso6fago o

gastrico.
Con anemia ferropénica idiopatica

Con purpura trombocitopénica idiopatica que vayan a iniciar tratamiento con

antiinflamatorios no esteroideos por largo tiempo.

En pacientes con historia familiar de cancer gastrico.

Los métodos diagndsticos pueden clasificarse en no invasivos e invasivos, tal y como se

especifican a continuacioén:

3.4.1. Métodos no invasivos:

Estos métodos son validos cuando no esta indicada la endoscopia gastrica. Son los

siguientes:
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3.4.1.1. Método de [*°C]-urea o prueba del aliento:

Este método no invasivo ha demostrado ser el mas exacto usando tanto C14 como C13
(Aguilar y cols., 2008) 2. Al usar *C radiactivo, el paciente recibe una radiacién muy
baja y bastante aceptable (0.03- 0.3 mSv/MBQ), pudiéndose repetir el test las veces que
sea necesario. Igualmente el uso alternativo con C13 no radiactivo, no tiene riesgo. Es
considerado el método eleccion no solo para confirmar erradicacion de infeccion por H.
pylori, sino para su diagndéstico. Detecta la actividad de la enzima ureasa, en el aliento
basal y en el aliento post 20 6 30 minutos de la administracién oral de [**CJ-urea™ ™. El
aumento de la [**C]-urea en el aliento se expresa como una diferencia absoluta por el
cociente [**CJ-urea/[**C]-urea. La medicién del [**C] se realiza por espectrometria de
masas, calculando el cociente de los is6topos, 0 por espectrofotometria de infrarrojos.
Esta técnica es desarrollada por Graham y Klein en 1987, documenta la presencia de la
infeccibn momentanea y tiene una respuesta rapida a los efectos de tratamiento y a las
re infecciones que suelen producirse. La enzima ureasa normalmente no esta en el
aparato digestivo alto, por ello al suministrar urea marcada con [13C] a un paciente y
medir la excrecion del iso6topo por el aire espirado, 30 min después de su ingestion,
puede diagnosticar la infeccion por esta bacteria. El principio de la prueba de aliento se
basa en la produccién de ureasa asociada a la infecciébn con H. pylori, la solucién
administrada oralmente de urea [13C] es descompuesta a 12 CO, y N4+ de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Ureasa H.p

NH2-CO + NH; :H,O + —> 2NH,4 + CO;
(urea) (amonio)

El *CO, es absorbido en la sangre y luego eliminado por los pulmones en la
respiracion en el aliento. La lectura de la muestra basal de aliento obtenida antes de la
administracion de la solucion de urea es comparada con la obtenida a los 15 6 30

minutos después de la ingestidon de la urea [13C] en solucién.

A diferencia de otros métodos, un resultado positivo confirma la infecciéon™. Los falsos-

positivos se deben a la hidrdlisis de la urea por bacterias de la cavidad oral, o falsos-
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negativos en el caso que el examen sea después de una semana del uso de bismuto, o
antimicrobianos o después de una cirugia géastrica. Una modificacion de este método
ha sido propuesta por el Laboratorio de Radiois6topos de la Universidad de Buenos
Aires, en el cual se suministra conjuntamente una solucién [**C]- urea y un coloide
azufrado 6 sulfuro de tecnecio 99m 6 **™Tc que no se absorbe en el aparato digestivo.
Este coloide permite la visualizacion de la soluciéon de urea dentro del aparato digestivo
mediante la utilizacion de una camara gamma, lo cual permite localizar exactamente el
sitio donde se esta produciendo el **CO, como consecuencia de la hidrélisis de la urea
por el H. pylori. Esta combinacién de la prueba del aliento con [**C]-Urea vy la
visualizacion del desplazamiento intragastrico de la solucién de Urea-'*C permitio
elevar la sensibilidad del método al 98.2 % vy la especificidad al 99 % . El tratamiento
con antibioticos, compuestos de bismuto y terapia inhibidora de la secrecion acida gas-
trica disminuye la eficacia de la prueba de deteccién de urea espirada, deteccién de
antigenos en heces, y todos los métodos invasivos. Los resultados negativos de estas

pruebas deben ser confirmados por métodos adicionales (Ramirez y cols 2009) *.

3.4.1.2. Método serolégico: sugerido en pacientes sintomaticos, o con riesgo alto
de adquirir la infeccion por H. pylori, que viven en zonas de alto riesgo de infeccion.
Mediante las pruebas serolégicas se pueden detectar titulos de inmunoglobulinas (IgG,

IgA e IgM) en suero de pacientes infectados mediante varias pruebas:

3.4.1.2.1. ELISA o Ensayo inmunoenzimético: Esta prueba fue desarrollada en
1988 por Evans, basada en las proteinas de alto peso molecular asociadas al H
pylori.*® 37 6. 7374 "Eqta prueba tiene ventajas de costo en estudios epidemioldgicos,
pero se limita por que los titulos de anticuerpos se pueden mantener hasta seis meses
en un paciente después de la erradicacion de la infeccién por H. pylori, sin diferenciar si
existe 0 no una infeccion activa, a pesar de tener una sensibilidad y especificidad del
93,55% y 99% respectivamente. Tabla No. 3
3.4.1.3 Inmunofluorescencia:
Detecta IgG e IgA en mucosa gastrica, mediante inmunohistoquimica.Posee sensibilidad
del 92% y especificidad del 85 %. Esta técnica se limita por ser costosa y dispendiosa**
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3.4.1.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Randomly amplified
Polymorphic DNA (RAPD):

Es claro que existe gran diversidad gendémica en los aislados de H. pylori obtenido a

partir de biopsias gastricas’>"®

y que las técnicas moleculares constituyen una
herramienta util para determinar la diversidad genomica de esta bacteria, como los
metodos de PCR y RAPD, que han permitido evaluar estudios de transmision y
diversidad y de diferenciacion de cepas de H. pylori relacionadas con recurrencia y
reinfeccion y fracaso de la terapia antibiotica. Adicionalmente permite un mejor
conocimiento de las formas de transmision y la epidemiologia de la infeccién. ElI RAPD
es un procedimiento basado en la técnica de PCR, que permite amplificar regiones

77, 78

anonimas de ADN usando oligonucleétidos simples . Es un método eficiente,

confiable y sensible para diferenciar aislados de H. pylori. La complejidad de la pruebay

su elevado costo, no la hacen recomendable de manera rutinaria’® 88

3.4.2. Métodos invasivos:

Requieren una endoscopia mediante la cual se toman biopsias de mucosa géastrica para
realizar pruebas histopatologicas y cultivo; principalmente si se sospecha resistencia
bacteriana ante falla al tratamiento. Es prioritario mencionar que la sensibilidad
antibiodtica in vitro no siempre se correlaciona con la sensibilidad in vivo, representando
uno de los blancos importantes para estudio de resistencia bacteriana, y un limitante

para la erradicacion de la infeccién por H. pylori *.

3.4.2.1. Prueba rapida de ureasa de mucosa gastrica:

Actualmente la prueba de ureasa en biopsia gastrica antral y de cuerpo, junto con los
examenes histopatolégico, son los mas recomendados por los médicos &. La enzima
ureasa es detectada en biopsia de antro y cuerpo gastrico. Esta prueba ampliamente
difundida, confiable, pero costosa. Consiste en detectar la presencia de la enzima
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ureasa en biopsia de mucosa gastrica, mediante una solucion de urea que cambia de
color amarillo a fucsia ante la accion de ureasa, que hidroliza la Grea liberando amonio
y alcalinizando el pH. Actualmente se dispone de agar urea de Christensen, a bajo
costo, con sensibilidad del 98,92% vy especificidad entre 95% - 100%°!. De estas

pruebas la més usada es CLO test (prueba Campylobacter like organism).
3.4.2.2. Histopatologia:

La sensibilidad y eficacia de éste método es comparable a la de la prueba de ureasa en
biopsia, y puede mejorarse mediante el uso de coloraciones especiales como Giemsa,
Warthin - Starry, Wayson e inmunohistoquimica. La biopsia gastrica debe ser tomada
por gastroenterologo bien experimentado. Posee sensibilidad del 93-98% vy
especificidad del 95-98 %%. En pacientes en los que esta contraindicada la biopsia, se
le sugiere el cepillado de tejido con citologia, obteniéndose cifras de sensibilidad
alrededor de 98% y especificidad de 96%.

3.4.2.3. Cultivo: El H. pylori es una bacteria de crecimiento lento, considerada
entre las bacteria fastidiosas por su dificil aislamiento, debido a que requiere ambiente
microaerofilico (5 a 6 % de O,, 8 a 10% CO,, 80-85% N) y es de crecimiento lento.

El crecimiento in vitro puede ser afectado por varios factores® como:

1. El nimero de biopsias

2. Uso previo de algunos medicamentos, usados por pacientes en
tratamientos de dispepsia, como el omeprazol, algunos antimicrobianos,

bismuto o benzocainas.

3. Contaminacion durante la toma de la biopsia gastrica, no solo
microbiolégica, sino quimica como presencia de glutaraldheido, presentes
en las pinzas usadas durante la toma de la biopsia, pueda afectar la

viabilidad del H. pylori.
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4. El medio de cultivo.
5. Temperatura durante el transporte de las biopsias gastricas

6. Método de cultivo. Concentracion de oxigeno no Optimas o escasas
permiten la pérdida de resistencia a las cepas que han crecido bajos
buenas condiciones aerdbicas.

7. El pH: El potencial de hidrogeno presente en microambiente de la bacteria
es primordial para su crecimiento frente a un antibiotico. La sensibilidad de
H. pylori a los macrdlidos y al metronidazol bajo ph de 5.9 es mucho menor
gque a pH 7.2 o 7.9, a diferencia de la tetraciclina que no afecta su
susceptibilidad frente a los antimicrobianos al variar el pH. ( Pajares y
cols.,2006)

Para un Optimo crecimiento de H. pylori deben incubarse a una atmosfera
microaerofilica (5 a 6 % de O,, 8 a 10% CO,, 80-85% N,), y durante su siembra no
exponer la muestra mucho tiempo al medio aerofilico. El cultivo es el método
diagnéstico mas especifico; aunqgue muchos autores refieren poca sensibilidad de este
método, otros autores demuestran que es una prueba muy sensible (85 - 95%) y
especifica (96- 100%) para detectar la infeccion por H pylori, principalmente en
muestras procedentes de pacientes con cancer gastrico. Este método permite el

aislamiento y andlisis de susceptibilidad de H. pylori a los antimicrobianos** ®

3.4.3 Otras técnicas:

3.4.3.1 Deteccién de antigenos en heces: Se usan anticuerpos policlonales para
antigenos propios de H pylori en las heces de los pacientes infectados mediante la
técnica de inmunoensayo enzimatico o ELISA. La sensibilidad y especificidad de esta
prueba se encuentran entre 96% a 92% respectivamente. La sensibilidad disminuye a

69% si la muestra de heces permanece a temperatura ambiente por 2 a 3 dias' 3% 8 899

71,72

3.4.3.2. Test de bicarbonato con carbono 13 marcado: El [**C] mide en el suero la

concentracion de bicarbonato marcado con carbono 13, antes y después de 60 minutos
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de ingerir una porcién de alimentos con urea marcada con [**C]. Los niveles de
sensibilidad y especificidad se encuentran alrededor de 91% y 86% respectivamente; y
muestran una correlacion buena con la densidad bacteriana y la severidad de la gastritis

en el estudio histolégico de la mucosa gastrica™ ">

Determinacion in vitro de la resistencia bacteriana
Recomendaciones del CLSI en el 2008 para el Método de Dilucidon en Agar:

e Inéculo:

Este debe prepararse en una suspension con soluciéon salina al 0.89% 06 en caldo de
Brucella suplementado con suero fetal bovino al 2%, equivalente al Mac Farland 2 (1x
10" a 1 x 10® UFC/ ml). Generalmente se inocula la suspensién bacteriana con un
replicador de Steers (1 a 3 ul 6 individualmente 6 con micropipeta 6 asas calibradas en

el medio base Mueller Hinton con 5% de sangre de cordero envejecida.

e Incubacién: Debe ser en atmdsfera microaerofilica, a 37°C por 48 a 72 horas
(Piccolomini et al. 1997).

e Cepa control sugerida: Se recomienda usar cepa ATCC 43504, considerando
los puntos de corte para amoxicilina y claritromicina las CIM< 0,015 mg/l como
sensible y >0,12 mg/L como resistentes. Para metronidazol CIM <64 mg/L como

sensible a Metronidazol y >264 mg/L como resistentes.

Para las determinar la susceptibilidad in vitro se utilizan varios métodos como:

Dilucion en Agar

E-tets 0 epsilometro.

Microdilucion en agar

Difusién en disco

En estos métodos se usan medios como Mueller — Hinton, agar infusion cerebro-

corazén o agar Wilkins Chalgren, y agar Skirrow, agar. Estos métodos son costosos,

de larga duracion y de dificil realizacion debido a que existen pocos profesionales
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entrenados para realizarlo. Existen diferentes métodos de susceptibilidad a los
antimicrobianos como las técnicas difusion o dilucion. La eleccion de uno u otro método
depende de varios factores como sencillez y rapidez de las técnicas a utilizar, y por la
disponibilidad de recursos de cada laboratorio.

Hasta el afio 2003, no se habian estandarizado pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana en el género Campylobacter y Helicobacter. Actualmente el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI), ha establecido rangos de control de
calidad para antimicrobianos frente a la cepa de H. pylori ATCC 43504 utilizando como
método de referencia al método dilucibn en agar, técnica que permite  medir
cuantitativamente la actividad in vitro del antibiético frente a un inoculo bacteriano

ajustado®.
Método Dilucién en Agar:

En esta técnica se incorpora el antimicrobiano en diluciones dobles en cada caja de
Petri con medio Mueller — Hinton suplemetado con 5% de sangre de cordero
desfibrinada durante su preparacion. Los indculos una vez preparados son aplicados
rapidamente sobre el agar e incubados inmediatamente como se cita anteriormente. Las
ventajas de este método son su reproducibilidad y el crecimiento bacteriano
satisfactorio. Entre las desventajas se incluyen los altos costos y la preparacion
laboriosa de los medios, debido a que para poder obtener valores reproducibles intra e
interlaboratorios, cada detalle técnico debe ser cuidadosamente controlado®®

El valor de CIM obtenido por este método no representa un valor absoluto. La CIM real
puede estar entre la menor concentracion del antibiético que inhibe al microorganismo y
la siguiente concentracion inmediatamente inferior donde se observa desarrollo del
mismo. Por ejemplo una CIM de 16 ug/ml, el verdadero valor podria estar entre 16 y 8
pg/ml. Debe tenerse en cuenta que a pesar de realizar las pruebas de dilucion bajo
condiciones cuidadosamente controladas, no siempre se obtienen los mismos
resultados. Generalmente, la reproducibilidad de esta prueba es de mas o menos (+/- 1)

una dilucion.
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Método de E- Test o Prueba de epsilémetro:

Este método permite combinar los métodos de difusion en disco y de dilucién en agar.
Es el método méas sencillo de los existentes. Consiste en colocar tiras reactivas con
concentraciones del antimicrobiano en estudio, sobre agar de M. Hinton con 5% de
sangre de cordero previamente sembrado con inoculo ajustado de H. pylori en caldo de
Brucella suplementado al 2% con suero fetal bovino al patrén Mc Farland 3. La lectura
de la eliptica formada por la inhibicion del crecimiento de H. pylori se realiza a las 72

horas de incubacion a 37°C en ambiente microaerofilico, para determinar la CIM.

El crecimiento exponencial de H. pylori es inhibido por la concentracion creciente del
antimicrobiano presente en la tira reactiva. La interseccion entre el borde de la inhibicion
y la tira del soporte se produce en la concentracion del antibiético que no puede inhibir
el crecimiento del H. pylori 2 Es importante aclarar que las colonias de H. pylori deben
tomarse de un subcultivo no mayor de 72 horas, para evitar el uso de colonias viejas

con mutaciones generadas por ambiente hostil.

En Europa la Sociedad Britanica de Quimioterapia Antimicrobiana (BSAC), usa el agar
Muller Hinton 6 el medio Wilkings- Chalgren suplementado al 10 % con sangre de
caballo, y para este método. Ademas la BSAC recomienda que el in6culo bacteriano
debe ser resuspendido e incubado previamente en agua destilada estéril durante 48 a
72 horas a 37 °C en ambiente microaerofilico, al cabo del tiempo en que ajusta al Mc
Farland 3, para ser sembrado posteriormente en el agar escogido, e incubado a 35 °C y

condiciones anaerdbias descritas anteriormente &’

La correlacion de ésta técnica con el método de dilucion en agar (método Estandar)
realizada en diferentes paises del mundo han reflejado buena sensibilidad y
especificidad de este método, ubicandolo como una alternativa 6ptima para determinar

la susceptibilidad in vitro de H. pylori.
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3.5. TRATAMIENTO DE LA IFECCION POR H. pylori

Numerosos estudios a nivel mundial han reportado que pacientes con enfermedad
Ulcero-péptica, a los que se les ha erradicado H. pylori con un tratamiento con
antibidticos, mejoran notablemente, favoreciendo cicatrizacion de la Ulcera. Ademas en
pacientes con MALToma, la erradicacion de la bacteria conduce a una regresion

completa del linfoma.

3.5.1. Factores relacionados con el tratamiento anti-Helicobacter pylori

Los esquemas de tratamiento de erradicacion de H. pylori dependen basicamente de las
caracteristicas de la infecciébn por H. pylori, la susceptibilidad antimicrobiana y de la

poblacién donde vive o proviene el paciente. Tabla No 4:

e Esquema de combinacién’ "? dosis y duracion del tratamiento.

e Cumplimiento del tratamiento (Dosis y duracion): Se estiman factores subjetivos
del paciente, como tolerancia de los medicamentos, efectos adversos,
entendimiento del tratamiento. El paciente debe cumplir por lo menos el 90% del
tratamiento. Si se cumple por lo menos el 60% del tratamiento, el H. pylori se
erradica en un 90%. Si se cumple menos del 60%, la tasa de erradicacion
disminuye a un 69% **

e Los inhibidores de bomba de protones |.B.P, aumentan la eficacia de los
antimicrobianos cla y amx, debido a que al aumentar el pH en la mucosa gastrica
H. pylori, comienza su etapa replicativa y activa, indispensables para la actividad
de estos antimicrobianos.

e Polimorfismo del gen de isoenzima metabolizante de los IBP, cyp2 c19. Este
factor de riesgo para falla de tratamiento es actualmente muy discutida y

controversial®.
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e Propiedades farmacoldgicas de los medicamentos usados: Los tratamientos 12
linea, sugeridos por el consenso de Maastricht 2006: Cla, Mtz e IBP erradica

hasta un 97%.

3.5.2. Factores relacionados con el hospedero:

e Pronta reinfeccion de los pacientes tratados con éxito.

e Caracteristicas de las lesiones gastricas.

e Respuesta inmune celular: La respuesta Th2, y niveles bajos de IL-4. Se
relacionan con resistencia de H. pylori. Las cepas susceptibles estan relacionadas
con respuesta inmune Thl.

e Falla en la adherencia del tratamiento y /o uso de antirretrovirales por parte del
paciente, debido a que son inhibidores de proteasa ( indinavir y similares).

e Gradiente de pH entre el lamen gastrico (pH 2.0) y mucosa gastrica (pH 7.0): La
actividad de la amx y cla a pH bajos (pH 2.0) baja hasta diez veces con respecto a
pH alcalinos (pH 7.0) %93

e Baja difusién del antibiético al foco de colonizacion de H. pylori por presencia de
moco gastrico.

e Existencia de un nicho protector del H. pylori en la mucosa gastrica a manera de
“Barrera” Los antimicrobianos no logran concentraciones suficientes para
erradicar | H. pylori.

e Presencia del glucocalix de H. pylori evita o forma barrera al antimicrobiano.

e Los antibiéticos no difunden del exterior y los topicos no alcanzan espacios
intercelulares.

e Existencia de 20% de cepas de H. pylori en fase estacionaria (en forma sésil o
adheridas a la mucosa gastrica).

e Gradiente de pH acido en la mucosa gastrica. Este in vitro es validado

generalmente a pH neutros (Megraud y cols., 1999) 2%

A pesar de los mecanismos que H pylori desarrolla para evadir la respuesta inmune,

ésta se activa desde la primo infeccion, como respuesta inmune adquirida especifica,
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dada por citocinas epiteliales, infiltracion en mucosa géstrica por neutréfilos, macréfagos
y linfocitos (principalmente por H. pylori CagA+), activacion de linfocitos T, respuestas
principalmente tipo Thl (helper 1) y Th2 (helper 2) representada en la alta produccion
de anticuerpos. La respuesta Th2 se torna mayor cuando existe en el hospedero
factores individuales como coinfecciones (Helmintiasis y paludismo), clase de cepas de
H. pylori y/o factores genéticos o fisioldgicos, que al actuar en sinergia permiten que el
hospedero no desarrolle sintomas gastricos ( Ballesteros et al,. 2000)**, como puede
observarse en pacientes inmunosuprimidos tratados con ciclosporina que no desarrollan
Ulcera péptica; 6 en poblaciones africanas que a pesar de la alta prevalencia de
infeccion por H. pylori (290 %), predomina la respuesta adaptativa Th2 constituye el

llamado enigma africano®%° .

3.5.3. Esquemas de tratamiento anti H. pylori

El tratamiento de erradicacion de H. pylori recomienda el esquema triple (IBP + 2
antibiéticos) o la terapia cuadruple (IBP + 2 antibidticos + bismuto), si se dispone de
bismuto. La terapia cuadruple es mas barata que la terapia triple y es igualmente buena,
y ambas confieren tasas muy altas de erradicacion. La duracion del tratamiento sigue
siendo controversial, pero no hay grandes diferencias entre los resultados de los
tratamientos de 14, 10 y 7 dias, mientras que en los costos las diferencias son mayores.
115 Es vital aclarar que atn no hay un esquema de tratamiento 6ptimo que erradique la
infecciébn por H. pylori, pero en el dltimo consenso de Maastricht 2006, establece

esquemas de tratamiento °* Tabla No 5.

Actualmente el tratamiento de erradicacion se utiliza en todos los pacientes con Ulcera
gastroduodenal asociada a H. pylori para disminuir la tasa de recurrencias y restablecer
la integridad de la mucosa gastroduodenal. Para resolver la infeccién de H. pylori el
consenso de Maastricht del 2006 ha sugerido que el tratamiento debe ser eficaz, de
bajo costo, con minimos efectos adversos, de facil administracion 6 simple, bien
tolerada, facil de cumplir, con una eficacia 6 tasa de erradicacién de al menos un 80%
® combinando agentes con accién sistémica y local, basada en un inhibidor de bomba

de protones asociado a dos antibidticos: claritromicina, amoxicilina ¢ un nitroimidazol
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(metronidazol o tinidazol). Ademas el Grupo Europeo para el Estudio de H. pylori
(European H. pylori Study Group, EHPSG) reunido en este Consenso, refiere que aun
no se ha logrado el esquema de tratamiento ideal, debido a que las terapias actuales
presentan indices de fracaso de hasta 20- 30% relacionados con el incumplimiento de
los tratamientos y resistencia antimicrobiana. La adherencia de los pacientes a las
terapias depende de la complejidad de los esquemas y la frecuencia de efectos
adversos. La duracion 6ptima del tratamiento es aun controversial. La mayoria de
consensos recomiendan una duracién no menor de 7 dias ni mayor de 14 dias %" 6
esquemas de primera linea como tratamiento ideal contra la infeccion por H pylori.
Maastricht-IIl refiere ademas que este tratamiento durante 14 dias confiere una ventaja
de 12%, y cifras hasta del 97% de eficacia sobre la terapia de erradicacion durante 7

dias.

Es importante citar que los IBP (pantoprazol, omeprazol y lansoprazol) alivian los
sintomas y curan las lesiones endoscoépicas. El omeprazol es mas eficaz que los
antihistaminico H2 (ranitidina) segun ensayos clinicos a largo plazo, donde se ha
demostrado que disminuye el dolor mas rapido, que previene las recaidas, mejora las
tasas de erradicacion, a pesar de sus efecto colaterales como diarrea, epigastralgia,
nauseas, cefalea y exantemas que pueden interferir de alguna u otra forma su

adherencia.
Las lineas de tratamientos recomendadas se citan a continuacion:

3.5.3. 1 - De primera linea: por 7, 10 o 14 dias:
IBP, amoxicilina y claritromicina c/12 hs

IBP, metronidazol y claritromicina ¢/12 hs

IBP, metronidazol, tetraciclina, bismuto c/6 hs

Metronidazol, tetraciclina, bismuto c/6 hs

3.5.3. 2 - De segunda linea o de retratamiento por 14 dias:
IBP, amoxicilina, metronidazol ¢/12 hs
IBP, metronidazol, tetraciclina, bismuto ¢/12 hs

IBP, amoxicilina, levofloxacina c/12 hs
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IBP, amoxicilina, rifabutina 150-500 mgc/12 hs
IBP, eritromicina 500 mg c/8 hs o amoxicilina 1 gr. c/8 hs

3.5.3. 3- Esquema cuadruple por 14 dias: 18 comprimidos por dia
Cada 6 hs: Bismuto 240 x 2, tetraciclina 500 x 1, metronidazol 500 x 1
Cada 12 hs: IBP.

Entre las terapias de primera linea, y debido a la alta prevalencia de resistencia

a metronidazol, se recomiendan el siguiente esquema triple que consta de:

1. Un Inhibidor de la bomba de protones (IBP): Omeprazol 6 lanzoprazol.
2. Dos antibidticos: Claritromicina, amoxicilina
3. Duracién: 14 dias.

3.5.3. 4. Otros esquemas terapeéuticos anti H pylori

Recientes evidencias en Francia, Italia y en Per han evaluado la administracion de
un esquema triple secuencial, que incluye (tabla 6):

1. IBP, amoxicilina 1 gramo: C/12 hs, por cinco dias
2. IBP, claritromicina 500 mg, tinidazol 500mg: C/12 hs, por cinco dias.

Otros esquemas de antibi6ticos pueden usarse en casos de resistencia a estas ultimas

opciones

, como terapias de segunda y tercera linea, donde se usan antibioticos,
como las quinolonas o macrélidos, por ejemplo la levofloxacina o azitromicina usadas
con buenos resultados alcanzados entre un 63 - 94 % de erradicacion del H. pylori

respectivamente %

. El tratamiento erradicador se utiliza en todos los pacientes con
Ulcera gastro duodenal asociada a Helicobacter pylori y su finalidad consiste en
erradicar la infeccion, disminuir la tasa de recurrencias y restablecer la integridad de la
mUCOSG.QS' 99, 100,101.

Entre las terapias de tercera linea o de rescate se Maastricht Ill sugiere el esquema
que incluye IBP, amoxicilina tinidazol, tetraciclina ¢ levofloxacina cadal2 horas,

recomendadas cuando fracasa la terapia de primera eleccion.
Como tratamiento de rescate se recomienda el siguiente esquema durante 7dias:
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a) IBP (omeprazol 20 mg, lasozoprazol 30 mg, pantoprazol 40 mg)/cada 12 hs;
citrato de bismuto 120mg/cda 6 hs; tetraciclina 500 mg mg//cada 8 hs.

b) La combinacion de ranitidina-citrato de bismuto con los antibioticos antes
mencionados representa una alternativa valida como terapia de rescate aunque

se ha comprobado que tienen un menor porcentaje de erradicacion.

Ademas la levofloxacina empleada en estos esquemas ha logrado una erradicacion
entre un 63% al 94%, y una excelente adherencia'®* 1% 104 1% Este tratamiento esta
indicado cuando el paciente presenta resistencia a claritromicina entre un 15 al 20%,
bien sea resistencia simple o doble a claritromicina y metronidazol. Este esquema en
promedio logra una eficacia terapéutica del 89%, indicado en casos de resistencia a
claritromicina, y ademas posee buena adherencia por los pacientes, pocos efectos
adversos, y costos similares a la terapia triple convencional. Este esquema aun no ha
sido comparado con el esquema cuadruple con bismuto *°? (Vaira et al., 2007). Para
mayor efectividad del tratamiento se sugiere un tratamiento por 14 dias, aunque
existen muchas controversias en cudl es el tiempo 6ptimo. La erradicacion exitosa baja
la probabilidad de recurrencia de la infeccién del H. pylori del 90 al 5 % por afo. Es
recomendado el uso de metronidazol sélo en pacientes alérgicos a penicilina. En un
meta-analisis reciente, la eficacia del esquema con levofloxacina, amoxicilina e IBP por
10 dias fue superior al régimen de terapia cuadruple con bismuto por 7 dias como
terapia de rescate (87% versus 60%). Al parecer existiria una accién sinérgica entre la

levofloxacina y los inhibidores de la bomba de protones.

Adicionalmente, estudios in vivo han comprobado que este antibiético mantiene su
actividad bactericida en aquellas cepas resistentes a la claritromicina y el metronidazol.
Algunos efectos adversos infrecuentes de este antibidtico son hipersensibilidad,
hipotensién, anemia hemolitica reversible®’. Los efectos adversos a uso de Mtz
generalmente son leves pero desagradables, como sabor metalico en la boca, diarrea,
nauseas y malestar gastrico, afectando negativamente la adherencia al tratamiento y
generando un mayor porcentaje de resistencia bacteriana y disminucion en la eficacia
del tratamiento. Los sintomas secundarios mas comunes con el metronidazol son:

sabor metdlico en la boca, dispepsia. La tetraciclina se asocia a malestar gastrico y foto
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sensibilidad; y no debe usarse en nifios menores de 8 afios porque puede causar
decoloracion de los dientes. Finalmente los compuestos de bismuto se asocian a

nauseas, malestar gastrico y oscurecimiento de la lengua y heces.

3.6. ERRADICACION DE LA INFECCION POR H pylori

H. pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa gastrica humana, un medio
ambiente extraordinariamente hostil. La bacteria coloniza la capa mucosa y, en caso de
no ser erradicada, establece infecciones cronicas que frecuentemente perduran toda la
vida, a pesar de las respuestas inflamatoria e inmune desarrolladas por el huésped. La
infecciébn por H. pylori causa cambios estructurales y funcionales en la mucosa
gastroduodenal'®. Todas las personas infectadas desarrollan una inflamacién gastrica
cronica que generalmente es asintoméatica, mientras que en algunas personas provoca

Ulcera péptica.

Una vez que el H. pylori es detectado en pacientes con una Ulcera péptica, el
procedimiento normal es erradicarlo y permitir que sane la Ulcera, para evitar la

colonizacion en la mucosa e infeccion por toda la vida.

Generalmente personas infectadas desarrollan una inflamacion gastrica cronica que
generalmente es asintomatica, mientras que en algunas personas provoca Ulcera
péptica. En otros pacientes se puede observar la aparicion de Ulcera duodenal en parte
mediada por la disregulaciéon de la liberacion de gastrina y la subsecuente
hipersecrecion de HCI. Aunque menos de 10% de las personas infectadas por H
pylori desarrollan ulceraciones durante la infeccion, la bacteria seria responsable de
mas de 95% de las Ulceras idiopaticas. La infeccion por H. pylori también es un factor
de riesgo frente al adenocarcinoma. Aun en las regiones donde el cancer gastrico es
hiperendémico, menos de 5% de las personas infectadas desarrollan adenocarcinoma
distal. Sin embargo, el analisis de riesgo atribuible sugiere que H pylori es responsable
de 60-80% de estos tumores. Ocasionalmente, la reaccion del hospedero a la
colonizacion por H pyloriva seguida de una hiperplasia folicular linfoide o de la

aparicion de linfoma tipo MALT, tejido linfoide asociado a la mucosa % 1%,
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La terapia de erradicacion tradicional de primera linea es una semana de terapia triple
consistente en los antibiéticos amoxicilina y claritromicina, y un inhibidor de bomba de
protones como el omeprazol. El gastroenterélogo Thomas Borody de Sydney,
Australia, inventd la primera terapia triple en 1987. Al paso de los afos, se han
desarrollado variaciones de la triple terapia, tales como el uso de diferentes inhibidores
de la bomba de protones, como el pantoprazol o cambiando la amoxicilina por
metronidazol para las personas que son alérgicas a la penicilina. Tales terapias han

revolucionado el tratamiento de la Ulcera péptica y las han curado.

La resistencia a antibioticos ha ido en ascenso, como resultado de la falla del
tratamiento inicial y requiere esquemas adicionales de terapias con antibiéticos o
estrategias alternativas tales como una terapia cuadruple. Los compuestos de bismuto
también son efectivos en combinacion con el esquema tradicional. Para tratar cepas
de H. pylori resistentes a claritromicina, se ha recomendado el uso de levoflaxacina.
Ante la ausencia de un tratamiento anti H. pylori eficaz, la bacteria persistira de por
vida. La proporcion de infecciones agudas que persisten no es conocida, pero varios
estudios en poblaciones para observar la historia natural de la infeccion han mostrado
eliminacién espontdnea aparente. Una estrategia valida de quimioprevencion del
cancer gastrico, es disponer de medicamentos eficaces.

Segun el National Institute of Health de los Estados Unidos, como el Consenso
de Maastricht 2006 en Europa y el Consenso Canadiense, los pacientes infectados con
H. pylori que presentan Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, MALToma y reseccion
gastrica, deben recibir tratamiento de erradicacion. Sin embargo, aiun se debate sobre
gue paciente infectado con H. pylori debe tratarse particularmente en paises donde la
prevalencia es alta, considerando el alto costo del tratamiento. La erradicacion de H.
pylori modifica el curso natural de la enfermedad ulcerosa, al disminuir las recidivas, las

complicaciones y mejora la calidad de vida del paciente.

La erradicacion de H. pylori no ha sido eficaz, debido al incremento de la prevalencia
de resistencia adquirida a los antibioticos; asociada a los fracasos terapéuticos,
principalmente con el uso de metronidazol y claritromicina (Mtz y cla). Se ha descrito

una tasa de erradicacion del 18 a 60 % en cepas resistentes a cla y un 88% en las
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sensibles %% 1% 19 Mientras otros investigadores han demostrado que las tasas de
erradicacion no se afectan por la presencia de resistencia del H. pylori a la
claritromicina®. Por otro lado la resistencia al metronidazol disminuye a menor escala

la eficacia hasta en un 25%.

La resistencia de H. pylori a Mtz y cla esta relacionada con falla en la erradicacién
hasta en un 25% y 18% respectivamente. Cuando se asocian resistencias a ambos
antibidticos Mtz y cla la falla en la erradicacion puede alcanzar hasta el 100%. Por lo
anterior, no se recomienda esta combinacion antimicrobiana con un inhibidor de
bomba de protones (IBP) en primera instancia para la erradicacion. En este caso lo
recomendado es usar ranitidina-citrato de bismuto (RCB), para mantener elevada la
tasa erradicadora a pesar de la existencia de resistencias’'®. Se han propuesto
numerosos tratamientos erradicadores de H. pylori de la mucosa géstrica, usando
antibioticos mas sales de bismuto o inhibidores de bombas de protones como
omeprazol y lansoprazol. La meta es lograr la erradicacion de la bacteria por lo menos
en un 70 al 90% de los pacientes tratados, o que se ha logrado con algunos de estos
esquemas terapéuticos propuestos**. Entre los antibiéticos mas usados se encuentran

amoxicilina (Amx), tetraciclina (Tc), metronidazol (Mtz) y claritromicina (Cla).

En los esquemas de tratamiento anti H. pylori basados en triple terapia, se determinan
fallas en la resolucibn de la infeccion con distintas proporciones de fracaso

terapéutico’?

La poca eficacia de las monoterapias con cla del 38% (IC-95%: 32-41%) y de las
terapias dobles del 62% (IC- 95%; 58-64) al 66% (IC-95%; 62-71 %) como IBP +
amoxicilina 6 claritromicina, permiti6 mejorar los esquemas terapéuticos tanto en
Europa como en Latinoamérica, donde la triple terapia, basada en Amx + Cla + IBP, por
14 dias 0% 10 1L 12 ha |ogrado erradicar la infeccién por H. pylori entre un 90 al
97%. Este esquema es el mas usado en el mundo, por su facil cumplimiento, pocos
efectos colaterales y segln el Gltimo consenso Maastricht Ill 2006°°; otros estudios
realizados en Europa y medio oriente (Iran), revelan que el uso de esquemas triples por
siete dias con omeprazol + amoxicilina + metronidazol no logra erradicacion

suficientemente satisfactoria, con tasas de erradicacion de 80% y 60 %
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respectivamente 3. Otros estudios han reportado entre el 75% y el 100%®’ (Lépez —
Brea et al,. 2001) de erradicacion de la bacteria, usando terapia triple con IBP + Cla +
Amx en pacientes con cepas sensibles a Cla, en contraste con un 25% de erradicacion
en poblacion resistente a Cla. Lo anterior apoya la importancia del uso apropiado de los

antibiéticos y la deteccion de los patrones de resistencia de los antimicrobianos.

Es claro que la erradicacion de H. pylori de la mucosa gastrica humana ha sido un reto
para la comunidad cientifica, debido a que el rol de este patégeno parece cambiar su
grado de virulencia, quizas por influencia epigenética aun no clara, como la presion en
la bacteria dada por antimicrobianos, permitiendo relacionar el tratamiento de la
infeccion con el cuadro patolégico. EI H. pylori es susceptible in vitro a numerosos
antibioticos, aunque muchos de ellos no son utiles in vivo, debido a diferentes factores
114, 115, 116, 117,118.

En los paises desarrollados la eficacia del tratamiento de erradicacién varia entre el 85-

90%. Sin embargo, las causas de los fracasos terapéuticos no quedan claros **°.

Por otra parte, el origen de la biopsia (antro o cuerpo) para determinar la resistencia
antimicrobiana puede inducir a error y subestimar la prevalencia de la resistencia a
antibioticos, debido a la presencia de mas de una cepa en un mismo paciente, tanto H
pylori sensibles y como resistentes a los antibiéticos (Lépez —Brea y cols., 2001) &"
120121 ‘No hay dudas que el mal uso de estas drogas ha contribuido al incremento en la

resistencia.

La Cla y Mtz son los antibiticos méas frecuentemente usados en la terapia de
erradicacion de H pylori. Esta bacteria ha desarrollado resistencia a estos antibiéticos,

lo que ha provocado una disminucion en la velocidad de su erradicacion.

La resistencia primaria a Mtz en H pylorise ha registrado en muchos paises,
seflalandose que ésta varia entre 10% en los paises industrializados y 70% en los
paises en desarrollo. Existe un constante incremento en la resistencia a este
antibiotico, fendbmeno que se atribuye a la repetida administracion de Mtz en el

tratamiento de infecciones no asociadas aH pylori, a través de protocolos de
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tratamiento que resultan parcialmente inhibitorios y que permiten la seleccion de cepas
resistentes de H. pylori 1#% 122 123.124 | 3 resistencia a Mtz es una variable importante en
el tratamiento de las infecciones por H. pylori y su ocurrencia reduce significativamente

la eficiencia en los tratamientos de erradicacién de 30 a 50% paises desarrollados ***
125, 126, 127

El porcentaje de erradicacion de la infeccion por H. pylori, se ve afectado por la
aparicion de diversas mutaciones puntuales en los genes rRNA ribosomal 23S, pbplA
y rdxA o flaV, relacionadas con resistencia antimicrobiana a claritromicina, amoxicilina y

metronidazol respectivamente!?® 129 130. 131,132, 133

representadas en el incremento de
las concentraciones minimas inhibitorias CMI de estos antibioticos propuestos en el
tratamiento anti- H. pylori. Es esencial tener conocimiento sobre los perfiles de
susceptibilidad a los antibiéticos propuestos en estos regimenes terapéuticos para
asegurar su éxito. El Ministerio de Proteccion Social y el Ministerio de Salud, han
recomendado investigar la presencia del H. pylori, en todos los pacientes con ulceras
pépticas, y tratarlas con tratamiento erradicador, o tratamiento con antibiético asociado

a medicamentos antisecretores®®® 132,

El tratamiento erradicador también es recomendado en pacientes con historia de ulcera
cronica con 2 6 3 recidivas anuales y/o antecedentes de hemorragia digestiva, siendo
una alternativa terapéutica previa a la cirugia, en los pacientes refractarios a otro tipo

de tratamiento médico % 134,

En nuestro pais, en el departamento de Narifio desde hace mas de 15 afios, se hace
seguimiento a una cohorte para evaluar el impacto a largo plazo de la erradicacion de
la infeccion por H. pylori en pacientes con lesiones precursoras de cancer gastrico. Se
ha demostrado una reduccidon significativa en la progresion de las lesiones pre-
neoplasicas administrando tratamiento anti-H. pylori, con esquemas de tratamiento
basados en triple terapia, con sales de bismuto y Amx y Mtz, 6 triple terapia con
inhibidores de bomba de protones mas dos antimicrobianos (Omeprazole+Cla+Amx).
Este esquema ha permitido resolucion de la infeccion entre 75% y 80%

respectivamente. Estos hallazgos reafirman que la quimioprevencion es una estrategia
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valida para evitar lesiones pre neoplasicas. A pesar que H. pylori es sensible a

numerosos antimicrobianos 8%8!

, ho hay estudios que asocien de manera Optima la
susceptibilidad antibidtica con la erradicacion de la infeccion por H. pylori, debido a que
realizacion de cultivos y antibiogramas antes de iniciar un tratamiento, no es un
procedimiento costo efectivo, ni de rutina. '?®. Segun varios estudios, los correctos
tratamientos de erradicacion, dan beneficios en costos de la medicacion, en la
disminucién de ausentismos laborales, en hospitalizaciones, y sobre todo en la mejoria

de la calidad de vida de los enfermos ulcerosos actuales?’ 12%:130: 131, 132,133

Por estas razones los esquema de erradicacion se basan principalmente en
recomendaciones internacionales disefiadas de acuerdo con caracteristicas generales
de la infeccion y con parametros de sensibilidad antibiotica del H. pylori, segun
patrones locales de resistencia, una herramienta valiosa para sugerir los esquemas

mas apropiados y completos en cada poblacién en particular (OMS 2000) 134,

3.7. Recurrencia, reinfeccion y recidiva de la infeccion por H pylori

Es necesario precisar los conceptos de recurrencia, recidiva o reinfeccion vy
recrudescencia: recurrencia se refiere a la nueva aparicion de la infeccion por la misma
cepa después de haber sido trata; mientras que recidiva o reinfeccion se refiere a la
aparicion de una nueva infeccion por otra cepa de H pylori.

La erradicacion de H. pylori cura la Ulcera activa y, a largo plazo, da lugar a una
drastica reduccién de la reaparicion de la misma y sus complicaciones ** La
recurrencia de la infeccion puede darse de dos maneras: Recrudescencia, definida
como la deteccion de una cepa similar a la aislada previamente a la erradicacion,
mientras la verdadera reinfeccion, corresponde a una nueva infeccidon por una cepa
distinta de H. pylori**® (Gémez et al. 2004).

Para diferencias estos dos conceptos han sido necesarias técnicas moleculares como
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de polimorfismos genéticos

(RFLP) *7 que han permitido detectar las cepas de en cada caso nuevo.
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Se han propuesto distintos factores coadyuvantes de la recurrencia de la infeccién,
como:

Falta de inmunidad natural para la reinfeccion **'

Bajo nivel socioeconémico *®

Presencia de H. pylori en la placa dental **

. Reservorio de la infeccién en el ambito familiar 4.

Otro aspecto motivo de controversia son las implicaciones clinicas de la reinfeccion por

H pylori.
Después de la reinfeccion por H. pylori pueden ocurrir diversas circunstancias:

. Reaparicion de la infeccion con o sin sintomas y sin lesiones.

. Recidiva ulcerosa con reaparicion de la clinica y complicaciones

(fundamentalmente con sangrado).

o Recidiva de linfoma MALT gastrico, tras haber regresado

histolégicamente después de la erradicacion de la bacteria®®’ 4.

La recurrencia ulcerosa en pacientes reinfectados varia entre el 3 y el 60%, con un
promedio de 20% *?. La mayoria de los estudios demuestran, que la erradicacion es
mas efectiva que el tratamiento con anti secretores de mantenimiento para prevenir las
recidivas y complicaciones ulcerosas **. Todos estos aspectos plantean dudas sobre
el manejo de los sujetos reinfectados, cuestionando si se debe o no seguir con una
comprobacion periddica del estado de infeccidn por H. pylori y un nuevo tratamiento de
erradicacion, sobre todo, en casos de linfoma MALT o hemorragia ulcerosa ***. Para la
deteccién de la reinfeccién la ayuda de eleccion es la prueba de aliento UBT muy dtil,
por su nula invasividad y capacidad para identificar la infeccidbn en cualquier parte de
la cavidad gastrica; la UBT es sugerida anualmente en pacientes que recibe

tratamiento de erradicacién y asintomaticos, menores de 50 afios, durante los tres
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primeros afos, para detectar una posible reinfeccion, y prevenir las recrudescencias 0
apariciéon de complicaciones. En cambio, en los pacientes sintomaticos que reciben
tratamiento de erradicacion la pauta a seguir es realizar endoscopia digestiva. La tasa

145,

de reinfeccion en paises en desarrollo varia entre el 2.4%al 25% " mientras que en

paises desarrollados es inferior al 1% **°.

La evidencia mas contundente del rol patogénico de H. pylori en el desarrollo de la
enfermedad acido péptica, es que la erradicacion de la bacteria altera la historia
natural de la enfermedad. Cuando la bacteria persiste, la recidiva ulcerosa al afio es
mayor del 50%, mientras que disminuye al 10% en caso en que ésta sea erradicada.
1012 Esta reduccién en la tasa de recurrencia, se mantiene por lo menos en los siete
afios subsiguientes a la erradicaciéon®®. Sin embargo, esta recomendacién no se hace
extensiva a pacientes con dispepsia no ulcerosa portadores de la infeccion por H.
pylori. Una combinacion de dos antibiéticos con un inhibidor de la bomba de protones
(IBP), es considerada como eleccion de primera linea para la cura de la infeccion por
H. pylori, al aumentar la absorcion de bismuto, claritromicina y amoxicilina, y
particularmente el transporte activo y concentracién de la Cla en la mucosa. Por estas
razones se debe duplicar la de IBP para lograr una mayor elevacion del pH gastrico y
de la eficacia, principalmente si los antibiéticos usados son amoxicilina y claritromicina.
Es claro que el efecto in vivo de los antimicrobianos en H. pylori es eficaz en ambientes
alcalinos, debido a que en el H. pylori la sintesis proteica se activa solo en pH entre 6
y 8 durante las fases replicativas o de crecimiento, y no entre pH entre 4.0 a 6.0 Por
estas razones las bacterias que estan en la fase no replicativa son mas resistentes a

los antibidticos.

Este efecto es neutralizado por accion de la enzima ureasa y por los inhibidores de
bomba de protones, que ademas de elevar el pH, facilitan la fase replicativa del H.
pylori, la difusion y concentracion del antibidtico en la mucosa géstrica y por ende la
accion intrinseca o eficacia terapéutica®®® ¢4’ E| esquema terapéutico, consigue
tasas de erradicacion comparables a las terapias tradicionales con bismuto con menos
87, 147, 148

efectos colaterales y mejor tolerancia
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3.8. Eficacia terapéutica de los tratamientos anti- H pylori

Al considerar la efectividad de estos regimenes de triple terapia, dos factores

fundamentales deben tenerse en cuenta:

. La duracion del tratamiento.
° La resistencia a los antibioticos.

3.8.1. Duracion del tratamiento: Es controversial. Varios estudios confirman que una
semana es suficiente para regimenes basados en un IBP y dos antibidticos. La
prolongacion del esquema a diez o catorce dias, es la recomendacion habitual de los
autores norteamericanos. La resolucion de la infeccion lograda con los esquemas OCA
1y OCA 2 superan el 85%, recomendado por los consensos internacionales®® %0151,
con éxitos terapéuticos de 92.3% (IC 95%; 79.1-98.38) por intencién de tratamiento y
de 94.6% (IC 95%; 81.81-99.34) por protocolo para una semana de tratamiento (OCA
1). Al prolongar el tratamiento por dos semanas (OCA 2), el éxito terapéutico fue de
89.7% (IC 95%; 75.78-97.13) y de 94.3% (IC 95%; 80.84-99.30) por intencion de

181 por el contrario, la frecuencia de

tratamiento y por protocolo respectivamente
efectos adversos fue menor en el grupo tratado solamente durante una semana y con
mejor tolerancia, sumado al menor costo del tratamiento y mejores tasas de
erradicacion comparables a las terapias tradicionales con bismuto 12-16A pesar del
menor indice de erradicacion de la triple terapia con OCM (82.8% por intencién de
tratamiento, y de 87% por protocolo) no se han demostraron diferencias
estadisticamente significativas en relacion con los esquemas OCA 1 y OCA 2, pero

esta Ultima combinacion antibiética fue la que presentdé mas efectos adversos.

Para evaluar la eficacia terapéutica mediante la UBT es necesario realizar estudios de
prevalencia de susceptibilidad in vitro de los antibidticos propuestos en el tratamiento
de la infeccion por H. pylori, la deteccion de resistencia de H. pylori mediante la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), sus estudios genotipicos y su comparacion in
Vivo.
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3.8.2. Resistencia bacteriana: Ha significado un verdadero problema en la préactica
clinica. Existen altas variaciones en la prevalencia de resistencia a claritromicina y

152,153 no obstante el

metronidazol, y en menor medida en amoxicilina y tetraciclina
conocimiento de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de estos antibiéticos puede
predecir o explicar in vitro el éxito o fracaso en la erradicacion del microorganismo *3*

152 (OMS 2000; Branca et al 2004).

Es relevante mencionar que la resistencia antimicrobiana puede ser el Unico factor
responsable del fracaso erradicador. Los ensayos clinicos que consideran el genotipo
CYP2C19 ' revelan que las tasas de erradicacién no son relevantes en funcién de
este polimorfismo genético, al demostrar que se inhibe la potencia de la inhibicién acida
en pacientes con metabolismo hepético rapido de los IBP afectdndose la eficacia
terapéutica de los antibiéticos, hasta en un 15%.

Igualmente algunas cepas de H. pylori cuentan con maquinaria genética latente, capaz
de expresar genes que codifican proteinas formadoras de bombas de eflujo de
antibiéticos u OMEP (proteinas de eflujo), como hef A, hef D y hef G2 las cuales

incrementan la prevalencia de resistencia de H. pylori.

Aunqgue la resistencia a Mtz es mayor que la de otros antimicrobianos, sus mecanismos
de resistencia aun no se han esclarecido, pese a investigaciones moleculares que han
permitido detectar mutaciones puntuales en los genes rdx y frx, que originan productos
con actividad de nitroreductasa para el Mtz, que al reducir el grupo nitro, genera una
hidroxilamina altamente mutagénica, evitando la eficacia terapéutica de Mtz en el H.

pylori®>?.

La prevalencia de resistencia a metronidazol (Mtz) en el mundo es alta, como se
observa en la tabla No 7, donde se detalla su prevalencia de resistencias, como 90%
en Asia, 50% en Estados Unidos de América y Europa Occidental, 70-100% en Africa y
42 -97,6% en Suramérica™”.
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Los fracasos terapéuticos estan relacionados directamente con la resistencia

antimicrobiana in vitro, como se detalla a continuacién, segun Garza y col®® *1°;

e Cepas resistentes a Cla en 18%, predice una erradicacién de un 60%

e Cepas resistentes a Mtz, disminuyen la eficacia de erradicacion en un 25%

e Cepas resistentes a Cla y Mtz, asociadas con IBP; Se estima un fallo
erradicador hasta del 100%. Si se cambia el IBP en este esquema de
tratamiento con un RCB, ranitidina citrato bismuto, la tasa erradicadora no se
modifica.

e En contraste la resistencia de H .pylori a Cla, de menor prevalencia y de
mayor relevancia clinica, reporta entre 2.2 % al 63.1% en Suramérica’*®
(Gbmez et al., 2007), Colombia 63.1%, Pert 50%, 40.4% en Costa Rica,
México y Argentina 24%, Brasil 7%, Corea 5,9%, Malasia 0%, Croacia 21%,
Iran 9.4 a 23 % 1°7 198159180 ' Eqpafia y Portugal 22%, Polonia 20% y en Italia

91912,

El incremento de esta doble resistencia a Cla y Mtz, justifica la importancia de caracterizar

en cada regi6n los patrones de resistencia antimicrobiana **.

Al hacer referencia a la resistencia a amoxicilina en paises desarrollados, diferentes estudios

152,161, 162 altas entre 31-45% en

131, 132

revelan prevalencias muy bajas entre 0 al 1% en Francia
Italia. En paises en desarrollo se ha demostrado incremento de la resistencia a Amx

163 157, 158, 159, 160

133 con prevalencias en Brasil entre 29 -I 39% ' en Iran entre un 7 - 41%

y
Costa Rica del 5.3 — 51.2%'*. En Colombia tres estudios han descrito prevalencia de
resistencia a amoxicilina de 0%, 7% y 9.50",

Evidencias en Colombia hay un estudio hecho con 115 aislados de H. pylori, mediante el
método de difusion por discos, resistencia al metronidazol en 97,6%, a tetraciclina 85,7%, a

claritromicina del 63,1% y a amoxicilina 9,5%*%
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El incremento de resistencia de H. pylori a Amx, se ha atribuido al uso indiscriminado de esta
penicilina para tratar mdultiples infecciones, que permiten la evolucién de los diferentes
mecanismos microbianos de resistencia, interfiriendo cada vez mas las tasas de erradicacion

de la infeccion por H pylori.

La prevalencia de resistencia multidrogas de H. pylori a Amx — Cla, es cerca del 1% °%(S.
Toracchio et al, 2003), dato superado en esta investigacion que permitié determinar cifras

mayores, presentados posteriormente en los resultados de este trabajo de investigacion.

Al enmarcarnos en la prevalencia de resistencia de H. pylori a otros antimicrobianos como
tetraciclina y furazolidona, estos registran menor resistencia, con cifras entre 0 al 4.7 %

157,158, 159, 160152 - 704 respectivamente. En Europa, la prevalencia de resistencia registrada

en Portugal es hasta un 21%, en Holanda 4,7%, y en Francia entre 3 a 4%'%*

Ante la falla en la erradicacién de H pylori, se ha propuesto el uso de las quinolonas como
levofloxacina, como alternativa méas eficaz contra la infeccién por H. pylori, en esquemas
cuadruples en combinaciéon con IBP y otros antibiético, como se explica en el cuadro

recomendado por el tltimo consenso de Maastricht 2006.

El uso antimicrobianos sintéticos como los nitrofuranos, especificamente la furazolidona, ha
permitido la erradicacién de la infeccion por H. pylori en un 90.5% implementado en
esquemas de tratamientos cuadruples. A pesar de la alta eficacia, la limitacién para su uso
es el alto costo™®,

Con respecto a los mecanismos de resistencia de H. pylori a la tetraciclina, se deben
generalmente a mutaciones puntuales del gen 16S rRNA, evitando la transcripcion de

proteinas estructurales de la bacteria (Jiang et al., 1996, y Versalovic et al., 1996). 2" 19,
3.9. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos por H. pylori.

La resistencia bacteriana se ha clasificado de acuerdo a su forma de adquisiébn o mecanismo
de resistencia enmarcada de la siguiente manera:
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o Natural o primaria: Definida como la falla intrinseca del antibiotico para
erradicar la infeccidon, generalmente por un efecto de barrera, que impide

la penetracion del compuesto antibacteriano.

o Adquirida: Generalmente debida a mutaciones genéticas o por

presencia de plasmidos.

. Farmacoldgica: Se refiere a cepas de H. pylori susceptibles a un
antibidtico in vitro pero resistentes in vivo, por dificultad del antimicrobiano

de llegar al foco de la infeccion aun en concentraciones ideales.

Entre los mecanismos de resistencia frente a diferentes antimicrobianos se citan los

siguientes:

o Transferencia horizontal de genes:

Adquisicion de genes procedentes de plasmidos o de transposones mediante
transferencia horizontal de genes. Sin embargo, la transferencia horizontal por si no
explica el origen de los genes de resistencia, solo su difusién entre las bacterias'®
(Arnold L M, et al,. 2008)

e Mutaciones de genes bacterianos:

Reducen funciones de las proteinas de transporte o porinas, afinidades de enlace de
las proteinas, actividades de las enzimas, fuerza motriz proténica, o de los sistemas de
control y regulacion. Estas mutaciones se pueden considerar como «beneficiosas» si
se tiene en cuenta la supervivencia de las bacterias, al no proporcionar un mecanismo
genético para una «descendencia comun con modificacién». Estas mutaciones
generalmente estan asociadas a algun coste bioldgico con pérdida de sistemas o
funciones celulares preexistentes, aunque existan mutaciones inversas, que hacen

recuperar la mayor parte de actividad celular**’. Tabla No. 8.

Estas mutaciones frecuentemente pueden desarrollar resistencia antimicrobiana
alterando diferentes mecanismos bioquimicos, tales como:
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1. Eflujo activo del antibiético por la bacteria.
2. Alteracion molecular de canales de membrana o porinas.
o Alteracion molecular del receptor blanco:

Generada por mutaciones puntuales en el gen pbpl-A, las cuales inhiben la union del
antibiético al producto génico PBP1A'* (Okamoto T et al, 2002).

o Inactivacion del compuesto antimicrobiano:

Por inactivacion de nitro-reductasas u oxidacion del antibiotico, evitando la forma activa

del antimicrobiano, p.ej: Mtz (Vallejos et al., 2003)*"°,
. Biopeliculas: Definidas como congregacion de bacterias que crecen

unidas a una superficie, envueltas en una matriz de exopolisacaridos que las protege
de la accion de los antimicrobianos. H. pylori puede sobrevivir como biopeliculas, su
adherencia al cristal, acero inoxidable, hierro o arcilla representa un nuevo habitat que
le puede permitir sobrevivir en condiciones adversas en el medio ambiente y una vez

que entra en contacto con la mucosa gastrica proliferar como bacteria libre *"*

Segun El Instituto Nacional de Salud de E.U, méas del 60% de todas las infecciones
microbianas son causadas por biopeliculas, atribuyéndoseles a estas la causa de la
mayoria de las infecciones nosocomiales. Las bacterias que viven en estas
biocongregaciones son entre 150 a 3.000 veces mas resistentes a los antimicrobianos,
gue las no adheridas. La infeccién por biopeliculas se manifiesta por recurrencia de
sintomas de los pacientes que estan recibiendo tratamientos con antibiéticos. Por todas
estas razones es necesario desarrollar nuevos medicamentos que contrarrestar las

infecciones en las cuales el biofilm o biopelicula esta involucrado*"

El H. pylori se agrupa también en biopeliculas para sobrevivir en microambientes
hostiles, aumentando su adherencia al cristal, al acero inoxidable, hierro o arcilla
representando un nuevo habitat de supervivencia de H. pylori en condiciones
adversas, donde la escasa presencia de mucina en estos bioagregados los fortalece;
por el contrario su incremento permite su forma libre, principalmente cuando el H. pylori

tiene contacto con la mucosa gastrica donde prolifera eficazmente.
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El aumento de la resistencia de las biopeliculas de H. pylori a los antimicrobianos
involucra varios mecanismos que permiten su persistencia en procesos infecciosos,

tales como:

e Inactivacién de los antibidticos por polimeros extracelulares o modificacion
enziméatica
e Disminucién de la tasa de crecimiento por limitacion de nutrientes.

e Disminucion de mucina en el H pylori incrementan la formacion de estos

bioagregados.

e Cambios fenotipicos por adquisicibn de genes de resistencia dentro del

Biopeliculas.

e Inactivacibn de genes ("quorum-sensing”, luxS, y cagE) aumentan la

formacion de estos bioagregados'’?.

3.9.2 Mecanismos de Resistencia Claritromicina.

La claritromicina es un macrolido, derivado semisintético de la eritromicina, de 14
carbonos y es el antibiético mas potente contra H. pylori, siendo mejor absorbido en la
mucosa gastrica, mas estable a pH acido, resistente frente a los acidos y se absorbe
bien en el tracto gastrointestinal. Ademas, su eficacia no se afecta por la ingesta
alimentos, siendo muy eficaz contra la infeccion *™*; Por otro lado, su metabolito
hidroxilo generado in vivo, presenta mayor eficacia, por el efecto sinérgico que tiene
con la sustancia madre, a diferencia de in vitro donde la Cla no posee este mecanismo
sinérgico. Su mecanismo de accion esta dado al unirse directamente al rARN ribosomal
23S rARN de la subunidad mayor 50S del ribosoma del H. pylori inhibiendo en efecto

su sintesis de proteinas, ocasionando la muerte bacteriana. Figura No. 2
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La resistencia a Cla ha podido comprenderse a través de sus mecanismos de accion,

aunque aun existe mucha controversia al respecto *7° .

La Cla a nivel celular se une al RNA ribosomal, inhibiendo la polimerizacion de
proteinas de H pylori, la cual no se afecta si aparecen mutaciones en el gen 23S del

rRNA, al evitar la union de Cla al ribosoma originando un mecanismo de resistencia.

Estas mutaciones puntuales de la regién peptidil transferasa, en el dominio V' ¢ del
gen 23S del rRNA son frecuentemente debidas a sustitucion de adenina por guanina en
las posiciones (A2142G) y (A2143G), y a menor escala en las posiciones como la
A2182G, A2115G y A2144G. Estas mutaciones en efecto disminuyen la capacidad de

union del antibiético al ribosoma'’’

(Bjorkholm et al., 2001), permitiendo la sintesis de
proteinas en H. pylori y sus continuas fases replicativas. Estas mutaciones varian de
acuerdo a la poblacion y ubicacién geografica, por ejemplo en la poblacién turca, se
han detectado mutaciones puntuales en la posicibn A2144G sin relacion con los
genotipos Ice A de la bacteria.

6169

Segun Jiang et al 199 y Versalovic et al, 1997%", las mutaciones puntuales en las

posiciones del gen 23S rRNA de H. pylori aparecen generalmente por:

. Transiciones en el dominio V, en las posiciones A2142 G o A2143G*",
. Transversiones en las posiciones A2142 C*"®
o Mutaciones puntuales asociadas con alta resistencia a Cla en T2182C*"®

180

Las determinaciones de estas mutaciones en el gen 23S rRNA realizadas por primera
vez en 1996, se estudiaron con técnicas moleculares'’®> como Reaccién en Cadena de
Polimerasa PCR, y andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos obtenidos
con enzimas de restriccion (PCR-RFLP). En la PCR-RFLP se amplifica la regién que

contiene las mutaciones, y luego los fragmentos sintetizados se tratan con
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endonucleasas de restriccion para reconocer los sitios especificos de las mutaciones.
La presencia o ausencia de la mutacion se determina de acuerdo al tamafio de los
fragmentos obtenidos. En la mutacion puntual la sustitucion de guanina en la posicion
2142 del gen por adenina (A2142G) crea un sitio de restriccion para la endonucleasas
Mboll, produciéndose dos fragmentos de 700 pares de bases que comigran. En cambio
la mutacion puntual A2143G crea un sitio que es reconocido por la endonucleasa Bsal.
La mutacién en A2142G es la mas frecuente asociada a resistencia a Cla'”®, lo que ha
suscitado un mayor interés en el estudio molecular del mecanismo de resistencia de
este antibiético. Es importante mencionar que la prevalencia de resistencia a Cla varia
de acuerdo al uso del antibiético en cada area geografica *3!(Castro et al. 2009) como
es demostrado en diferentes estudios que realizados en todo el mundo. En Europa la
prevalencia de resistencia a este macrélido varia entre un 4 al 18%, aunque existen
registros altos en Italia registe hasta de un 91% de prevalencia de resistencia a Cla **?
(Branca et al. 2004). Canada y Estados Unidos registran prevalencias del 4% y18% en
respectivamente; en contraste en paises en desarrollo la prevalencia de resistencia a

Cla es mayor: De 29%, 50% y 100% en Asia, Suramérica y Africa respectivamente’*®
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Generalmente la resistencia a Cla se asocia con fallas o poca eficacia del tratamiento

87, 135, 136137,138 (tabla No 8).

En un estudio de 16 cepas sensibles a claritromicina que incluyé 10 pacientes con
tratamiento exitoso y 6 con falla en el tratamiento, correlacion6 las mutaciones
puntuales en las posiciones A2142G y A2143G del gen 23S RNAr con la CIM,
determind que la mutacion mas frecuente fue en posicion A2143G, después de la

exposicion o presion continua del antibiético®?

(Kobayashi 1., et al, 2006). En Europa y
Estados Unidos las mutaciones mas frecuentes estan presentes en la posicion A2142G
y A2143G, como lo registraron investigadores alemanes mediante la técnica PCR-
RFLP, donde confirman en 36 cepas de H. pylori mayor prevalencia de mutaciones en

la region A2143G (52.8%) que en la posicion A2142G (36.1%). En Bangladesh hay
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registros de resistencia del 20,2% por mutaciones en las posiciones A2142 y T2182'%
(Khan R y cols. 2004).

En Asia, especificamente en China, esta prevalencia es menor, alrededor del 10 al
14%, si el paciente no se ha tratado anteriormente con Cla, debido a que en pacientes
tratados previamente con Cla, esta prevalencia se incrementa hasta 32% (OR =3 a
4)**(Zhuoqi Liu, Deng y cols. 2008). Otras evidencias han reportado mayor prevalencia
de mutaciones en la posicion A2144G'® en Asia y en Turkia. En ltalia, la prevalencia
en estas tres mutaciones anteriores, no difieren estadisticamente entre hombres y
mujeres (25% vs 20%) ni entre pacientes con dispepsia no ulcerosa, ni en pacientes
con Ulcera péptica (24% vs 20%); ademas en esta poblacion la terapia aplicada a los
pacientes resistentes y no resistentes a claritromicina mostraron una tasa de
erradicacion de 66% vs 92% respectivamente, observando que los aislados de H pylori
que presentaban mutacion en la posicion A2143G tuvo menos respuesta de curacién
con terapia secuencial (IBP + Amx por 5 dias, seguida de IBP + Cla y Tinidazol o Mtz) y
disminuy? la tasa de erradicacion a un 48% *%°(De F. Vicenzo, et al, 2006).

La resistencia a claritromicina demostrada en nifios es mayor que adultos tal vez por el
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tratamiento previos de infecciones respiratorias ~'. En Tokio ha reportado mayor

frecuencia en nifios (42,9%) que en adultos (11,1 %).

En Colombia, Alvarez y colaboradores en el 2007 evaluaron la resistencia
antimicrobiana a claritromicina en 88 aislamientos de H. pylori obtenidos de pacientes
dispépticos de Armenia y Pereira, en donde detectaron por métodos moleculares las
mutaciones puntuales involucradas con dicha resistencia, encontrando que la tasa de
resistencia a la claritromicina del 2.2%, la cual se asemeja a los datos de Chile y
Paraguay, pero difieren de los de Ecuador, Brasil y México'®® (Alvarez et al. 2007).

Un estudio realizado en el 2008 por Yépez y cols haciendo uso del método e difusiéon
en disco reporta una resistencia del 63.1% a este antibidtico en aislados clinicos

obtenidos de pacientes de un hospital de tercer nivel de la ciudad de Bogota.
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Otro mecanismo de resistencia ha desarrollado el H. pylori, es la formacion de bombas
de eflujo, ante la presencia de macrélidos con mas de 14 carbonos, como la Cla, dadas
por la expresién de genes Qep, encargadas de expulsar los antibidticos e incrementar
la resistencia bacteriana. Las mutaciones presentes en otros genes de H pylori, pueden
aumentar la produccién de bombas de eflujo, para poder sobrevivir a la exposicion de

diversos antibioéticos.

Sin embargo, una mutacién es causa de una pérdida de control de regulacién

bacteriana y puede desencadenar mecanismos intracelulares alin desconocidos.

3.3.9.2.1 Gen 23S del rRNA relacionada con resistencia a claritromicina

La pérdida de un segmento de once pares de bases del gen ARNr 23S (Douthwaite et
al., 1985), o mutaciones que alteran la conformacién del ARNr 23S— que reduce la
afinidad del ribosoma hacia el antibiético'®, estan implicados en la resistencia a la
claritromicina. Entre las diversas mutaciones aparecen las delecciones puntuales en el
dominio V del gen del ARN ribosomal de 23S, afectando actividad peptidil transferasa y
evitando en efecto la polimerizacién de proteina. La mutaciéon se da usualmente por
transicion de una adenina por guanina en la posicién 2142 y 2143, o por mutacién por
transversion '8,

Estas mutaciones han permitido que la resistencia a la claritromicina sea cada vez més
frecuente, aunque de menor prevalencia: Malasia 0%, Corea 5,9%, Bangladesh 20.2 %
183 (Khan y cols; 2004), Croacia 21%, Portugal 22%, México 24%, Brasil 7%, en
Argentina 24%, y registros altos en el Peru del 50%. Tokio ha reportado mayor
frecuencia en nifios (42,9%) que en adultos (11,1 %).Segun un estudio de Rodriguez y
col, Colombia reporté en aislados clinicos resistencia de un 63.1%.* Es importante
mencionar que la resistencia a Cla ha ido en ascenso®’, como se ha observado en
Espafia con un incremento del 2.2% (1991 a 1993) al 20.9% ( 1994 a 1996) y 28.3% (
1997 a 1999) con un p <0.05, indicando que los mecanismos de resistencia de H. pylori

se estan fortaleciéndose cada dia mas. Es importante mencionar que segun Alarcéon et
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al., JCM 20038 |a resistencia a Cla disminuye con la edad, segun cifras que sefialan
prevalencias de resistencia del 45,4%, 30,2% y de 9.5% en nifios de 4 a 8 afios, 9 a 13
afos y de 14 a 18 afos respectivamente (p <0.05).

Al hacer referencia sobre el uso de terapia triple de erradicacién anti- H. pylori que
incluya IBP + Cla + Amx, es importante citar que la erradicacion es del 98% en

pacientes con cepas sensibles, y del 25% en aquellos con cepas resistente®”.

Figura No 2 Mutaciones en el dominio V de 23S rRNA de H. pylori relacionado
con resistencia a claritromicina
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3.9.1.3. Mecanismos de Resistencia Amoxicilina

La amoxicilina es una penicilina semi-sintética, con muy buena especificidad y potencia
dada por la estructura ciclica de su anillo beta lactamico, el cual inhibe la formacion de
la pared celular en bacterias en fase de crecimiento, al producir desequilibrio osmético
y lisis celular una vez ha sido internalizado por la unién a las PBP, o proteinas de unién
a la penicilina que posee la bacteria. Esta amino penicilina es de buena
biodisponibilidad por via oral por su buena absorciéon

gastrointestinal que le permite alcanzar buenos niveles en el plasma y menores efectos

gastrointestinales (Por Ej. Diarrea). La amoxicilina tiene un espectro de actividad
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antibacteriana superior al de la penicilina, si bien no es estable frente a las beta-

lactamasas!®® 188,

Le resistencia in vitro a Amx es muy escasa en los aislamientos clinicos de H. pylori y
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varia de acuerdo al sitio geografico™" (Megraud et al,.1999). Sin embargo, estudios

recientes describen un incremento en la prevalencia de la resistencia a Amx entre O -

30% en diversos paises™! 132 133

, en Corea existen registros de resistencia a Amx del
18.5 % en cultivos primarios, y del 31.3 % en cultivos secundarios. Varios estudios
preliminares en nuestro Pais, han reportado entre un 0% a 9.5% de resistencia a

Amx165, 166, 167

Las bacterias Gram-negativas frecuentemente se hacen resistentes a los R-lactdmicos
porque adquieren el gen de la R-lactamasa, ya sea en su DNA cromosomal o a través
de plasmidos. Sin embargo, a la fecha solo se ha reportado un estudio donde

demuestran la existencia de cepas de H pylori productora R-lactamasa®®® *9%1%%,

En H. pylori la proteina de union a la penicilina 6 PBP, es necesaria para formar su
pared celular. Esta proteina o blanco es inhibida por los antibiéticos betalactamicos al
fijarse o unirse a ellos. La PBP tienen funcién transpeptidasa en region C terminal,
donde sus motivos SAIK, SLN, KTC permiten unirse a las penicilinas como Amx,
evitando la biosintesis del peptidoglicano de la pared del H pylori y en efecto muerte
bacteriana.

La resistencia de H. pylori a Amx es basicamente por la disminucién de la
permeabilidad de la Amx en la membrana. Generalmente la resistencia a este
betalactamico estd dada por mutaciones puntuales en el gen pbpl-A, las cuales
Inhiben la unién del antibiético al producto génico PBP1A*. Las enzimas PBPs
descritas en H. pylori son PBP1, PBP2 y PBP3, importantes en la sintesis del péptido
glicano de la pared celular de H. pylori, que corresponden a los marcos de lectura
abierto (ORF) HP0597 (homodloga a la PBP1A de Escherichia coli), HP1556 (homdloga
a la proteina Ftsl) y HP1565 (homologa a PBP2 de H pylori) respectivamente, de

acuerdo a la notacion de la secuencia del genoma de H pylori 26695.
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Figura No 3. Mecanismo de resistencia de amoxicilina en H. pylori*®*
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La resistencia a amoxicilina de H. pylori estd enmarcada generalmente en la deteccion
de mutaciones del gen pbp 1A, por sustitucion de aminoacidos en las posiciones T438
M, de los motivos SKN 6 SNN, o en las posiciones Asn562—Tyr, 6 Ser414—Arg en la

191 (Rimbara y cols 2007). Ante el polimorfismo genético del gen

region transpeptidasa
pbp que genera variedad en secuencias de ADN, en diferentes cadenas de H. pylori.
Otros estudios recientes han detectado mutaciones por sustitucién de amino acidos en
posiciones Ast 362—Tyr en el gen pbplA. Pero algunos autores refieren datos no
consistentes, en estas mutaciones, ya que reportan que estas sustituciones no son
especificas de cepas resistentes, ya que se han detectadas también en cepas

sensibles®®!.

La resistencia a amoxicilina sucede no solo por mutaciones puntuales en el gen pbp,
sino también por sustituciones de bases nitrogenadas en genes hopB 6 hopC, que
interfieren en la transcripcion de las porinas HOPB y HOPC, implicadas en el flujo o

transito de Amx al citosol bacteriano.

Las alteraciones génicas en pbpl, pbp2, pbp3 evitan la transcripcion de las proteinas
de unién a penicilina PBP1, PBP2 y PBP3 respectivamente, inhibiendo la unién de

Amx a esta, e incrementando el fracaso terapéutico. Las mutaciones en los genes
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pbpl-A, esta determinada por varias sustituciones en la region transpeptidasa, como
236, 237,238

sucede en las posiciones Ser414—Arg, 6 Asn 562—Tyr, Asn 563—Tyr y en
menor grado las sustituciones de Thr356— Ser, Thr338— Ser, Gly595—Ser,

Ala369—Thr, Val374—Leu, Leu423—Phe y Thr Gly598— Ala®®,

Algunos autores refieren que estas mutaciones no son especificas de aislados de H.
pylori resistentes a Amx, ya que han sido halladas en cepas sensibles también, pero
aceptan que el poseer la sustitucion de Ser414—Arg en H pylori, es un factor de riesgo
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de resistencia a Amx—~ " (Rimbara y cols 2007). Realmente los mecanismos de

resistencia de H. pylori a Amx son aun controversiales.

3.9.1.3.1 Permeabilidad reducida en la membrana bacteriana:

En H. pylori se han descrito tres péptido glican sintetasas o Proteinas de Unién a la
Penicilina PBPs (PBP1, PBP2 y PBP3). En el C terminal de estas proteinas, existen
motivos de union a las penicilinas, como SAIK, SLN, KTC, que permiten unirse a los
betalactamicos como la Amx, evitando la biosintesis del peptidoglican de la pared del H
pylori. Mutaciones en estos sitios confieren resistencia a la Amx en H. pylori. Sin
embargo los reportes de la sustitucion de amino acidos en el gen pbp 1A, no son
consistentes, ya que el H. pylori es muy polimérfico genéticamente, el gen pbp tiene
variedad en sus secuencias de ADN, en diferentes cadenas de H. pylori.

Evidencias actuales de Okamoto et al**® demostraron que cambios en PBP1 en H pylori
estan involucrados en la resistencia a Amx, y que este fenotipo es transmitido a otras
cepas mediante transformacion genética. Ademas Rimbara y cols en el 2007 reportan
mutaciones en los genes pbpl, pbp 2 y pbp3, en la region transpeptidasa, mediante
multiples sustituciones de amino acidos (Ser —Arg) en los motivos de unién a la
amoxicilina (SAIK, SLN y KTG). Existe otro estudio similar donde se transforman cepas
susceptibles a Amx ATCC43504, con productos de PCR obtenidos por amplificaciéon
del gen pbpl de islotes resistentes a Amx TH517 y TH743, por cebadores pbpl F y

pbplR, logrando un porcentaje de mutacion de 0.03%.
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3.9.1.3.2 Bombas de eflujo multidrogas:

Generalmente los antimicrobianos ingresan a las bacterias a través de diversos
portales o canales de membrana, llamados porinas, como la OmpF*°. Este flujo de
antibioticos es alterado al ser inhibidas las porinas indirectamente por una proteina
reguladora positiva MarA, que estimula La expresién de los genes marA y marB %2,
implicados en el eflujo de los farmacos. Estos mecanismos de resistencia estan dados
generalmente por no expresion del gen marP que produce la proteina reguladora,
MarR. La proteina Mar R regula los mecanismos celulares al unirse al operon P de
resistencia multidrogas, inhibiendo expresién excesiva de bombas de eflujo MarAB,
evitando resistencia multiple a farmacos *°* (Eaves et al., 2004; Hans-Jorg et al., 2000;
Notka et al., 2002). Mutaciones de marR evitan su expresion y la actividad de la
proteina MarR posibilitando asi una expresion excesiva de la bomba de eflujo MarAB***

(Linde et al., 2000), proporcionando resistencia multiple a las bacterias %1%

Investigaciones actuales, ha demostrado que la sustitucion amimoacidos en los genes
hop B y hopC inhiben la produccién de las porinas HopB y HopC posibilitando eflujo de
la amoxicilina al interior de H pylori. Este mecanismos de eflujo complementa otras
formas de resistencia, como sustituciones del amino acido Ast362—Tyr detectadas en
las mutaciones de los genes pbpl (Rimbara y cols 2007), convirtiendo cada vez mas

resistente al H pylori *°%.

Ademas el H pylori usa bombas de eflujo implicando genes como hefA,hefD y hefG,
para codificar proteinas HefA, HefD y Hef G de eflujo respectivamente™®® ( Zhi-Qiang
Liu, Ping-Chang Yang 2008), provocando que H. pylori sobreviva a la exposicion a
diversos antibioticos como metronidazol, tetracyclina, erythromycina, penicillin G y

ciprofloxacina.

Al hacer énfasis en los mecanismos de resistencia de H. pylori a otros antibidticos
como la tetraciclina y quinolonas, estos son generados generalmente por mutaciones
puntuales en el gen rRNA 16S de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano®®’ y en el
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gen gyrA respectivamente. Ademas por la presencia de proteina de eflujo TetA **® ( Li
y Dannelly, 2006 ) o reduccién de la permeabilidad de la membrana de H: pylori*®® . La
resistencia a ciprofloxacina o la norfloxacina es generada por mutaciones puntuales en
genes gyrA y gyrB, que evitan la produccion de las proteinas blanco de la quinolona, la

B2, Estas mutaciones de

enzima ADN-girasa, formado por dos proteinas, GyrA y Gyr
las subunidades de la girasa parecen ser causa de un cambio de conformacion
suficiente de la enzima girasa de modo que reduce o pierde su afinidad por las

fluoroquinolonas®®
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer gastrico es la principal causa de muerte por neoplasias en Colombia, avala la
necesidad de contar con herramientas que permitan detectar factores de riesgo y
resistencia frente a esta patologia, cuya persistencia constituye riesgo vital para el
paciente. Por otra parte, el diagndstico bacteriol6gico y estudio de susceptibilidad a los
antimicrobianos no se realiza rutinariamente en nuestro pais, por no contarse con
personal entrenado, ni de disponer metodologias alternativas de uso habitual. Esto
implica que la erradicacion del microorganismo en un paciente se realice con terapias
empiricas y que generalmente fracasan, teniendo que repetirse o cambiarse e
incrementando asi el costo en salud para el paciente y para el sistema de salud al que
pertenece. La IARC al tener en cuenta al H. pylori como carcinégeno tipo | !, ha
centrado la atenciébn de numerosos grupos de investigacion, en el estudio de los
factores de virulencia bacterianos, susceptibilidad genética del hospedero y en el
posible papel de la erradicacién de la infeccion por H. pylori como una estrategia valida
de quimioprevencion del cancer gastrico, que exige disponer de medicamentos

eficaces que garanticen la erradicacién de la infeccion®® ™.

En Colombia co-existen regiones de alto (Montafias andinas) y bajo (Costas) riesgo
para el desarrollo de cancer gastrico. En la ciudad de Pasto (Narifio) el O.R para
desarrollo de cancer gastrico es 2,2 veces mayor que en Tumaco, IC 3. Esto se ve
reflejado en la frecuencia divergente obtenida en Pasto y Tumaco del diagndsticos de
gastritis no atréfica (9% vs 54%)3, asma intestinal (56% vs 19%) y displasia (17 vs 0%)
respectivamente. Por estas razones se han propuestos varios protocolos para erradicar
la infeccion por H. pylori de la mucosa gastrica, utilizando antibioticos (ATBs) con sales
de bismuto o inhibidores de bombas de protones como omeprazol y lansoprazol, segun
las recomendaciones hechas por el dltimo Consenso de Maastricht 2006 °°, que
ademas recomienda que el tratamiento sea simple, efectivo, de bajo costo y libre de

efectos secundarios.
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Aunque la meta es lograr la erradicacion del H. pylori por lo menos en 90% de los
pacientes tratados, pocos esquemas terapéuticos lo han logrado®® ®°. Los mejores
esquemas que logran por lo menos la erradicacion de la infeccién del 80%°® son las
triples, como el esquema de Omeprazol, Claritromicina y Amoxicilina ( OCA), debido a
los pocos efectos secundarios que produce, porque es mas simple de administrar, y
proporciona elevados porcentajes de erradicacion. Sin embargo, la duracion del
tratamiento no esta bien definida. Se han evaluado esquemas de 7, 10 y 14 dias con
resultados diversos®® "°. Los esquemas de 14 dias reportan erradicacién hasta de un

93%*"°, raz6n por la cual se suministré en los pacientes de este estudio.

Es importante tener en cuenta que el fracaso terapéutico depende de varios factores,
como el abandono del tratamiento por el paciente, la pronta reinfeccion de los
pacientes tratados con éxito, a la existencia de cepas resistentes a los ATBs, 0 a una

combinacion de las tres causas anteriores®2.

Conocer a fondo los perfiles de susceptibilidad a los antibioticos, es importante en
areas de alta prevalencia de la infeccion®®. Sin embargo, hasta la fecha ningtin estudio
se ha enfocado en la evaluacién del valor predictivo de la sensibilidad in vitro vs
erradicacion del H. pylori en habitantes de zonas de riesgo para desarrollo de cancer
gastrico. En Colombia actualmente no se conoce la asociacion existente entre
resistencia antimicrobiana de H. pylori, virulencia y la erradicacion de la infeccién,
debido a que no existen criterios estandarizados para evaluar la susceptibilidad a los
antibiéticos amoxicilina y claritromicina, ni se usa un esquema terapéutico ideal °% 8
Es indispensable conocer y entender la manera: ¢Como se asocian los patrones de
susceptibilidad antibiética con los factores de erradicacion en poblaciones que tienen
riesgo de cancer gastrico?, como Tuquerres (Alto riesgo) y Tumaco (bajo riesgo), con
incidencia de cancer gastrico de 150 por 100.000 40 por 100.000, respectivamente®*
ambas poblaciones con la infeccién por H. pylori altamente prevalente®. Este contraste
establece una oportunidad Unica, para que prospectivamente se complementen estas

asociaciones, para explorar otros factores que justifiquen tal diferencia como resultado
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de la infeccion. El entendimiento de este fendmeno puede contribuir a aclarar el

proceso de carcinogénesis y al disefio de estrategias para su prevencion.

Ante el desconocimiento de los patrones de susceptibilidad de H. pylori en nuestro
pais, es una de las razones por las que este estudio tiene como objetivo determinar la
respuesta antimicrobiana de H. pylori in vitro obtenidos a partir de mucosas gastricas
de pacientes provenientes de zonas de alta prevalencia a la infeccion por H. pylori,
Tumaco, para dilucidar la situacion actual de nuestra poblacion frente a la infeccion por
H pylori, y poder sugerir de manera mas precisa los esquemas propios de tratamiento.

La pregunta concreta de esta investigacion es:

¢Existe alta prevalencia de resistencia antimicrobiana en aislados de H pylori
obtenidos a partir de biopsias de pacientes con gastricas cronica provenientes de
poblacion de bajo riesgo a cancer gastrico?

¢, Cual es la eficacia terapéutica del tratamiento triple OCA en la poblacion de bajo

riesgo a cancer gastrico?

Estas preguntas permitieron formular como la siguiente hipétesis de este trabajo de

investigacion:

" La resistencia in vitro a Amx y Cla de H. pylori, predice la pérdida de eficacia del

esquema triple OCA en pacientes con gastritis cronica asociada con la infeccién por H.

pylori”.
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5. JUSTIFICACION

La erradicacion de H. pylori de la mucosa gastrica humana, ha sido un reto para la
comunidad cientifica, ya que el papel de este patdogeno parece cambiar su grado de
virulencia, quizas por influencia epigenética aun no clara, como la presion de la bacteria
dada por antimicrobianos, permitiendo relacionar el tratamiento de la infeccion con el
cuadro patologico. Diferentes factores relacionados con el H. pylori pueden afectar su
erradicacién, como su sensibilidad antimicrobiana y sus marcadores de virulencia®®.
Dentro de las pautas empleadas en el tratamiento de H. pylori, claritromicina,
amoxicilina y tetraciclina son los antibiéticos méas usados, y dependen de la
combinacioén de los mismos, dosis y su duraciéon®. En este estudio se escogieron los
antibioticos amoxicilina y claritromicina, debido a que estos antimicrobianos junto con el
omeprazol, como |.B.P, han sido considerados como un esquema triple erradicador
eficaz entre un 90% al 97%, segun lll Consenso de Maastricht 2006. Ademas la
combinacion de metronidazol, claritromicina resistentes y un |.B. P como omeprazol,
pueden fallar en la erradicacién de la infeccién hasta en un 100%°%, falla que
disminuye si se mezclan estos antibioticos con ranitidina, razones por las cuales en

este estudio no se uso.

El fracaso en la erradicaciéon de H. pylori es alta en paises en desarrollo, y varia por
area geografica®’ por esto es esencial tener conocimiento sobre los perfiles de
susceptibilidad y las variaciones en los indices de resistencia a claritromicina y
metronidazol, y en menor escala a amoxicilina y tetraciclina ya que el conocimiento de
la concentracion inhibitoria minima (CIM) de estos antibiéticos in vitro, puede explicar el
éxito o el fracaso de los antibidticos utilizados en los diferentes regimenes
erradicadores de H pylori en una poblacién. Es esencial tener conocimiento sobre los
perfiles de susceptibilidad a los antibidéticos propuestos en estos regimenes
terapéuticos para asegurar su éxito. Los puntos de corte propuestos para la
claritromicina son: para las cepas sensibles de < 0,25 ng/ml, para las cepas resistentes
de = 1 ng/ml y para las cepas intermedias de 0,5 ng/ml. Con estos puntos de corte se
han obtenido excelentes valores predictivos en el éxito de la triple terapia con un IBP,
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claritromicina y amoxicilina. No existen criterios estandarizados para otros antibiéticos
como la amoxicilina, tetraciclinas, rifabutina y levofloxacino®® (Castro y cols., 2009). En
Colombia hay limitada informacién de la prevalencia de resistencia a los diferentes
antibioticos anti- H. pylori y no se ha profundizado en el estudio de la asociacion
descrita entre susceptibilidad antimicrobiana y erradicacion.

El desconocimiento de los patrones de susceptibilidad bacteriana en nuestro pais, es
una de las razones por las que este estudio se justifica, al tener como objetivo
determinar la respuesta antimicrobiana de H. pylori in vitro obtenidos a partir de
mucosas gastricas de pacientes provenientes de zonas de alta prevalencia a la
infeccion por H. pylori, como la poblacién de Tumaco.

En consecuencia, el conocimiento de la susceptibilidad antibiética de cada aislado
clinico tiene importancia para la toma de decision en el esquema de erradicacién a
utilizar para la infeccion por H pylori. El Ministerio de Proteccion Social y el Ministerio
de Salud, han recomendado investigar la presencia del H. pylori, en todos los pacientes

con Ulceras pépticas, y manejarlas con tratamiento erradicador'®:,

Es importante denotar que los resultados obtenidos en este estudio permitiran
contribuir al disefio de tratamiento de erradicacion de la infeccién en ésta poblacion;
ademas de complementar los hallazgos del trabajo macro de investigaciéon
"Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de H. pylori en
pacientes con gastritis crénica’, actualmente en ejecucion, donde se comparard los
perfiles de resistencia bacteriana y de virulencia en dos poblaciones de contraste a
riesgo a cancer géastrico; ademas fortalecera al Grupo Registro Poblacional de Céancer
de Cali, al Departamento de Patologia de la Universidad del Valle, donde se desarrollo
este trabajo de investigacion. También permitira disefiar nuevos proyectos de
investigacion que complementaran estos estudios como deteccion de mutaciones

puntuales de genes relacionados con resistencia antimicrobiana de H. pylori.

71



6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERALES

o Determinar la respuesta antimicrobiana de Helicobacter pylori aislado a
partir de biopsias gastricas en pacientes con gastritis cronica provenientes

de zona de bajo riesgo a cancer gastrico.

o Evaluar la eficacia terapéutica del esquema triple sugerido por Maastricht
2006 en pacientes con gastritis crénica provenientes de Tumaco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estimar la frecuencia de resistencia a claritromicina y amoxicilina in vitro
de Helicobacter pylori en biopsias de antro y cuerpo gastricos
provenientes de poblacion de bajo riesgo para cancer gastrico, Tumaco-

Narifio.

o Determinar la relacion entre respuesta antimicrobiana a amoxicilina y
claritromicina in vitro y la eficacia terapéutica en pacientes con gastritis

crénica de Tumaco- Narifio
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7. MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de descriptivo, comparativo y a simple ciego con 203 adultos con
gastritis cronica procedentes de Tumaco, para determinar la prevalencia de la infeccion
y de resistencia antimicrobiana de H. pylori en los Laboratorios de Biologia Molecular,
Histopatologia y Microbiologia del Departamento de Patologia de la Universidad del
Valle.

7.1. Tipo de estudio:
Este es un estudio descriptivo, de prevalencia con un tamafio de muestra de 203

pacientes provenientes de Tumaco-Narifio.

7.1.1. Célculo de Tamaifio de muestra:

Teniendo en cuenta la prevalencia promedio de Helicobacter pylori de 79.0% en la
poblacién de Tumaco, con un poder del 80% y una pérdida del 10%, el numero
calculado como tamafio de muestra por conveniencia es de 203 pacientes, segun
estudio Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de

H. pylori en pacientes con gastritis cronica’, actualmente en ejecucion.

7.2. Poblacion de estudio

Los datos se obtuvieron de 203 pacientes procedentes de Tumaco, municipio con
166.000 habitantes, con actividad econ6mica enmarcada principalmente en la pesca,
agricultura y turismo; con clima tropical himedo, temperatura ambiente promedio de

28 °C, siendo una de las regiones mas lluviosas del mundo.

Los pacientes de este estudio fueron seleccionados en consulta externa del Hospital de
San Andrés de Tumaco - Centro asistencial nivel Il, donde acuden la mayoria de
pacientes del oeste del pacifico narifiense - a quienes por padecer sintomas de

dispepsia por conducta diagnostica, se les ordeno endoscopia digestiva. Estos
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pacientes de ambos sexos y con edades entre los 18 a 65 afios, pertenecen a todos los
estratos socioeconémicos.
7.2.1. Criterios de seleccion.

7.2.1.1. Criterios de inclusion
Hombres y mujeres adultos entre los 18 a 65 afios de edad, que vivan en Tumaco y
asistan a consulta externa del Hospital de San Andrés de Tumaco, con sintomas de
dispepsia, a quienes se les sugiere como conducta diagndstica o terapéutica la

realizacion de una endoscopia digestiva superior por parte del médico tratante.

7.2.1.2. Criterios de exclusion:
e Paciente con cancer, o enfermedad avanzada de pulmén, higado 6

corazon.

e Paciente con desordenes de coagulacion o con administracion de

medicamentos con anticoagulantes.

e Paciente que estuviera recibiendo terapia especifica contra H.
pylori, o medicamentos inhibidores de bomba de protones y/o

bismuto dentro de las cuatro semanas antes de la endoscopia.
e Pacientes con gastrectomia previa.

e Personas incapaces de entender los términos o que se rehdsen a

firmar el consentimiento escrito.
¢ Prisioneros o individuos en otra forma de reclusion.
e Mujeres embarazadas.
e No acepte las recomendaciones de tratamiento y seguimiento.

7.3 Recoleccion y preparacion de muestra.

Para cumplir con el primer objetivo:
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Se recolectaron 4 muestras gastricas (dos de antro y una de cuerpo) para aislar H.

pylori y poder determinar la susceptibilidad a amoxicilina y claritromicina.

Para cumplir con el segundo objetivo se tomaron 4 biopsias géastricas (dos de antro y
dos de cuerpo), para poder realizar los analisis histopatoldgicos. Para poder determinar
la eficacia terarapéutica del tratamiento triple OCA-2, se suministro este tratamiento.
Seis semanas posteriores se les tomd una prueba en aliento detallada posteriormente

en metodologia.

7.3.1. Procedimiento de endoscopia y biopsias.

Los pacientes fueron reclutados en consulta externa en el Hospital San Andrés de
Tumaco, quienes después de haber firmado de manera consciente el consentimiento
informado, se les tomaron por prescripcibn médica las biopsias gastricas por

endoscopia.

Los pacientes fueron registrados en la base de datos, mediante un nimero 6 cédigo de
identificacion con la sigla SV (Susceptibilidad Virulencia) y la numeracion desde 001
hasta 206. Hubo tres pacientes que se excluyeron por no cumplir a cabalidad las
recomendaciones postuladas. A cada paciente se le hizo una encuesta que incluia
datos demograficos. Anexo No.1. Un vez presentado el paciente en ayunas a consulta
externa y después de la encuesta socio demogréfica, un gastroenterélogo
experimentado con la ayuda de personal asistencial, obtuvo siete biopsias de mucosa

gastrica por endoscopia digestiva. Figura No 4.

Las muestras obtenidas fueron conservadas de la siguiente manera:

1. Para analisis microbiol6gicos y pruebas moleculares (urea A) las biopsias

gastricas se conservaron en tioglicolato con glicerol al 25%:
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1.1 Dos muestras de mucosa gastrica antral.
1.2 Una muestra de mucosa gastrica corporal.

2. Para analisis histopatoldgico: Se conservaron en formol salino al 10%:
2.1 Dos muestras de mucosa gastrica antral.
2.2 Dos muestras de mucosa gastrica corporal.

Figura No 4. Topografia de la procedencia de las biopsias gastricas tomadas mediante

endoscopia a pacientes con gastritis cronica procedente de Tumaco.

Antro: Cuerpo
1: Curvatura menor 4: Curvatura menor
2: Curvatura menor a 3 cm de piloro 7: Curvatura mayor a 10 cm del cardias

5y 6: Curvatura mayor a 3 cm del piloro. 8: Curvatura mayor
3: incisura angularis. 9y 10: Pared anterior media

Fuente: Laboratorio de Patologia Universidad del Valle.

7.3.2 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

7.3.2.1 Transporte y congelacion de biopsias gastricas:
Las biopsias gastricas conservadas en formol salino y tioglicolato-glicerol al 25%,
fueron enviadas con su forma de remision respectiva desde Tumaco hacia el
Laboratorio de Microbiologia, Histopatologia y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia de la Universidad del Valle, en neveras portatiles y en nitrégeno liquido

respectivamente. Posteriormente se clasificaron y ordenaron en cajas numeradas,
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donde se especificd la ubicacion de cada biopsia para ser conservadas a -70 °C, en
congelador REVCO (Kendrolab. Product ULT 2586-SA37), para preservar la cadena
de frio.

7.3.2.2 Procedimientos de histopatologia:

Para andlisis histopatolégicos se procesaron cuatro biopsias gastricas procedentes de
curvatura menor, mayor, antro y cuerpo, conservadas en formol salino al 10%, segun
protocolo especificado en anexo No. 2. Cada fragmento o biopsia obtenida para
evaluacion histopatoldgica fue fijada, procesada y examinada separadamente, con un
protocolo de deshidratacion de 2 horas, seguido de inclusién en parafina en bloques
individuales en las siguientes 24 horas. Durante el proceso de inclusion en parafina los
fragmentos fueron cuidadosamente orientados para que el plano de la mucosa quedara
perpendicular a la superficie de corte, garantizando una apropiada evaluacion de todo
el espesor de la mucosa. Posteriormente se realizaron tres cortes de 6 um de grosor.
Luego se colocaron en portaobjetos previamente lavados con alcohol &cido, tres
secciones o0 cortes de mucosa, para luego ser fijados durante la noche a 56 °C.
Después de este procedimiento estas placas fueron coloreadas con hematoxilina y
eosina (H&E), y con coloracién de Giemsa modificado®®® (Madan E KJ y cols, 1988)
para detectar la presencia de H. Pylori. Los casos negativos se colorearon con Steinner
modificado®®’. Finalmente se evaluaron individualmente mediante microscopia de luz
siguiendo los criterios diagnésticos descritos por la escala visual analoga de Dixon’
(Dixon MF y cols. 1996). La evaluacion microscopica determiné el tipo de gastritis y la
respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica mediante la escala de Sydney. Los
resultados fueron registrados en una base de datos que incluia aspectos relativos para
cada paciente, y diagnostico por cada fragmento.

7.3.2.3 Procedimientos microbioldgicos:

Las biopsias gastricas se registraron en un formato de registro de cultivos que incluia
datos como: Dias de incubacion, calidad de crecimiento, clase de contaminacion,
identificacion, conservacion y susceptibilidad bacteriana. Una vez registradas las
muestras gastricas de antro curvatura menor clasificadas como biopsias No.1 se
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sembraron por triplicado en agar Columbia con 10% de sangre de cordero y con
suplemento (Oxoid, H pylori Selective Suplement SR0147E: Vancomicin 5.0 mg,
Trimetoprim 2.5 mg, cefsulodin 2,5 mg y anfotericina 2,5 mg), Los cultivos se incubaron
a 37° C en atmosfera microaerofilica durante diez dias. Teniendo en cuenta que H.
pylori es una bacteria de crecimiento lento, cada caja de Petri fué evaluada a partir del
tercer dia de incubacion, sin omitir el registro diario de los resultados obtenidos de cada
siembra individualmente, indicando el dia de contaminacion, el dia y calidad del
crecimiento, los repiqgues necesarios Yy la identificacion y susceptibilidad.
Simultdneamente los resultados fueron registrados en el formato sefialado

anteriormente.

7.3.2.4. Aislamiento de H. pylori.

El cultivo es un método diagndstico muy sensible (85%) y especifico (96%) para
detectar la infeccién por H pylori, principalmente en muestras procedentes de pacientes

con cancer gastrico®.

Después de haber registrado las muestras en los formatos de cultivos, y de haber
descongelado los fragmentos de mucosa gastrica, se procesaron para el aislamiento

primario de Helicobacter pylori, de la siguiente forma:

1. Maceracién y homogenizacion de biopsia gastrica con ayuda de macerador
eléctrico (Peller Pestle — Mott — Kontes) y bolillos plasticos en 200 pl de solucién
salina 0.89% en tubo estéril eppendorff durante un minuto.

2. Siembra por agotamiento del macerado impregnado en el bolillo en la primera
caja de Petri con agar Columbia con 10% de sangre y con suplemento

preparado y rotulado con el nimero de la biopsia correspondiente.

3. Siembra por agotamiento con asa calibrada de 10 pl desechables del macerado
obtenido en los dos medios selectivos restantes. El macerado restante de las

biopsias gastricas fué congelados a -70 °C inmediatamente.
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4. Incubacion inmediata (5 -6 % de 02, 8-10% CO2 y 80-85% N2) durante diez
dias.

5. Realizacién de la prueba de ureasa a partir del macerado en tubo de Nunck con

urea al 10%.
6. Conservacion inmediata a -70 °C del macerado gastrico sobrante

Se utiliz6 como cepa control positivo la cepa ATCC 43504, considerando puntos de
corte de CIM como sensible al crecer a concentraciones < 0,015 mg/L; y como
resistentes las cepas que crecen a concentraciones > 0,12 mg/L tanto para
claritromicina, como para amoxicilina’®,

A toda UFC (unidad formadora de colonia) cuya morfologia fuese tipica del género
Helicobacter, se le identific6 como de la especie pylori al ser positiva para las pruebas
de identificacion: Ureasa, catalasa, oxidasa y coloracion de Gram. Una vez
identificados los aislados de H. pylori se conservaron en PBS (para pruebas
extraccion de ADN para pruebas moleculares) y en tioglicolato- glicerol 25%(para
activacion posterior de la bacteria). Ademas se le realizaron repiques por triplicado en
agar sangre sin suplemento a aquellos aislados de calidad escasa de crecimiento. En
los casos donde no hubo crecimiento o fué muy escaso en la biopsia No.1, se utilizé la
biopsia No 6 de la curvatura mayor del mismo paciente para un nuevo intento de
aislamiento de H. pylori. Si la situacion persistia se intentdé de igual manera el
aislamiento con la biopsia de cuerpo gastrico No. 8. Una vez identificado el aislado
como H. pylori, se les practicaron las pruebas de susceptibilidad a amoxicilina y
claritromicina, mediante el método de diluciébn en agar detallado en el anexo No 3.
Simultdneamente, para preservar los aislados se tomaron alicuotas, en medio liquido
de tioglicolato por duplicado, y en Buffer Fosfato Salino 6 PBS para extraer el ADN
gendmico, para realizar las pruebas moleculares necesarias para otros estudios de
investigaciones en curso. Los aislamientos de H. pylori, con calidad muy escasa o con
muy pocas colonias se repicaron por triplicado en agar sangre sin suplemento para

reproducir su crecimiento.
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Criterios para identificar colonias de H. pylori:

Se consideraron aislados positivos para H. pylori los que presentaron colonias
pequefias traslucidas, no hemoliticas, convexas de 1- 2 mm de diametro, con reaccion
positiva para ureasa, catalasa y oxidasa, y que microscépicamente fueron bacilos Gram

negativos curvos 6 espiralados.

7.3.2.4.1 Pruebas de identificacion:

Las pruebas de ureasa, catalasa, coloracibn de Gram y oxidasa, se detallan a

continuacion:

7.3.2.4.1.1 Prueba de Ureasa: °’

A los macerados sobrante post siembra de las biopsias gastricas, se les realizé la
prueba de ureasa en tubo Nunc con 2 ml de solucién de urea al 10% con rojo de fenol
como indicador de pH 6 indicador de la enzima. Foto No.1, interpretadas cada minuto
durante los primeros cinco minutos, y una lectura final a los 20 minutos. Los resultados
fueron registrados en el formato respectivo, considerandose como positivas las
muestras que se tornaron de color fucsia durante la prueba. Esta prueba fue realizada

de igual manera a los aislados obtenidos de los cultivos de las biopsias gastricas.

Foto No.1 Prueba de Ureasa:
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7.3.2.4.1.2 Prueba de Catalasa (Van Hazel et al., 1996) %" 23,
Sé colocd un in6culo del aislado de H pylori en lamina portaobjeto estéril y se
adicionaron dos gotas de peréxido de hidrégeno al 10% y se interpreté como positiva

la inmediata formacion de burbujas. Foto No.2.

Foto No.2 Prueba de Catalasa®®’.

Reaccion negativa y positiva, realizada en solucion de urea al 10% a partir de
macerado gastrico en el laboratorio de Microbiologia, Departamento de Patologia,
Universidad del Valle. Cali Julio 2009

7.3.2.4.1.3 Prueba de oxidasa: Método Difco: P-aminodimetilamilina

Se extendié con un asa de argolla un inéculo de aislado de H. pylori sobre un papel de
filtro de 3x3cm impregnado con reactivo de Kovacs en una lamina portaobjeto. Se
consideraron positivos los aislados que se tornaron de color violeta pasados los 5 a 10

segundos. Foto No 3.

Foto No 3. Prueba de oxidasa®®’

Reaccion positiva de inéculo de H. pylori aislado en el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Patologia de la Universidad del Valle. Cali 2010
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7.3.2.4.1.4 Coloracién de Gram 2%’

Esta coloracion se realizo posterior a la fijacion del extendido del in6culo aislado de H.
pylori con los reactivos de violeta de genciana, lugol, alcohol acetona y fuchina basica.
Posterior a esta coloracién los extendidos fueron leidos por microscopia en
(microscopio Olympos binocular) con objetivo 40X y 100X. Los resultados de cada
aislado fueron registrados en los formatos de cultivo. El control de calidad de la
coloracion de Gram se realizé semanalmente, usando cepas control ATCC43504 de H.

pylori como control positivo.

Después de identificar quimica y microscopicamente los aislados de H pylori, se
realizaron las pruebas de susceptibilidad a claritromicina y amoxicilina (Amx y Cla)
mediante el método de dilucion en agar. La susceptibilidad antimicrobiana fue
evaluada determinando la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los antibiéticos
propuestos, segun las guias desarrolladas por el Comité del Instituto de Estandares de

Laboratorio americano (CLSI) %",

7.3.2.5 Preparacién de soluciones de trabajo de antibiéticos Amx y cla
Es importante resaltar que antes de diluir los antibiéticos en las cajas de Petri ( 55 x

14mm), con Muller Hinton (M.H), se prepararon soluciones de trabajo (ST) de los

antibidticos Amx y Cla, de la siguiente manera:

Se pesaron 50 mg de Amx y Cla por separado.

o Luego se midieron volimenes en probetas de 50 ml de agua destilada

estéril y metanol, solventes para Amx y cla respectivamente.

o Se mezclaron en vortex con magneto estéril, para lograr una solucion

madre de concentracion de 1 mg/ml 6 1000 pg/ml.

o Luego se diluyeron estas soluciones 1:10, usando 100 ul de la solucion

stock de 1 mg/ml en 900 pul de los solventes mencionados para Amx y cla
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(buffer fosfato y metanol respectivamente), para obtener una
concentracion final de 0.1mg/ml 6 100 pg/ml. de cada antibiotico. Anexo
No 4.

o Posteriormente se filtraron 10 ml de cada solucion de trabajo ST de 10
pg/ml con filtro de 0.22 p de didmetro de poro en tubos estériles.

o Finalmente se realizaron alicuotas de 1 ml de cada ST de 10 pug/ml en
tubos estériles Nunc, y se conservaron durante una semana a -20 °C,

para asegurar la estabilidad del antimicrobiano.

7.3.2.5.1. Célculo de volumen necesario para cada caja de Petri con Mueller

Hinton y sangre de cordero al 10%

Para saber cuantos micro litros del in6culo bacteriano debian afiadirse a cada caja de
Petri con M.H.S y obtener las diluciones de los antibioticos deseados, se partio del
calculo inicial del volumen (ul) requerido a partir de la solucion madre de 1000 pg/ml,
con la siguiente férmula:
ViCl=V2C2

Donde:

C1= Concentracién de solucion madre: 1000 pg/ml.

V1= Volumen requerido en pl de solucion de trabajo necesario para un volumen de

5.0 ml de agar M.H.S agregado a la caja de petri.
V2= Volumen de agar afiadido a cada caja de petri: 5.0 ml de agar M.H.S.

C2= Concentracién de solucion deseada en pg/ml.

V1=5mlx 1 pg/ml=0.005 ml =5 pl.
1000 pg/ml

De tal manera que es necesario para lograr una concentracion de 5 ug/ 5ml 6 de 1
pg/ml usar 5 pl de solucion madre diluido en 5.0 ml de agar M.H.
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Con estos célculos se lograron los volumenes requeridos para obtener las diluciones
0,25,0,5,1,0, 2,0y 4,0 ug/ml de cada antibiético, partiendo de la concentracion de la
solucion de trabajo (ST) detallada anteriormente de 100 pg/ml, para obtener la

concentracion final deseada del antibiético:

1. Para obtener la concentracién de 0.25 pg/ml:

V1=5 ml x 0.25 pg/ml = 0.0125 ml = 12.5 pl
100 pg/ml

2. Para obtener la concentracién de 0.5 pg/mi:

V2=5ml x 0.5 pg/ml = 0.025 ml = 25 pl.
100 pg/ml
3. Para obtener la concentracion de 1.0 pg/mil:

V3=5ml x 1.0 pg/ml = 0.05 ml = 50 pl.
100pg/ml

4. Para obtener la concentracion de 2.0 pg/ml:

V4=5 ml x 2.0 pg/ml = 0.200 ml = 100 pl.
100 pg/ml

5. Para obtener la concentracién de 4.0 ug/mi:

V5=5 ml x 4.0 pg/ml = 0.200 ml = 200 pl.
100 pg/ml
Resumiendo, los volumenes que usamos en cada caja de Petri para lograr las
concentraciones de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 ug/ml que se usaron en este estudio fueron
respectivamente de: 12.5 pl, 25 pl, 50 pl, 100 pl y 200 pl. Tabla No. 10.

7.3.2.6. Preparacion de medios M.H.S en cajas de Petri parala CIM

A cada inb6culo se le evalué la CIM en las cinco concentraciones de antibibtico
mencionadas anteriormente, en medio M.H.S Es importante aclarar que el uso de

sangre de cordero al 5 - 10% facilita la lectura de las colonias.
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Teniendo en cuenta las técnicas de bioseguridad y de asepsia recomendadas por el
CLSI, segun las buenas practicas de laboratorio, usando todos los medios de
proteccion y mechero encendido, teniendo la precaucion de no flamear los tubos
Nunck con alicuotas de cla, para evitar accidentes por la presencia del metanol
(solvente usado para este antibidtico), y sembrando la dilucion del aislado por
duplicado, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

o Rotulacion de cada caja de Petri con las diluciones sucesivas de cada
antibidtico: 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 pg/ml.

. Se afadieron a cada caja de Petri, los volimenes calculados de cada
antibidtico de: 12.5 pl, 25 pl, 50 pl, 100 pl y 200 ul segun cada

concentracion del antibiético.

. Inmediatamente se agregaron 5.0 ml de M.H.S. entre 50 a 55 °C. y se
homogeniz6 correcta y ligeramente cada caja de Petri con el medio y el

antibiético correspondiente.

Se tuvo en cuenta que cada caja de Petri con la mezcla agar- antibiético alcanzara una
profundidad de 3-4 mm, segun recomendaciones dadas por el CLSI.

Como control de la preparacion de las soluciones de antibi6tico y las condiciones de la
CIM se utilizé cepa de referencia Helicobacter pylori ATCC 43504, considerando puntos
de corte de CIM como sensible al crecer a concentraciones < 0,015 mg/L; y como
resistentes las cepas que crecen a concentraciones > 0,12 mg/L tanto para

claritromicina, como para amoxicilina®" 2%’.
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7.3.2.7. Preparacion y siembra del in6culo bacteriano.

El in6culo de H. pylori usado fue obtenido a partir de aislados no mayores de 72 horas
de incubacién en ambiente microaerofilico, con 10% de CO2, y 5% de O2 y a 37 °C,
para evitar usar formas cocoides de H. pylori, formas bacterianas facilmente
resistentes a los antibioticos.
7.3.2.7.1 Ajuste del inoculo al patrén No. 2.0 de Mac Farland
A partir de un cultivo fresco (72 Horas) se tomaron varias colonias de H. pylori y se
suspendieron en un tubo Eppendorf con 300 pl de solucién salina al 0.89% para ser
ajustadas con escala de Mc Farland 2 (1x 10’ a 1 x 10® UFC/ ml). Para esto se
comparé cada tubo contra el fondo de tabla delineada como contraste. Se agitdé muy
bien el estdndar de turbidez antes de proceder a la comparacion. Para asegurar la
concentracion del indculo, s determing a cada uno la densidad 6ptica de 0.243 £+ 0.020
(Espectrofotémetro ELX 800 Biotex instrumental) correspondiente a la concentracion de
Mac Farland 2 con filtro de 630 nm.
7.3.2.8. Siembra de los in6culos de H. pylori (Fig. 5)

Una vez ajustados los inéculos, se agregaron de la suspension del inoculo, 4 ul a cada
caja de Petri con menor dilucién de los antimicrobianos Amx y Cla. Posteriormente se
incubaron en atmosfera microaerofilica y a 37 °C, durante 72 horas. Como controles se
usaron:

- Medio Mueller Hinton con Sangre de cordero al 8% (MHS) sin antibiético

- Una serie de cajas con MHS y las diluciones especificas de los antibiéticos para

la cepa control ATCC 43504 (entre 0.012 y 0.015).

Recomendaciones llevadas en procedimientos microbiolégicos:

o No invertir ni inclinar las placas hasta que la micro gota de in6culo se

haya absorbido.

o Verificar que todas las placas estén secas antes de la siembra.
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Sembrar desde la menor concentracion de antibiético para reducir el
efecto “carry over’” o arrastre de concentraciones del antibidtico de

mayores a menores concentraciones.

Inocular una caja control de viabilidad al finalizar la serie (Caja de Petri sin
antibidtico), para confirmar la no contaminacion 6 un significativo efecto
de residuales del antibiético durante el procedimiento que disminuya la

viabilidad de los aislamientos.

Las cajas de Petri inoculadas deben mantenerse a temperatura ambiente

hasta que el agar absorba el indculo, maximo durante 2 minutos.

Verificar siempre las condiciones microaerofilicas o de atmésfera del
cultivo con bajo contenido de O2 y al menos 10% de CO2 (5% 02, 10%
CO2, 85% N2).

Leer los valores de CIM de cepa control ATCC 43504 para Amx y Cla
teniendo en cuenta que los valores de CIM de la cepa control deben estar
siempre dentro del rango de concentraciones establecido por la CLSI para
poder validar los resultados de CIM con cada uno de los antibiéticos.

Hacer las lecturas de la CIM con la luz directa.

No se debe considerar el desarrollo una tenue pelicula causada por el

depdsito del indculo.

7.3.2.9 Criterios de Resistencia de aislados, puntos de corte e interpretacion:

Los aislados fueron considerados resistentes a claritromicina y amoxicilina cuando la

CIM fue mayor o igual a 1 mg/L (=1 mg/l). Es importante aclarar que segun Castro y

cols 2009, los pardmetros de resistencia a amoxicilina ain no estan establecidos o

estandarizados en el mundo, aunque muchos autores utilicen un CIM de 0.5 mg/l 6

igual a 1mg/l (=1mg/l). Los aislados clinicos se consideraron sensibles cuando la CIM

fue menor o igual a <0,5 mg/I.
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7.3.2.10 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de

Los aislamintos de H. pylori.

Para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de H. pylori se utiliz6 el método de
dilucién en agar (Ramirez Ramos y Robert H. Gilman, 2001), teniendo en cuenta que la

207 a5 definida como la menor concentracion del

concentracion inhibitoria minima (CIM)
antibiotico que inhibe completamente el crecimiento bacteriano (ausencia de colonias).
Se utilizaron cajas de Petri con Muelle r- Hinton (Oxoid) suplementado con 10% de
sangre desfibrinada de cordero (M.H.S) con concentraciones de los antibiéticos de
0,25, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 pg/ml, por duplicado, segtn estudios preliminares®” %’ Anexo
No 3, con estandar de Mac Farland 2 segun tabla visual delineada, para obtener
indculos entre 10’ a 10® UFC/ml. Este patréon de turbidez de Mc Farland fue

homogenizado cada vez que se uso6 para ajustar inoculo.

Cada inéculo fue diluido en 250 pl de solucion salina al 0.89% y ajustado visualmente
mediante la tabla delineada de Mc Farland. Para comparar el ajuste visual de los
indculos usados en con Mc Farland 2, se tomaron treinta aislados mas obtenidos a
partir de la biopsia de antro curvatura mayor, y se validé al comparar las lecturas de
las densidad O6ptica usadas tanto por el método con tabla visual delineada como
lecturas del in6culo por espectrofotometria. Estas densidades 6pticas fueron leidas en
un espectrofotometro ELX 800, a una absorbancia de 630 nm. Es importante aclarar
que el método de ajuste del in6culo bacteriano hecho por espectrofotometria, fue
estandarizado mediante una curva de tramitancia espectral con solucién salina 0.89%
y concentraciones de Mc Farland entre 0.5 a 3.con filtros de 450, 490 y 480-630 y 630
nm de cada solucién del inéculo. El ajuste a Mc. Farland 2 del in6culo ideal obtenido,
fue el encontrado a una densidad 6ptica de 0.243 £ 0.020 (Espectrofotdmetro ELX 800
Biotex instrumental) correspondiente a la concentracién de Mac Farland 2 (1x 10" a 1 x
10® UFC/ ml) con filtro de 630 nm. Posterior al ajuste del inéculo diluido se tomaron 5
pl de este con pipeta automatica y se sembraron por agotamiento en cada caja de petri
con M.H. S con la concentracion respectiva del antibiético. Ver Foto No 6. Después de
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tres dias se hicieron las diferentes lecturas de la CIM y se compararon. Ver
recomendaciones de Megraud y cols, 2007, tabla No 11.

Figura No. 5 Método de Dilucién en agar de Amoxicilina y claritromicina para evaluar
susceptibilidad de H. pylori.

Los resultados obtenidos fueron registrados en formatos de cultivo respectivos. Anexo
No.5.

7.3.2.11 Suministro de tratamiento triple OCA

Una vez diagnosticada la presencia de infeccién por H. pylori mediante histopatologia,
los pacientes infectados fueron manejados con el tratamiento triple por 14 dias con
omeprazol 20mg 2 v/d, claritromicina 500mg 2 veces/dia (2v/d) y amoxicilina 1000mg 2
vid ®°. Mediante personal enfermeria de apoyo se controlé la adherencia de este
tratamiento, llevando registros diarios de su cumplimiento. Cuarenta y cinco dias post-
tratamiento triple OCA se evaluo la erradicacion de

H. pylori mediante la prueba en aliento con [**C]-Urea. Posteriormente los resultados
de UBT se compararon con los resultados in vitro obtenidos a partir de la CIM mediante
el estadistico kappa®®.
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Prueba de aliento con [**C]-Urea:

Para determinar la erradicacion de la infeccion por H. pylori, en el Hospital de San
Andrés de Tumaco fueron citados 171 de 180 pacientes positivos para H. pylori (Segun
diagnoéstico histopatolégico) en ayunas 45 dias post tratamiento triple OCA, para
recolectar una muestra basal de aire espirado por paciente, en un tubo de 10 ml. Se
excluyeron nueve pacientes por no cumplir con el tratamiento a cabalidad, por
embarazo y cambio de domicilio. Otra muestra de aliento fué recolectada 30 minutos

después de la ingestion de la solucién que contenia la [**C]-Urea 100 mg *°°.

De los
171 pacientes, dos pacientes fueron excluidas por embarazo. A los 169 pacientes
restantes se les tomaron las muestras en aliento por duplicado en ayunas y después de
la ingesta 13[C] Urea 100 mg, preparada previamente por una enfermera experta en una
solucion con sabor a naranja en un recipiente plastico graduado. En dos tubos de
ensayo de vidrio estériles de 14 x 100 y de tapa rosca, se recogieron las muestras de
aliento con boquillas selladas. A todos los pacientes se les indicO suspender la
ingestion de antimicrobianos, inhibidores de bomba de protén y compuestos de bismuto
dos semanas antes de la realizacion del estudio para evitar resultados falsos

negativos; ademas de ayuno el dia de la prueba.
Procedimiento:

1. El contenido del sobre se colocé en la copa de plastico y se
rehidrat6 con solucién de glucosa anaranjada comercial hasta la
marca para su dilucion completa

2. Al paciente se le indic6 inhalar profundamente y contener el aliento
por un periodo breve de tres a cinco segundos, y exhalar el aliento
dentro del tubo a través de la boquilla (muestra basal).

3. Posteriormente se dio a beber la solucion de urea preparada de
manera continua o sin pausas.

4, Se guardo reposo durante treinta minutos, durante el cual el

paciente no fuma ni ingirié bebidas o alimentos?®® 2
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5. Se tomo la segunda muestra de aliento (post) utilizando igualmente
el tubo de vidrio estéril.

Posteriormente las muestras son remitidas al Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Patologia de la Universidad del Valle, a temperatura ambiente, en
formatos especificos. La presencia del isétopo 3[C] en las muestras de aliento pre y
post ingesta [**C]-Urea 100 mg fué detectada mediante espectrofotometria de luz
infrarroja, previa calibracion del equipo IRIS- DOC (WAGNER Analysen- technik,
Bremen, Germany). Para determinar cada resultado se utilizaron los valores de
diferencia de (t30) (delta) con respecto a la linea de base de [13C/12C] (t0), y mediante
una diferencia delta DOB (Delta Over Baseline value) se obtuvo el resultado en partes
por mil (%), considerandose positivas las lecturas mayores o iguales al punto de
refencia 5% previamente descritas en estudios anteriores®®®. El aumento en la relacién
de 13C0O2 a 12C0O2 en el aliento después de tomar la solucién se considera indicativa
de la infeccion con H. pylori; en ausencia de H. pylori la urea 13C no es desdoblada a
12C02 y los niveles de las muestras basal y post-ingesta permanecen en los mismos
valores. Para el analisis estadistico de resultados se utilizaron la prueba exacta de
Fisher y la Chi x2 ® (Murray RS. 1991).

7.3.3. CONSIDERACIONES ETICAS

La toma de muestras de mucosa gastrica de este proyecto fue avalada por la Junta de
Revision Institucional de la Universidad Valle, a través del addendum con acta No 023,
con coédigo 176-08, realizado al proyecto del proyecto "Susceptibilidad antimicrobial
segun factores de virulencia de aislados de Helicobacter pylori en pacientes con
gastritis cronica’, financiado por UNIVALLE-COLCIENCIAS (No 1106-408-20549 RC
3012007). Este proyecto ademas fue financiado por la Universidad del Valle, en octubre

del 2008 con un codigo interno No.1610. Anexos No.6, 7 y 8.
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7.3.4. ANALISIS ESTADISTICO:

Plan de anélisis: Inicialmente se hizo un analisis univariado, las variables continuas
se describieron como promedios y las categéricas como proporciones. La
concordancia entre los resultados in vitro y los resultado in vivo de UBT se estimo
mediante el andlisis Kappa. La significancia se estimé con una prueba de chi’ o T

dependiendo del tipo de distribucién y la prueba exacta de Fisher y la Chi x2

Objetivos especificos:

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se discriminaron y
correlacionaron entre si, segun base de datos relacional teniendo en cuenta las
variables demograficas, histopatologicas y microbiolégicas. Los datos fueron
analizados en STATA 10.0. Se implementé la prueba exacta de Fisher (fue excluida la
frecuencia observada de la categoria sin dato) para evaluar la asociacion entre la
prevalencia de H. pylori segun método de diagndstico (histopatologia, Cultivo, UBT) y
caracteristicas socio demogréficas, factores de exposicion, tipo de gastritis cronica, y
resistencia antimicrobiana a claritromicina (Cla) y amoxicilina (Amx). Los aislados se
clasificaron como cepas susceptibles y resistentes. Como paso inicial para examinar la
relacion entre los tipos de gastritis (atrofica vs no atrofica). La relacion entre la
erradicacion y la susceptibilidad antimicrobiana in vitro, se realiz6 mediante analisis
bivariado estratificado por edad, y sexo, mediante una prueba de Chi?. Para cumplir
con el objetivo 2, se estimé el coeficiente kappa para evaluar la concordancia entre los
resultados in vitro (resistencia antimicrobiana) y los resultados in vivo (prueba en
aliento U.BT), teniendo en cuenta la tabla de interpretacion sugerida por Atman et al.
1991. Tabla No.13°%,

Manejo de la informacion:
Los datos obtenidos se almacenaron en un sistema de base de datos relacional
disefiada, donde se incluyeron tablas con informacion individualizada para cada
conjunto de datos, tales como: Cuestionario base con informacion socio demografico y
epidemioldgico; resultados histopatologicos, microbiologicos y de biologia molecular.
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8. RESULTADOS

8. 1 Caracteristicas de la poblacién del estudio:

Se evaluaron 203 pacientes de ambos géneros (29.06% hombres y 70.94% mujeres)
con edades comprendidas entre 19 y 68 afios, con una edad promedio de 40.43 +
11.86 afios. El 21.67% de la poblacion se encontré en situacion de hacinamiento; los
hogares estaban construidos con pisos de madera (49.75%); el agua provenia de
tuberia fuera de la vivienda (68.97%), con un sistema de acueducto (96.55%) y un
sistema de drenaje conectado a pozo (51.72%). El 82.27% tenian estufa de gas,
nevera (75.37%) y no poseian calentador el 97.5%. El 33.5% habia fumado alguna vez
tabaco; el 11.3% actualmente fuma tabaco y el 30.54% ha sido fumador pasivo. El
14.3% agrega sal algunas veces a los alimentos; el 7.4% tienen un consumo de sal alto
y el 3% consume alcohol al menos 3 dias por semana. En relacion a la historia médica
de los pacientes se encontré que 9.4% poseia un pariente que habia tenido cancer de

estomago. Tabla No 14 y 15.

8.2 Hallazgos histolégicos

Los hallazgos histolégicos se describen en la tabla No. 16, estos fueron agrupados por
separado segun el diagnéstico endoscopico del paciente de acuerdo al tipo de gastritis
hallada (atréfica y no atréfica), segun la escala visual analoga de Dixon.

En la totalidad de las muestras histoldgicas se observé gastritis cronica, principalmente
no atréfica (88%). Al correlacionar la prevalencia de la infeccion con género se encontro
independencia de la edad, género, tipo de gastritis y la presencia de H. pylori en la
mucosa gastrica.

8.3 Hallazgos de microbiologia:

De 203 biopsias gastricas procesadas para aislamiento de H. pylori, se obtuvieron 172
cultivos positivos caracterizados por tener colonias brillantes, traslicidas, redondas,

semejantes a las gotas de rocio, ligeramente elevadas, como se observa en la foto

93



No.4. Ademas se obtuvo un éxito en el aislamiento de H. pylori de 48.28% sembrando
solo la biopsia de antro curvatura menor 6 No 1. Las biopsias que no crecieron en esta
porcidn gastrica, se sembraron a partir de la biopsia No 6 6 de antro curvatura mayor, el
éexito del aislamiento, obteniendo un incremento en aislamiento al 66.01%.
Posteriormente las biopsias que siguieron negativas en esta biopsia de antro, se
sembraron de la porcion de cuerpo gastrico, obteniéndose al final 33 aislados mas para
un total de 172 aislados representado en un 84.7 % de aislamiento total de las 203
biopsias gastricas; este hallazgo permitié corroborar que el H. pylori coloniza diferentes
partes de la mucosa gastrica, verificando estudios preliminares (Castro 2009). Donde se
especifica la frecuencia de aislamientos por biopsia géastrica. Tabla No.17.

Foto No 4. Colonias aisladas de H. pylori a partir de biopsia gastrica de paciente con
gastritis crénica procedente de Tumaco en el laboratorio de Microbiologia,
Departamento de Patologia, Universidad del Valle. Cali Julio 2009.

8.3 .1 Evaluacion de aislamientos de H. pylori:

Como se menciond anteriormente 172 cultivos (84.7%) fueron positivas para H pylori,
de las cuales a 146 aislados (84.9 %), se les pudo realizar 6ptimamente todas las
pruebas de identificacion y de susceptibilidad (tabla No 18). Veinte y seis cultivos,
tuvieron aislamientos muy escasos, para cumplir con este fin, ya que los repiques

realizados a partir de estos no fueron exitosos, probablemente por labilidad del H. pylori
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durante su manipulacion al exponerse al ambiente aerofilico del proceso, o por
existencia de poca colonizacion de esta bacteria en porcion o biopsia de mucosa
obtenida. Ademas es importante mencionar que 31 biopsias gastricas fueron negativas
para H. pylori probablemente por la ausencia de colonizacién de H. pylori, o por que las
condiciones de transporte, 6 in vitro, no fueron ideales, o por poca viabilidad de las
bacterias presentes en la muestra, quizas por fallas durante la toma de muestra,
transporte, pérdida de cadena de frio, entre otros factores importantes en el aislamiento
de H. pylori. Todos estos inconvenientes constituyen una limitante para este estudio. De
los cultivos primarios o cultivos que crecieron al primer intento, el 32% crecieron entre
dos a cinco dias de incubacion, y el 68% después del sexto dia de incubacién,
corroborando las recomendaciones que los diferentes investigadores recomiendan,
sobre incubar los cultivos hasta 10 dias a atmoésferas microaerofilicas. Al hacer
referencia a la calidad del crecimiento de H. pylori, se pudo observar que el crecimiento
fue en general escaso (77.4%). Ademas s6lo un 2% crecié moderadamente, y otro 2%
crecio de forma abundante, a pesar de lograr y verificar las condiciones de incubacion
recomendada por el CLSI, de una atmdsfera con un 10% de CO2, 5% de O2 y 37 °C.
Tabla No.18. El mayor porcentaje de crecimiento se observd entre el quinto y décimo
dia (74.1% principalmente entre el quinto y sexto dia, confirmando el crecimiento lento
de H. pylori. Tabla No.19.

Al hacer referencia a la contaminacion encontrada en los cultivos se pudo observar que
sOlo el 9.4 % de los cultivos se contaminaron durante el estudio, principalmente por
hongos ambientales. Ademas el 48,5 se contamind después del sexto dia de
incubacion, incrementdndose con los dias, indicando que la contaminacién es
proporcional al tiempo de incubacién. La mayor contaminacion de los cultivos durante el
aislamiento de H. pylori observada fue durante el sexto al décimo dia de siembra
(80.6%), quizas por razones re-exposicion de los cultivos al ambiente externo durante la
lectura por crecimiento de gérmenes oportunistas ambientales, 6 por presencia de

hongos saprofitos. Tabla No.20.
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8.3.2 Susceptibilidad de aislados de H. pylori a amoxicilinay claritromicina

Partiendo de 172 aislados de H. pylori de 203 pacientes (84.7%), a 146 de estos
(84.9%) aislados se les pudo determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) para
los antimicrobianos amoxicilina y claritromicina. Los veinte y seis aislados (15.1%)
restantes no se les pudo determinar la CIM, por escases de in6culo bacteriano, y por
gué en los repiques no persistio su crecimiento. Se observo prevalencia de resistencia a
amoxicilina, a claritromicina y ambos antibiéticos del 21.2 %, 21.2 % y 124 %
respectivamente. El 80.6 % y 79.5% de los aislados fueron inhibidas con una
concentracion menor o igual a 0.5 mg/l de amoxicilina y de claritromicina
respectivamente. Ambos antibiéticos tuvieron un comportamiento unimodal y ningun
aislado present6 una CIM a amoxicilina o claritromicina alejada del resto de la poblacion
estudiada (tablas No 23 y 24). Se observé el comportamiento esperado de la cepa
control ATCC 43504. Los resultados obtenidos de prevalencia de resistencia a
claritromicina como para amoxicilina fueron similares, y enmarcados entre los rangos
de prevalencia de resistencia antibiética suramericana, segun estudios preliminares
(tabla No 9). Al correlacionar la susceptibilidad antibiética, los datos demografico como
edad, género y los resultados histopatoldgicos se observé independencia (chi® p> 0.05).
Tabla No.25.

8.3.3 Resultados de pruebas de aliento (UBT)

Segun los resultados obtenidos de 169 pacientes a quienes se les tomoé la prueba de
UBT cuarenta y cinco dias después de haber sido tratados con esquema triple OCA, se
obtuvo una eficacia terapéutica del 79.8% (130/163), sblo a 33 pacientes no se les
erradicd la infeccibn segun los hallazgos. A siete pacientes no se les pudieron
determinar la prueba en aliento por calidad deficiente ¢ error en las muestras en aliento,

considerandose como no concluyentes.
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Los datos obtenidos de las pruebas en aliento demostraron independencia al asociarlos
con los datos demogréficos como edad y género con los resultados de UBT obtenidos.
Tabla No.26 (p=0.58 y p = 0.35 respectivamente).

Al realizar el analisis de concordancia con el coeficiente Kappa los resultados de
resistencia a amoxicilina y claritromicina in vitro mediante la CIM con los resultados de
pruebas in vivo mediante la prueba de UBT, se encontré que no habia concordancia
entre estos dos meétodos segun tablas No.27 y 28, segun tabla de interpretacion (valor <

0.20) de acuerdo a la interpretacion de Altman et al.1991°°® Tabla No. 13.
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9. DISCUSION:

Este es el primer estudio de resistencia antimicrobiana de aislados H. pylori a partir de
biopsias gastricas de pacientes procedentes de Tumaco. Esta investigacion permitio
precisar en esta poblacion, la alta prevalencia de la infeccion por H. pylori reportada en
paises en desarrollo como el nuestro, confirmando estudios preliminares®’,ver tablas
No.ly 2.

Se observd0 mediante los métodos diagnosticos de histopatologia y cultivo una
prevalencia de la infeccion de 87.1 % y 84.7% respectivamente, ademas poca
variabilidad en la frecuencia de la infeccién en relacién con la edad, género, origen del
agua y tabaquismo (p> 0.05) ' Sin embargo contradiciendo estudios preliminares se
observd significancia estadistica en pacientes que no vivian en condiciones de
hacinamiento (p=0.04), indicando una vez mas las controversias de este factor del

hospedero con respecto la infeccion.

En relacion a la deteccién de la infeccion por H. pylori mediante histologia pudo
observarse que habia independencia en el diagndstico con respecto al numero de
biopsias y sitio anatémico gastrico (tabla No.21 y 22).

Al contrario al analizar el aislamiento de H. pylori a partir de la mucosa géastrica de esta
poblacién, se observé que el aislamiento mejoré al cultivar biopsias gastricas de
diferentes porciones anatémicas, incrementandose de un 47.3% con una sola muestra
a 82.8 % al sembrar tres muestras (dos de antro y una de cuerpo gastrico) indicando la
variabilidad de H. pylori para colonizar la diferentes partes de la mucosa gastrica del

hospedero como refieren diferentes autores®™* (tabla No. 21 y 22).

Al finalizar el aislamiento, se observo un aislamiento éptimo en 146 aislados (87.43%),

a los cuales se les pudo realizar todas las pruebas necesarias para esta investigacion.

En 26 cultivos (12.57%) no se pudo realizar el antibiograma por los repiques fallidos

realizados a partir de una sola colonia 0 las escasas colonias obtenidas, y hubo falta de

crecimiento en 31 biopsias gastricas (17.7%) probablemente atribuible a diferentes
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factores tanto intrinsecos como extrinsecos de la bacteria, que incluyen: las exigencias
atmosféricas necesarias para su crecimiento, la densidad baja de bacterias en la
mucosa gastrica, la presencia de contaminacion por oportunistas ambientales y/o a
microbiota gastrica competente, la poca colonizacion 6 por la labilidad de la bacteria
percibida persistentemente durante todo el proceso®®6 por la presencia de
contaminacion. Tabla No 20. Se recomienda realizar las lecturas diarias de los cultivos
en una camara de seguridad biolégica con anaerobiosis, y minimizar la reexposicion al

medio ambiente.

Al hacer referencia a la contaminacion encontrada en los cultivos se pudo observar que
s6lo el 10.94 % de los cultivos se contamind durante el estudio, principalmente por
hongos ambientales. Ademas 58,26% se contamind después del sexto dia de
incubacion y el 41.74% se contaminaron antes del quinto dia de incubacion, indicando

que la contaminacion es proporcional al tiempo de incubacion.

La observacién diaria del aislamiento de H. pylori en este estudio, permitié identificar
que 89.5 % de los cultivos no se contaminaron (tabla No 20). La mayor prevalencia
observada de la contaminacion de los cultivos fué durante el sexto al décimo dia de
incubacion (80.6%), generalmente generada or hongos saprofitos, probablemente por
exposicion al medio ambiente durante la lectura, o contaminacién durante la siembra o

toma de la muestra.

El H. pylori es sensible tanto in vitro como in vivo, a un amplio espectro de antibiéticos
(amoxicilina, tetraciclinas, macrélidos, quinolonas, imidazoles); sin embargo todos estos
antimicrobianos in vivo fracasan al ser utilizados como monoterapia, debido a multiples
factores que ocasionan la pérdida de eficacia 6 inaccion del antibiético a .pH acido de la
mucosa gastrica (pH 4 a 6) ?°® Por estas razones el uso de los IBP es indispensable, al
facilitar la sintesis proteica y la replicacion bacteriana (a pH 6 y 8) necesaria para la

accion del antimicrobiano®? y para disminuir la CIM hasta en un 10%.

El H. pylori ha desarrollado multiples mecanismos de resistencia para sobrevivir, como

la presion de seleccion generada post monoterapias utilizadas contra infecciones
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diferentes a la de H. pylori, permitiendo seleccionar en la mucosa gastrica a las
bacterias con mutaciones asociadas a resistencia. Obviamente esta presion por
seleccién disminuye al asociar el antibiético con un IBP y varia de acuerdo a su
prescripcion, debido a que entre mas se use el antibidtico, mas presion por seleccion se
observa, como sucede con los macrélidos®®, a diferencia de otros antibiéticos como la
amoxicilina, que por causas aun no claras, no ha aumentado la prevalencia de
resistencia a pesar de que el H. pylori se haya expuesto durante mucho tiempo a este
antimicrobiano y a mutaciones puntuales en el gen pbpl-A. En general la resistencia a
Amx es muy inferior a la de los macrélidos, probablemente atribuible al efecto de la

presion de seleccion anteriormente descrita.

Contrariamente en este estudio se hall6 similitud en la prevalencia de resistencia a Amx
y a Cla, no observada en otros paises, lo cual podria relacionarse con un mayor uso no
controlado de los betalactdmicos en esta poblacion y por presion por seleccidon
generada por estos antimicrobianos en la bacteria. Ademas debe tenerse en cuenta que
en la mayoria de estudios se ha utilizado la técnica de Epsilbmetro menos especifica y

menos sensible que el método de Dilucién en Agar, usado en este estudio.

El conocimiento actualizado de la susceptibilidad a los antimicrobianos mas usados en
una poblacion, constituye una buena herramienta para disminuir las cepas resistentes
de H. pylori **8, debido a que el principal inconveniente en el manejo de la infeccién por
H. pylori es la falla en la erradicacion con terapias de primera linea (Amx-Cla- Ome);
ademas antes de definir un esquema de tratamiento optimo anti- H. pylori es importante
conocer no solo el costo, los efectos colaterales, sino su facil administracion y eficacia,
para que la dosis del antimicrobiano sea suficiente para neutralizar la concentracion

bacteriana presente en la mucosa gastrica™**.

Recientemente Gomoll6n et al***, cuestionaron sobre cuél es la estrategia actual méas
costo efectiva, entre iniciar el tratamiento de erradicacion con el esquema de primera
linea (IBP-Cla-Amx) y luego con la terapia de rescate en casos refractarios, 0 emplear la
estrategia inversa, concluyendo que es de primera eleccién aplicar en la poblacion el
tratamiento triple OCA, por su mayor adherencia obtenida en los pacientes, como lo

demuestra un estudio aleatorizado realizado en Europa que permitio atribuirle al
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esquema triple IBP-Cla-Amx mayor eficacia que el tratamiento de rescate cuadruple
admitido internacionalmente (IBP- Bismuto-Tetra- Mtz) al obtener una eficacia

terapéutica mayor (92% frente 73%).

Las prevalencias de resistencia de H. pylori a Cla en el mundo varia entre el 1- 44.7%"’
(Kohanted J y cols, 2007), aunque existan prevalencias mayores de 58%'" y hasta del
100% en Nigeria #* (Oladipo y cols, 2007). La prevalencia de resistencia in vitro a Cla
hallada en esta investigacion es consistente con los resultados registrados en otros
paises latinoamericanos y aun en paises del sur de Europa, donde existen registros de
un 18% de prevalencia de resistencia a Cla %,

En Latinoamérica, en paises como Uruguay, Chile y México se han reportado
prevalencias de resistencia a cla similares entre 19.4%, 20 % y 25 % respectivamente,
mientras que en el Ecuador la prevalencia es menor, 9.5 %. Brasil ha reportado
registros variables entre 9.8 y 25%, confirmando la existencia de gran variabilidad
geogréfica con respecto a las tasas de resistencia'®" '*® (Castro y cols., 2009; Ortiz y
cols 2006).

Los resultados encontrados en este estudio de prevalencia de resistencia a Cla del 21.2
% no se alejan de los hallados en dos estudios anteriores hechos en adultos en

Bogoté155, 215

, que revelan una prevalencia de resistencia del 15% y 17.7%
respectivamente, aunque hayan sido hechos con métodos de susceptibilidad diferentes
al de dilucién en agar. Pero al comparar nuestros resultados con otros dos estudios
disimiles, uno en Bogota con registros de resistencia a Cla de 63.1%'%; y otro en
Armenia del 2.2% en 33 aislados de H. pylorii®®, nos confirman una vez mas que la
prevalencia de resistencia antimicrobiana de H pylori depende de factores relacionados
con la poblacién, ubicacion geografica, 6 factores como poca vigilancia en el uso de
antibioticos 6 por el mayor o menor cubrimiento de éstos por los planes subsidiados de
salud. Ademas estas diferencias pueden justificarse quizas por el método con que se
determind la susceptibilidad antimicrobiana, como el método E-test y difusion de discos
0 Kirby-Bauer, técnicas de menor sensibilidad que el método estandar de diluciéon en
agar °’ (CLSI 2007).
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Con referencia a la prevalencia global de resistencia de H. pylori para Amx varia entre 0
y 41%"’. La prevalencia de resistencia in vitro a Amx hallada en este estudio (21.2%)
no se aleja de las encontradas en otros paises en desarrollo, siendo consistente con

resultados obtenidos en otros paises latinoamericanos (Tabla No 7 y 9).

En la actualidad la resistencia a Amx, se puede asociarse con multiples factores tanto
intrinsecos (permeabilidad reducida en la membrana bacteriana, causada generalmente
por mutaciones especificas del gen pbplA é por bombas de eflujo) 6 extrinsecos como
el sitio geogréafico donde vive el hospedero™* ?°. Recientemente se ha detectado en el
mundo una creciente resistencia a este antibiético en diversas regiones geograficas™*"
132,133 " por mecanismos aun desconocidos.

En Colombia varios estudios han registrado la prevalencia de resistencia a amoxicilina:
0%, 3.5% °°, 7%y 9.5%'®" mediante técnicas microbiolégicas diferentes, como E-
test, difusion en disco y dilucidbn en agar. Igualmente la diferencias metodologicas
pueden justificar las variedad en las tasas de resistencia a Amx, teniendo en cuenta que
el método E-test a pesar de tener buena correlacién con el método de referencia de
dilucion en agar, puede incrementar la CIM en algunos antibiéticos hasta en un 10 al

20%*®(Castro 2009), mencionados en estudios preliminares.

En esta investigacion la prevalencia de resistencia a este betalactamico fue similar a la
registrada por Jung Mogg et al en el 2006 en Corea (18.5%)*° mediante el mismo
método de dilucion en Agar, pero no se asemeja a los registros obtenidos mediante otra
metodologia empleada para su deteccion (E-test, Difusién en disco), probablemente por

razones citadas anteriormente por Megraud et al,. 2009.2%.

Contrariamente en otros paises 6 continentes se han encontrado hallazgos diferentes,

como en Europa (0%) % 6 Estados Unidos (1%)?*° 6 Chile y Paraguay (2.2 %)%*’. Sin

163 214

embargo los registros obtenidos en Brasil (38%) 6 Africa®™ (100%) superan la

prevalencia de resistencia hallada en este estudio (21.2%).
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En este estudio la mayoria de los aislados resistentes a Amx crecieron hasta CIM de 1.0
ng/ml (60%), indicando un patron de resistencia in vitro homogéneo e intermedio (Tabla
No 24). Es importante aclarar que los rangos de CIM alun no estan establecidos en
nuestra poblacion colombiana. En otros paises son considerados mediante el método de
dilucién en agar como CIM resistentes las mayores o iguales a 0.5 mg/ml*®* 6 a 0.25
como Vega- Brea'* lo recomiendan, concentraciones aln no determinadas en nuestra

poblacién colombiana.

Segun Alvarez y Cols en la poblacion de Armenia no se aislo ninguna cepa resistente a
Amx, quizds por errores metodolégicos, 6 porque realmente los estdndares de
resistencia de la bacteria en esta area geografico ain no se han ajustado a la

realizada, 6 por que no existen cepas resistentes en dicha poblacién.

En general los resultados de resistencia antimicrobiana de H. pylori son
controversiales, debido a que no se sabe la realidad 6 verdad especifica de los

diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana de esta bacteria 2

(Megraud
2009), generalmente asociadas a mutaciones en gen pbplA, o en los genes hop By
hopC, que inhiben el flujo de la amoxicilina en el interior de la célula, mediante bombas

de eflujo HefA, HefD y Hef G***al generar cambios en la permeabilidad celular.

Actualmente nuestro grupo de investigacion complementa este estudio determinando la
presencia de mutaciones puntuales del gen pbpl-Ay 23S r RNA de estos aislados de

H. pylori asociadas a resistencia bacteriana.

En este estudio la prevalencia de resistencia a Amx y Cla fueron iguales (21.2% vs
21.2%) posiblemente por la prescripcion no controlada de estos antibiéticos para tratar
otras infecciones. Ademas es importante mencionar que el uso de la Amx es de alta
demanda y cubrimiento por el sistema Plan Obligatorio de Salud 6 POS. Es posible que
esta resistencia in vitro de H. pylori a Amx y Cla haya sido generada por mecanismos
de resistencia intrinsecos de la bacteria ya citados, como mutaciones puntuales en

genes como pbplA, 23s rRNA, 6 expresion de genes codificantes de bombas de eflujo
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(OMEP: hef A, hef D y hef G), mutaciones cromosémicas'>® *!

, adquiridas por
transmision vertical, 6 transferencia horizontal de genes de resistencia y plasmidos, aun

con mucha controversia en el mundo.

Al asociar la resistencia antimicrobianos con grupo de edad, género y tipo de gastritis se
observé independencia para ambos antibioticos, tabla No. 25 (p=0.58 y p=0.35yp >
0.05), a diferencia de otros autores que refieren que la resistencia antimicrobiana se
incrementa en el género femenino y en la edad adulta >°" 10210

Al hacer referencia sobre la erradicacién de la infeccién por H. pylori en una poblacion,
segun el dltimo Consenso de Maastricht Ill, es el esquema de primera linea el mas
recomendado, que incluye la triple terapia estandar con un I.B.P, amoxicilina y
claritromicina °" #*®, Actualmente se ha observado una progresiva disminucién de la
eficacia de este tratamiento aun si el tratamiento ha sido suministrado por siete 6 diez

219

dias <7 (57 - 79%), sin alcanzar por lo menos el 80% de eficacia recomendada. Esta

pérdida de eficacia es debida fundamentalmente al progresivo aumento de la resistencia

primaria de H. pylori a la cla y al Mtz, realmente un tema actual de preocupacion®"?*?

En este estudio pudo observarse una eficacia terapéutica del 79.8%, similar a los

registro internacionales. Tabla No 26.

En general se acepta que un tratamiento anti H. pylori debe recomendarse si su
eficacia es superior al 80% por intencién de tratar y superior al 85% por protocolo ' *8,
entendiéndose por intencion el hecho de incluir a todos los pacientes incluidos en el

estudio, aunque se excluyan por cualquier motivo durante e estudio.

La eficacia actual de la triple terapia en el mundo, como tratamiento de primera

eleccién es habitualmente inferior al 80% y en algunos estudios inferiores al 70%*®* no

siendo por tanto una opcion terapéutica recomendable. Por estas razones la evaluacion

de este esquema terapeutico es motivo de estudio en muchos paises, teniendo en

cuenta que se deben cambiar estos antimicrobianos si la resistencia local a los mismos

supera al 15-20% para cla y 40% para Mtz®® Segun diferentes autores, antes de definir
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el esquema de tratamiento en una poblacion, se debe considerar el uso previo de
macrolidos, debido al impacto clinico que tiene su resistencia en la erradicacion, como

221, 187, 93

el descenso de la eficacia a un 50 - 60% , debido a que su repercusion sobre

la eficacia de la terapia triple OCA es mayor cuando hay cepas resistentes a cla'®" 2%,
Segln Megraud y cols (2004) ® |a eficacia del tratamiento triple OCA disminuye desde
un 87,8 a un 18,3%, si hay resistencia a Cla, como se ha observado en poblaciones
donde se han detectado cepas resistentes a Cla in vitro entre el 15 y 20%'%?%, | a
pérdida de eficacia del tratamiento es hasta del 70%. Por estas razones, la resistencia
a Cla es considerada como el principal factor para incrementar las fallas en la
erradicacion de H. pylori. Por todas estas razones, segun los resultados de este estudio
(21.2% de resistencia a Cla), el esquema triple OCA aplicado a esta poblacién debe

replantearse.

Este trabajo de investigacion se obtuvo una eficacia terapéutica satisfactoria (79.8%), a
pesar de obtener in vitro una prevalencia de resistencia a Cla del 21.2%. Estos
resultados permiten indicar que son multiples los factores asociados a la falla en la
erradicacion, y no dependientes de los resultados in vitro, como se demuestra al
analizar los resultados de susceptibilidad in vitro y los obtenidos mediante la prueba de
UBT in vivo, donde no se halla la concordancia descrita en otros estudios previos, ver
tablas No 27 y 28 (Kappa -0,037, E.E= 0.086 ) como Megraud et al,. 2009 y Broutet et

al, 2000 lo sugieren®®® 2%,

Al igual que los estudios realizados por Garza y cols, quienes describen que la
erradicacion no se afecta sélo por la presencia de resistencia a Cla de H. pylori, quizas
debido a que la erradicacion de la infeccion depende de factores tanto del hospedero,
como de la bacteria, como los factores intrinsecos de H. pylori: crecimiento,
mutaciones puntuales en genes, virulencia por cag PAI, densidad bacteriana en
mucosa gastrica 0 presencia eventual de bacterias intracelulares; si no puede estar
asociada también a diferentes mecanismos de resistencia bacteriana(tabla No 4), 6 a

diversos factores como baja reproducibilidad de los datos in vitro, baja adherencia,
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dosis y duracién del tratamiento (Megraud 2009) 2%

162

, ¥ a propiedades farmacolégicas de

los antibioticos™"“(Pajares y cols.,2007).

El aumento de aislados de H. pylori resistentes a amx y cla halladas in vitro en este
trabajo permiten darle mayor importancia a la determinacion de los genes implicados en
resistencia bacteriana (pbpla y 23 S rRNA) para dilucidar las posibles causas de
pérdida de eficacia in vitro. Ademas los rangos de susceptibilidad encontrados permiten
determinar una base fundamental para adoptar nuevos esquemas de tratamiento de
erradicacion en la poblacién de Tumaco. Las diferencias de susceptibilidad in vitro con
el comportamiento in vivo de los antimicrobianos usados en los esquemas de
tratamiento, han permitido dar la importancia del uso de los IBP, para mejorar la accion

antimicrobiana®®,

El uso de 1 gramo de Amx diario por dos semanas, ha disminuido la frecuencia de
resistencia® 2%, debido a la accién bactericida provocada por el anillo betalactamico al
lograr desequilibrio osmético en H. pylori. Esta accion sumada a la accién
bacteriostatica de Cla y del aumento del pH generada por los IBP, han permitido
erradicar el H. pylori hasta en un 80%, como se pudo observar en este y multiples

estudios en el mundo (tabla No. 29).
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10. CONCLUSIONES:

1. EIl diagnéstico in vitro de la resistencia antimicrobiana no predice la eficacia

terapéutica del tratamiento de erradicacion de la infeccion por H. pylori.

2. La alta resistencia de H. pylori a Cla y Amx alerta sobre la necesidad de
replantear el esquema de tratamiento anti H. pylori usado en la poblacién de

Tumaco.

3. Son necesarios los ensayos clinicos multicéntricos para definir las CIM
indicadas en las pruebas de susceptibilidad in vitro en zonas de alta
prevalencia de la infeccion por H. pylori para mejorar la eficacia de los

esquemas de tratamiento en nuestra poblacion Colombiana.

4. Es de vital importancia determinar las causas tanto intrinsecas como
extrinsecas de la resistencia de H. pylori a los antimicrobianos mas usados en
ésta poblacién para contribuir a la determinacion de los verdaderos esquemas

de tratamiento.
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Perspectivas

Para complementar los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion nuestro
grupo actualmente estad ejecutando dos proyectos de investigacion dos proyectos
titulados:  Susceptibilidad in vitro del Helicobacter pylori y su relaciébn con su
erradicacion en pacientes con gastritis cronica procedentes de zona de bajo riesgo de
Cancer gastrico”, y “MUTACIONES PUNTUALES EN LOS GENES 23S DEL rRNA Y PBP-1A DE
HELICOBACTER PYLORI: RESISTENCIA A CLARITROMICINA Y AMOXICILINA IN VITRO Y SU
RELACION CON FRACASO TERAPEUTICO “~ PRE00485021243, financiados por la Universidad
del Valle y por COLCIENCIAS, cuyos objetivos son:

1. Detectar las mutaciones puntuales en los genes pbp 1A y 23S rRNA

relacionadas con resistencia a amoxicilina y claritromicina respectivamente.

2. Estimar la relacion entre las cepas de H. pylori resistentes a Amx y Cla con los
factores de virulencia cagA y vac A mlsl y su asociacion con desarrollo de

lesiones precursoras de cancer gastrico.

Actualmente se encuentra sometido un articulo de investigacion en la revista Biomédica
del Instituto Nacional de Salud, titulado “Susceptibilidad in vitro de Helicobacter
pylori a amoxicilina y claritromicina obtenido a partir de biopsias gastricas de
pacientes de zona de bajo riesgo para cancer gastrico” con cédigo 1411, aceptado

en Agosto del 2011, préximo a publicar.
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TABLAS

Tabla. Nol. Prevalencia de lainfeccion por H. pylori en Colombia.

Fuente: Bravo y col. Helicobacter pylori: Patologia y prevalencia en biopsias gastricas en

Colombia. Colombia Médica 2003. Vol 34. No 3.
Autor Ciudad Metodo diagnostico Edad Positivo %
{anos) Motal positivos
Cortes, et al Cali 1987 Histologia v cultivo 2-60 1731244 722
Carmona, et al. Citado por Cali 1988 Histologia v cultivo - 109/135 807
Garcia, et al. Medellin 1959 Histologia y cultivo 1101164 67.1
Uribe, et al. Bogota 1989 Histologia v cultivo y 15-60 BEMED 697
ureasa rapida
Citado por Garcia, ef al. Bogota 1989 Histologia 15-60 47168 9.1
Citado por Garcia, ef al. Pasto 1989 Histologia, ureasa rapida =18 53062 855
Correa, ef al. Pasto 1989 Serologia (IgG ELISA) Adultos | 49753 930
Histologia
Correa, et al. Cali 1989 Serologia (IgG ELISA) Adultos | 22/35 63.0
Histologia
Citado por Garcia, ef al. Bogota 1990 Histologia - 7590 811
Citado por Garcia, ef al. Cartagena 1990 Histologia, cultivo ureasa - 5454 100.0
Citado por Garcia, ef al. Bogota 1990 Histologia, cultivo método - 6264 96.9
de agar-urea
Uribe, et al. Medellin 1991 Histologia 5B-75 1430 3.3
Solorsa, ef al. Popayan 1991 Histologia 16-70 - 18060 30.0
Gutigrrez, =t al. Bogota 1991 Histologia Adultos | ;30
Vargas, et al. San Gil 1992 Cultive =40 24150 480
Garcia, et al. Cartagena 1994 Cultive e histologia 22179 63190 T0.0
Arbelaez_ et al Bogota 1994 Hizstologia y ureasa rapida Adultos | 10018 &0.0
Gutierrez, et al. Bogota 1996 Histologia y ureasa rapida 12-50 600 100.0
Campuzano, ef al. Bogota 1996 Serologia IgG 1-10 22150 440
Aglutinacion latex
Alvarado, et al. 1996, Cinco Histologia 15-E0 30/49 612
comunidades
indigenas; Meta,
Arango, ef al. Vichada, Guainia Ureasa rapida Adultos | 855/8TE 97.4
Bogota y
poblaciones
aledafnas
incluyendo
poblaciones de
Boyaca
Aldana, Marifio,
1996
Goodman, et al. Prueba de aliento 2-9 472/684 B9

*C Urea
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Tabla. No. 2. Categorias diagnosticas segun ciudad de procedencia.
Hospitales de Colombia 1997.

Ciudad n Normal (%) Gastritis Cancer (%) Ulcera (%) Prevalencia
No atrofica (%)  Atrofica multifocal (%) NOS (%) H. pylori (%)
Cali 1.392 33 67.3 152 32 8.0 30 63.1
Pasto 1.545 09 50.1 405 15 47 23 417
Popayan 1.350 0.2 191 68.4 25 7.8 1.9 86.5
Medellin 454 14 209 115 413 132 117 65.0
Armenia 254 185 138 386 154 177 806
Manizales 438 0.9 132 653 105 98 02 855
Neiva 148 264 6.1 297 243 1356 840
Ibagué 207 401 227 48 3049 14 595
Bogota 866 07 279 2117 298 949 599 744
Tunja 454 162 257 502 6.3 16 99 1
Villavicencio 44 27 45 285 273 159 *
Cacuta 227 1.3 326 145 53 247 216 *
Barranguilla 7449 43 320 59 518 45 15 637
Cartagena 138 0.7 6.5 72 478 16.7 21.0 70.6
Monteria 215 0.5 78.6 23 6.5 0.7 51 56.9
Sincelejo =)l 1.1 30.8 18.7 319 8.8 g8 829
Total 8652 14 364 303 17.6 9.3 51 69.1

Fuente: Bravo y col. Helicobacter pylori: Patologia y prevalencia en biopsias gastricas en
Colombia. Colombia Médica 2003. Vol 34. No 3.
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Tabla No 3. Comparacion de métodos diagndésticos de microbiologia de
Epsilometro (E- test) y Dilucién en agar.

s(c  E(C

Pais Autor 9506) 9506) VPP VPN
Canada Best et al,.2003 100 100 100 100
Dzietzonawaka et
Polonia al,.2001 100 100
100 100
Khan Rase let
Bangladesh al,.2004 100 100 100 100
Francia Megraud et al 1999 100 100 100 100
E.UA Osato et al,.2001 98.4 98.3 955 975
. Piccolomini et
ltalia al,.1997 100 100 100 100
Hong Kong Wang et al 2000 100 100 100 100

S:sensibilidad E: especificidad VPP: valor predictivo positivo VPN:
valor predictivo negativo

N: No hay

dato
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Tabla 4. Factores que afectan la eficacia terapéutica de los tratamientos de
erradicacion de la infeccion de H. pylori

Factores del hospedero

Adherencia (Megraud et cols, 2003).

Pronta reinfeccion o recurrencia de H. pylori

Uso de inhibidores de bomba de protones I.B.P.

Gradiente de pH en mucosa géstrica (| pH poca eficacia)

Patrones de resistencia locales en la poblacion

Relacion prescripciones antibidticos /resistencias
(Magee et al, BMJ, 1999)

X/
°

R/ X/ 7 X/ 7
LXK R IR X IR XY

Factores de H. pylori

% Diversidad genetica de cepas: Infeccion indefinida.
¢ Virulencia de las cepas infectantes (Azuma et al,. 2004)

.,

% 20% de bacterias en fase estacionaria (adheridas mucosa
gastrica).

.,

% Mecanismos de resistencia de H. pylori a los antibioticos.
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Tabla 5. Esquemas de tratamiento anti H. pylori.

Régimen Dosis Duracién Erradicacion
(%a)
Pauta triple Tetraciclina + 500 mg/6h 2 semanas 85
clasica:  Metronidazol + 400 mg/6h
Bismuto Subsalicilato 120 mg/6h
Pauta doble: Claritromicina + 500 mg/8h 2 semanas 74
Omeprazol 40 mg/24 h
0
Claritromicina + 500 mg/8h 2 semanas 82
Ranitidina-Bismuto 400 ma/12h
Citrato
Pauta triple: Metronidazol o 400 mg/12h 1 semana 90
Amoxicilina + 1g9/12h
Claritromicina + 500 mag/12h
Omeprazol 20 mg/12h
Ranitidina-Bismuto Citrato + 400 mg/12h 2 semanas a0
Claritromicina + 500 mg/12h
Amoxicilina 1 g.ﬂzh

Fuente: Pautas terapéuticas de H. pylori (Maastricht 2006; Dunn et al.1997).
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Tabla 6. Esquema de tratamiento anti H. pylori de tercera linea

1) ESQUEMA CON LEVOFLOXACINA*

IBP b.Ld.
Levofloxacina 500 mg. Dia 10 dias
Amoxicilina 1000 mg. b.Ld.

2) TRATAMIENTO SECUENCIAL POR 10 DIAS

IBP b.l.d. + Amoxi 1 gm b.l.d.

5 dias IBP b.l.d. + Claritro 500 mg b.1.d. + Tinidazol
500 mg b.i.d.
IBP b.l.d. + Amoxi 1 gm b.l.d. + Furazolidona
5 dias 200 mg b.l.d.

IBP b.i.d. + Tetra 1 gm b.1.d. + Bis b.Ld.

Fuente: Ramirez R, Sdnchez S. Helicobacter pylori 25 afios después (1983 -

2008): Epidemiologia, Microbiologia Patogenia, Diagndstico y Tratamiento, Peru
2009).
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Tabla 7. Resistencia mundial de H. pylori a claritromicina y amoxicilina.

Pais Autores ClaR AmxR
Norte América
Alaska Parkinson et al, AJ. Gut 1999; 45 (suppl 111): A15 26,3 ND
USA Laine et al, Am J Gastroenterol, 2000;95:3393-8. 10,6 0,1
USA Duk, Gold B et al,. Emerging Infectious Diseases: 2004; 10: 1008-94 12 0,9
USA Mégraud et al. Gut 2004;53:1374-1384 . 12,2. ND
Canada Fallone, C. A. Can J Gastroenterol 2000;14, 879-882. 12 0
México Torres et al, J of Clin Microbiol 2001; 39: 2677-2680. 24 ND
Centro América
Costa Rica Riva F et al. Rev Med Panama 2000; 25: 19-23. 6 ND
Costa Rica Bosques et al, Medicina Universitaria Costa Rica: 2001:3: 124-7. ND 51,2
Jamaica Lee et al, Indian Med J 2004; 53: 374-377. 8 ND
Sur América
Brasil Prazeres-Magalhées.,Antimicrob Agents Chemother 2002;46:2021-3. 98 29
Brasil Ortiz G et al. BCM Gastroenterol.2003;3:1-6 16 38
Brasil Vallejos et al, Medica de Chile. 2007;135:287-93 7 ND
Venezuela Urrestarazu M et al. Rev. Soc. Ven. Microbiolo. 2003;23:14-15 7 0
Colombia Yepes et al, Act Medica Colombia; 2008; 33:1:11-14 63,1 9,5
Colombia Henao S et al.2009 Asoc Col Gastroent Endosc. Digest, Coloproctol y Hepatologia 15 ND
Colombia Trespalacios et al, 2010, Asoc Col Gastroent Endosc. Digest, Coloproctol y Hepatologia 17,7 3.8
Colombia Alvarez ET L,Rev Méd Chile 2009; 137: 1309-1314 3,8 0
Ecuador Debets et al, Journal of Antimicrobial Chemotherapy;2003: 51, 141-145 95 O
Perl Vasquez A. J Clin Microbiol 1996; 34: 1232-1234 50 0
Chile Vallejos et al, Rev. Medica de Chile. 2007;135:287-93 20 ND
Paraguay Farifia et al, Rev. Med de Chile; 2007:135:1009-14 22 22
Uruguay Cohen.,2008 12 0
Argentina Vega y cols,.2010. International Journal of Infectious Diseases (2010) 1-8 24 0
Europa
Espafia Lépez-Brea M et al. J Antimicrob Chemother 2001;48:295-7. 211 0
Francia Birac C. Gut 1999; 45 (suppl 111): A107 158 O
Bélgica Bontems P et al. Pediatr Infect Dis J 2001;20:1033-8. 16 0
Francia Birac C. Gut 1999; 45 (suppl 111): A107 158 O
Portugal Cabrita et al, J Antimicrob Chemother 2000;46:1029-31. 22 0
Austria Crone J et al. Gastroenterol Nutr 2003;36:368—71. 20,3 0
Bulgaria Fochesatto et al., Revista de Postgrado Catedra Medicina;2004:138:11-17 114 O
Alemania Dammann et al. Korean J Gastroenterol 2004; 44: 126-135. 4,4 ND
Suecia Storskurubb y cols 3 0
Italia (norte) Pilotto et al. Dig Liver Dis 2000;32:763-8. 18 O
Italia (central) Toracchio et al, 2002. Dig Liver Dis 2003;35:541-5. 235 0,2
Italia Romano et al,. 2008 J Clin Pathol 2008;61:1112-1115. 18 0
Bulgaria Boyanova et al, Journal of Medical Microb. 2006;55:65-68 125 15
Polonia Dzierzanowska-Fangrat K,Int J Antimicrob Agents 2001;18:387—-90. 23,5 ND
Asia
Irdn Kohanteb et al. IndianJ M Microbiology. 2007: 25: 374-7 20,8 94
Japén Kato et al, Antimicrob Agents Chemother 2000;44: 2214-16. 129 O
Japon Kobayashi | et al.2005. J of Clin Microbiol 2007; 45:4006-10 27,7 ND
Corea Kim et al,J Antimicrob Chemother 2001;47:459-61. 59 0
Corea Kim, J.M. et al.Antimicrobial Agent and Chemottherapy. 2004: p4843-4847 13,8 18,5
China Guias précticas de la Organizacién Mundial de Gastroenterologia 2010: 0-4. 28 3
India Datta et al,.Aliment Pharmacol Ther 2005;22:51-7. 447 32,8
Malasia Khean-Lee et al Helicobacter 2011; 16:3:241-5 0 0
Africa
Nigeria Aboderin et al, Afr Health Sci. 2007; 3:143-7 100 100
Nigeria Guias practicas de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia 2010:Pagina 10-4 13 0
Oceania ND
Australia Alarcon et al. Rev Esp Quimioterap,2002;15: 4: 341-5 11
N. Zelanda Fraser et al,Aust N Z J Med.1999;29:512-16. 6,8 ND

ClaR: Prevalencia de resistencia a claritromicina. AmxR: Prevalencia de resistencia a amoxicilina. ND: No determinado.
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Tabla 8. Genes involucrados en mutaciones puntuales relacionados con
resistencia antimicrobiana en Helicobacter pylori.

Antibiotico Mecanismo de accion Mecanismo de Resistencia

|Reducciéon de Imidazol

Metronidazol Dafio al ADN Mutacion gen rdxA

Inhibicién de sintesis

Claritromicina proteica (rRNA 23S)

Mutaciones gen 23S rRNA

| Permeabilidad membranal,
mutacion gen pbplA
Betalactamasas

Inhibicién de division

Amoxicilina celular (PBP)

Bloquea union del | Permeabilidad membranal,

Tetraciclina aminoacil-tRNA mutacion gen 16S rRNA

Fuente: Megraud y Lehour. CLINICAL MICROBIOLOGY REV, Apr. 2007, p. 280 — 322.
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Tabla 9 Promedios de Prevalencia de resistencia antimicrobiana de

H. pylori en el Mundo

Continente Mtz (%) Cla (%) Amx (%) Lev (%)
Ameérica del Norte 44.62 17.9 1.15 -
Ameérica del Sur 83.82 24.88 25.28 -
Europa 32.44 12.45 4.93 11.8
Asia 40.53 19.5 26.1 13.42
Africa 80 13 - 80
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Tabla 10 Concentraciones de los antibioticos amoxicilinay claritromicina usadas
en el método de dilucién en agar.

Concentracion de Antibidtico [ug /mi] 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0
Volumen en pl de la solucion de trabajo con 12.5 25 50 100 200
[Lug /ml] de cada antibidtico.
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Tabla 11 Condiciones recomendadas para el método de dilucion en agar segun

Estandares americanos y europeos

Método CLSI EUA Grupo Europero para el Estudio de H. pylori

Mueller Hintoncn 5% de sangre de cordero Mueller Hintoncn 10 % de sangre de caballo
Medio envejecida por 2 semanas.

Turbidez seguin Mc Farland 2 (1 x 107 - 1

x10 & UFC/ ml), a partir de cultivos de dos Turbidez seglin Mc Farland 4 (0.5 x 10° - 1
In6culo dias. x10° UFC/ ml)

a partir de cultivos de dos dias.

Incubacion Atmésfera microaerofilica 35 °C Atmosfera microaerofilica 37 °C
Lectura alos 3 dias a los 3 dias
Cepa (s) ATCC 43504 de H. pylori CCUG 38770, CCUG 38771y CCUG 38772
Control de H. pylori.
Antibiéticos  Amoxiclin, claritromicina, metronidazol y Amoxiclin, claritromicina y metronidazol

tetracic tetraciclina
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Tabla 12 Prevalencia de resistencia de H. pylori a Claritromicina

en el Mundo

Pais Autor Mce:tli/?o % Cla
Italia
(norte) Pilott et al Epsilometro 1,8
Alemania Damman et al;Walle et al 2008 Epsilometro 2,2 -4
Israel Samra et al Epsilometro 8,2

Graham et al,. 1998; Ossato et al: Laine et 7,10,6 y
E.UA al. D. Agar 12,2
México Garza G et al, 2007 Epsilometro 11,1
Francia Foshesato et al.,2004, Megraud 2004 D. Agar 15-21
Brasil Duk, Gold B et al,. 2004; Otiz et al,.2003  D. Agar 18 -22
ltalia Aboderin et al,.2007, Zulo y cols 2004 Epsilometro 19.1
Italia
(central)  Toracchio et al D. Agar 23,4
Uruguay Torres et al, 2009 Epsilometro 12.2y 19.4
Chile Vallejos CM, G: 2007 Epsilometro .20
Portugal  Cabrito Epsilometro 22
Italia Foshesato et al.,2004 Epsilometro 23.4
México Torres et al, 2001 D. Agar 25
Alaska Foshesato et al.,2004 D. Agar 26.3
: Stege PW, Vega AE. 2006; Vega

Argentina colsg,.2010 ) Y Epsilometro 2421
Italia Romano et al,. 2008 Epsilometro 41.3
Polonia Ziemniak et al.,2006 Epsilometro 48.6

. Véasquez (1996),Foshesato et al.,2004
Peru Bosgue eE aI,.Zg)Ol Epsilometro 50-61
Colombia  Yepesy cols,. 2008 Epsilometro 63.1
India Vallejos et al.,2003, Datta et al,. 2006 Epsilometro ~ 73-80
Israel Samra et al Epsilometro 8,2
Nigeria Oladipo y cols, 2007 D.Discos 100
Bulgaria  Boyanova et al. 2009 D. Agar 18,4
Nigeria Oladipo y cols, 2007 D.Discos 100
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Tabla 13. Tabla de interpretacidén de la concordancia.

Valor de kappa Fuerza de la concordancia

<0.20 Pobre
0.21-0.40 Débil
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Buena
0.81-1.00 Muy buena

Fuente: Altman DG. Practical statistics for medical research. New York: Chapman and
Hall; 1991.
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Tabla No.14 Relacion entre caracteristicas demograficas, histopatologia, control
con UBT y aislamiento de H. pylori por cultivo.

Caracteristicas de vivienda Histopatologia P Control UBT seis p Cultivo 0
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Hacinamiento
< 3 persona/cuarto 20/203 135/203 98/168 27/168 28/203 127/203
> 3 persona/cuarto 2/203 42/203 0.15 33/168 7/168 0.55 2/203 42/203 0.04
Sin dato 1/203 3/203 2/168 1/168 1/203 3/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Material casa
Cemento 10/203 62/203 51/168 8/168 12/203 60/203
Baldosa 4/203 21/203 0.53 13/168 7/168 0.18 5/203 20/203 0.20
Madera 9/203 92/203 65/168 19/168 12/203 89/203
Sin dato 0/203 5/203 4/168 1/168 2/203 3/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Agua en tubo
Dentro de vivienda 6/203 49/203 36/168 8/168 8/203 47/203
Fuera de vivienda 16/203 124/203 93/168 25/168 21/203 119/203
Llave publica 0/203 3/203 0.67 2/168 1/168 0.58 0/203 3/203 0.40
No dispone 1/203 2/203 1/168 1/168 1/203 2/203
Sin dato 0/203 2/203 1/168 0/168 1/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Origen de agua
Acueducto 21/203 175/203 129/168 34/168 28/203 168/203
Pozo 0/203 2/203 2/168 0/168 0/203 2/203
Otro 1/203 1/203 018 0/168 1/168 0.27 1/203 1/203 0.07
Sin dato 1/203 2/203 2/168 0/168 2/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Drenaje de la casa
Conectado a calle 4/203 43/203 35/168 6/168 6/203 41/203
Conectado pozo 14/203 91/203 65/168 21/168 19/203 86/203
Desague de rio 1/203 29/203 0.23 21/168 4/168 0.47 2/203 28/203 0.45
No tiene 3/203 15/203 11/168 3/168 4/203 14/203
No sabe 1/203 2/203 1/168 1/168 0/203 3/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Estufa de gas
No tiene 3/203 33/203 0.38 20/168 9/168 014 4/203 32/203 0.61
Tiene 20/203 147/203 113/168 26/168 27/203 140/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Nevera
No tiene 8/203 42/203 017 34/168 3/168 0.04 8/203 42/203 0.82
Tiene 15/203 138/203 99/168 32/168 23/203 130/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
Calentador
No tiene 23/203 175/203 0.54 130/168 34/168 061 31/203 167/203 1.00
Tiene 0/203 5/203 3/168 1/168 0/203 5/203
Total 23/203 180/203 133/203 35/203 31/203 172/203
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Tabla No.15. Relacién entre factores de exposicidon y histopatologia, control UBT
seis semanas, cultivo y resistencia antrimicrobial

. Histopatologia UBT seis semanas Cultivo
Factores de exposicion p p p
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Ha fumado tabaco
Si 9/203 59/203 07 46/168 8/168 10/203 58/203
No 14/203 120/203 ' 87/168 27/168 0.1 21/203 113/203 1.0
Sin dato 0/203 1/203 0/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
Fuma ahora tabaco
Si 1/203 22/203 19/168 1/168 3/203 20/203
No 22/203 157/203 0.5 113/168 34/168 0.1 28/203 151/203 1.0
Sin dato 0/203 1/203 1/168 0/168 0/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
Expuesto al tabaco
Si 4/203 58/203 44/168 11/168 5/203 57/203
No 18/203 122/203 0.0 89/168 24/168 0.5 26/203 114/203 0.1
Sin dato 1/203 0/203 133/168 35/168 0/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
Consumo del alcohol
No consume 13/203 110/203 85/168 19/168 19/203 104/203
<3 dias\semana de consumo 9/203 60/203 06 40/168 15/168 04 10/203 59/203 05
>3 dias\semana de consumo 0/203 6/203 4/168 1/168 2/203 4/203
Sin dato 1/203 4/203 4/168 0 0/203 5/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
Adicional sal a la comida
Siempre 0/203 2/203 2/168 0/168 0/203 2/203
Casi siempre 2/203 1/203 1/168 0/168 1/203 2/203
Algunas veces 3/203 26/203 0.0 19/168 3/168 0.4 6/203 23/203 0.2
Nunca 17/203 150/203 111/168 31/168 23/203 144/203
Sin dato 1/203 1/203 0/168 1/168 1/203 1/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
Consumo de sal
Bajo 10/203 64/203 49/168 13/168 11/203 63/203
Medio 10/203 104/203 0.2 771168 19/168 0.6 16/203 98/203 05
Alto 3/203 12/203 7/168 3/168 4/203 11/203
Total 23/203 180/203 133/168 35/168 31/203 172/203
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Tabla No.16 Prevalencia de H. pylori segun diagnoéstico histolégico y género en
pacientes de Tumaco.

Prevalencia de H. pylori %

Diagnostico histopatologico

Hombres Mujeres
n % n %
Gastritis No atroéfica 41 90.2 123 87.0 87.8
Gastritis atrofica sin metaplasia 6 83.3 8 100 929
Gastritis atrofica con metaplasia 10 80 14 100 91.7

57 87.7 146 89.0 88.7

Gastritis no especificada = 1 caso
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Tabla No.17 Aislamiento de H. pylori obtenido en cultivo a partir de biopsias
gastricas provenientes de pacientes con gastritis cronica de Tumaco.

n (%) Sitio anatdmico Frec (%)
Antro:
Crecimiento C. Menor 98 (56.9)
134 ( 77.9)
172 (84.7) C. Mayor 36 (20.9)
38 (22.1) Cuerpo géstrico 38 (22.1)
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Tabla 18 Calidad de los aislados de H. pylori obtenidos en cultivos a partir de
biopsias géstricas provenientes de Tumaco.

Frecuencia
Calidad de crecimiento %
Moderado
Escaso Abundante
168 (98) 2 (1) 2 (1) 172 (100)
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Tabla 19. Frecuencia de crecimiento por dias de H. pylori a partir de biopsias

gastricas de pacientes provenientes de Tumaco

Dia Frec (%) Frecacum ( %)
10 47(12.9) 47 (12.9)
9 36 (10) 83(22.9)
8 42 (11.5) 125 (34 4)
7 34(9.2) 150 (43.6)
B 51 (14) 210 ( 57.6)
5 60 (16.5) 270 (74.1)
4 43 (12) 313 (86.1)
3 49 (13,4) 362 (99 5)
2 2(0,5) 364 (100)
n( %) 364 364 ( 100)
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Tabla 20. Frecuencia de contaminacion observada en cultivos durante
aislamiento de H pylori a partir de biopsias gastricas de pacientes provenientes de

Tumaco

Dia Frec (%) Frec. Acum (%)
2 1(1.6) 1(1.6)
3 (4.7) 4(6.3)
5 2(3.1) 6(9 4)
8 25(39.1) 31 (48.5)
7 (6.3) 35 (54.8)
8 8(12.5) 43 (67.3)
9 1(1.6) 44 (68.9)
10 20(31.3) 84 (100)
n (%) 84 (100) 84 (100)
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Tabla 21 Prevalencia de Helicobacter pylori segun método diagnoéstico

Histologia Cultivo
Fragmento gastrico

N % n %
Antro curvatura menor 195 87.2 202 48.51
Antro curvatura mayor 196 84.7 203 43.35
Cuerpo gastrico 201 88.1 199 53.26
Antro curvatura menor- mayor 203 85.7 203 66.01
Antro curvatura menor-cuerpo 203 88.7 203 74.38
Antro curvatura mayor —cuerpo 203 88.7 203 74.38
Antro curvatura menor-mayor- cuerpo 203 88.7 203 84.73
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Tabla 22 Prevalencia de H. pylori segun método diagndstico
numero y fragmento géastrico

100

90

%

80 -

70 4

60 -

50

40

30 1

20 7

10 1

A.C.Menor

A.C. Mayor

Cuerpo géstrico

A.C. Menory A. C.Menory
mayor cuerpo
2

Fragmentos gastricos
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Tabla No. 23 Frecuencia relativa y acumulada de resistencia de aislados de H.
pylori a amoxicilina y claritromicina obtenidos a partir de biopsias géastricas de
pacientes provenientes de Tumaco

Susceptibilidad de H. pylori a Amx

C.LM. frec. Rel.2% frec.(*)acum
=0.25 75(51.37) 75(51.37)
0.25 26(17.81) 101(69.18)
0.5 15(10.27) 116 (79.45)
1 18(12.33) 134(91.78)
2 8(5.48) 142(97.26)
4 3(2.05) 145 (99.32)
=4 1(0.68) 146 (100.00)
Susceptibilidad de H. pylori a Cla
C.1L.M. frec. Rel.2% frec.(%%)acum
=0.25 T8( 53.42) 78(53.42)
0.25 22(15.07) 100{68.49)
0.5 17(11.64) 117{80.14)
1 13(8.9) 130({89.04)
2 7(4.76) 137(93.84)
4 5(3.42) 142(97.26)
=4 4(2.74) 146(100.00)
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Tabla No. 24 Frecuencia de resistencia de aislados de Helicobacter pylori a
amoxicilina y claritromicina obtenidos a partir de biopsias gastricas de
pacientes provenientes de Tumaco.

%
60
50
40
30

20 uCla
10

0 CIM (ug/mi)
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Tabla No. 25 Relaciéon entre datos demogréaficos y resistencia de H. pylori a
amoxicilina y claritromicina

Antimicrobiano

Edad
n Amx (%) n Cla (%)
19-35 12 24.0 9 18.0
36-47 8 16.7 11 22.9
48-68 11 22.9 11 22.9
Género
Masculino 11 24 .4 10 22.2
Femenino 20 19.8 21 20.8
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Tabla 26. Relacion entre datos demograficos y prueba en aliento obtenida en
pacientes post tratamiento triple administrado segin Consenso de Maastricht .

Eficacia OCA
N %

Edad (afios)

[19-35] 54 85.2

[36-47] 57 75.5

[48-68] 52 8.9
Género

Masculino 49 85.7

Femenino 114 77.2
Eficacia global 163 79.8
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Tabla 27. Calculo de concordancia entre resultados de resistencia de
Helicobacter pylori a amoxicilina in vitro e in vivo

Concordancia

Obtenida Esperada Kappa
Resistencia Amx/ Eficacia 65.38% 66. 62% -0.037
Resistencia Cla/ Eficacia 65.38% 66. 62% -0.037
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Tabla 28. Concordancia entre resultados obtenidos in vitro de resistencia de H.
pylori e in vivo con prueba en aliento.

n

Resultado in vivo Resistencia in vitro
130 Amx (%) Cla (%)
Eficacia (n:104) 80% 23 23
Fracaso (n: 26) 20% 19 19
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Tabla 29. Eficacia terapéutica del esquema OCA 2 en obtenida en diferentes
paises del mundo.

Pais Autor %Eficacia OCA2
Canada Lind T et al. MACH 1, 1996 78
Colombia Bravo — Cortés 2011 ( por publicar) 79.8
Espafa Gistbert et al, 2005 82.5
C. Rica Salas et al,. 2003 84.7
Croacia Bago et al,.2002 85
Chile Riquelme et al.2007 88
Francia Megraud et al. MACH 2, 1999 88.9
Argentina Antelo et al,.2001 82.8
Turquia Sancar et al,. 2006 90
Japén Unge et al,.2003 93
Suecia Megraud et al. MACH 2, 1999 97
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ANEXOS

Anexo No. 1: Encuesta sociodemografica realizada a participantes del trabajo de
investigacion “Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de
Helicobacter pylori en pacientes con gastritis cronica” realizada en el Hospital San
Andrés de Tumaco, Departamento de Patologia, Universidad del Valle.

“Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de
Helicobacter pylori en pacientes con gastritis crénica”
HOSPITAL SAN ANDRES DE TUMACO
UNIVERSIDAD DEL VALLE, DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

La Universidad de Narifio y la Universidad del Valle, desean ejecutar un estudio con la participacién de un
grupo de sujetos adultos de ambos sexos residentes en Tuquerres y Tumaco con el objeto de estudiar la
efectividad de los antibiéticos que se usan frecuentemente para erradicar la infeccién por Helicobacter
pylori del estémago humano.

Las preguntas de este cuestionario pretenden conocer el entorno donde usted vive y algunos aspectos
relacionados con su alimentacion y su salud. Su participacién en el estudio es voluntaria. Si usted decide
participar, y mas adelante cambia de opinion, puede retirarse del estudio cuando quiera. Recuerde que la

informacién que usted nos ofrece sera muy Util para ayudar a otras personas.

Por favor no deje de responder ninguna pregunta. Busque la opcién que mas se acerque a su realidad.
Este es un documento anénimo y la informacion es confidencial, es decir que nadie conocera sus

respuestas.

De antemano le agradecemos su valiosa participacion.

I. DATOS GENERALES

1. Cédigo del estudio: ooooo 2. Cédula de Ciudadania (C.0): 00000000
21Sexo F O M O

3. Iniciales del nombre:|__ ||__|l__|l__|(Orden: Nombres y apellidos de acuerdo con la C.C.)
4. Fecha de nacimiento: Dia: |___ ||| Mes:|__|| |ARO: | Il Il |

5. Edad (Afios cumplidos): |___ |||

6. Direccién de su casa: Teléfono:
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Direccion de un familiar Teléfono :

7. Ciudad: : Procedencia: Barrio

8. Comuna: |___| Namero de afios en los que havivido en lazona: |___||__|
9. Peso (Kgs): |___ Il 10. Talla(ems): || 1l__|
11 Nivel Educativo: 11 A Seguridad Social: O Subsidiado

O Contributivo

11 BServicio que ordend procedimiento: O No asegurado

12. Ocupacién actual:

Empleado @)
Trabajador independiente O
Pensionado O

Incapacitado para trabajar O

a ~ e

Desempleado O

Il. AHORA PREGUNTAREMOS ALGUNOS ANTECEDENTES RELACIONADOS CON SU SALUD:
13. Patolégicos: 13.1 Cancer Si O No O 13.2CoagulopatiaSi O No O

13.3 Enfermedad renal cronica Si O No O 13.4 HepatopatiaSi O No O

13.5 Diabetes Si O No O 13.6 Cardiopatia Avanzada Si O No O

13.7 Varices esofdgicas Si O No O 13.8VIH(+) Si O No O

13.9 Enf. pulmonar crénica Si O No O 13.10 Enf. Psiquiatrica Si O No O

10.11 Otro O Cuél:

14 Quirdrgicos: 14.1 Gastrectomia parcialototal Si O No O

14.2 Cirugia cardiaca: Si O No O 14.3 Cirugia estética reciente (3 meses): Si O No O
14.4 Otra cirugiareciente Si O No O Cual:
15 Farmacoldgicos: 15.1 WarfarinaSi O No O 15.2 AspirinaSi O No O
15.3 Ibuprofeno — AINE Hace menos de 1 semana: Si O No O

Por mas de dos dias Si O No O

16 Antibiéticos Si O No O Macrdlidos O Imidazoles O B-Lactamicos O
Cefalosporinas O Trimetoprim O Aminoglucésidos O Tetraciclina O TMS
Otro O Cual:

Hace Cuanto? Mas de 1 mes O Hace menos de 1 mes O Por cuantos dias

17 Ha recibido tratamiento para una bacteria que se relaciona con la gastritis?
Si O No O

Cuél:
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18 Harecibido tratamiento parala gastritis? Si O No O  Cudl: Antidcidos O IBP O
AntiH2 O Protectorde mucosa O Otro O Cual:

Hace cuéanto tiempo: Hace mas de 1 mes O Hace menos de 1 mes O

Por cuanto tiempo: mas de unasemana O Menos de 1 semana O

ll. A CONTINUACION PREGUNTAMOS ALGUNAS COSAS RELACIONADAS CON SU FAMILIA Y LA
FORMA EN QUE VIVEN.

19. ¢ Cuéntas personas vivenensucasa? | |||

20. ¢ De qué material es la mayor parte del piso de su casa?

1. Tierra O
2. Cemento O
3. Baldosa O
4, Madera O
5. Otro, Cual? O

21. ¢ Cuéantos cuartos usan para dormir? | |

22. ¢ En total, cuantos cuartos tiene su vivienda sin contar pasillos, bafios y cocina?

23. ¢ Su casa dispone de agua entubada?

1. Dentro de la vivienda O

2. Fuera de la vivienda, pero dentro del edificio, vecindad o terreno O
3. Llave publica o hidrante @)

4, No se dispone de agua entubada O

24. ¢ Cudl es origen del agua que usted toma?

1. Acueducto O
2. Pozo cartesiano O
3. Otro, Cual? O
9. No sabe O

25. ¢Como es el drenaje de su casa?

1. Conectado al drenaje de la calle @)

2 Conectado a un pozo séptico @)
3 Desaglie a un rio o lago @)
4, No tienen drenaje O
9 No sabe O
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26. ¢ En su casa tienen?

Pregunta Electrodomésticos u otros enseres Si No
26.1 Televisor O @)
26.2 Videocassetera O O
26.3 Estufa de gas @) @)
26.4 Nevera ©) @)
26.5 Calentador O O
26.6 Moto, automovil o camioneta O O

27. ¢ Hafumado al menos un dia tabaco o alguno de los productos derivados del tabaco en los
ultimos 6 meses?

No @)
Si O
9. No sabe. @)

28. ¢ Fuma usted ahora?

1. No @)
Si O

29. Esta usted expuesto al humo de tabaco proveniente de algin miembro de su familia o
compafero de trabajo que fuma?

1. No O
2. Si O

IV. INGESTA DE ALCOHOL

30. ¢ Cuantos dias a la semana consume usted alguna bebida alcohélica? |

31. Si larespuesta anterior fue si, por favor describa la cantidad y que tipo de licor (cerveza,

aguardiente, ron, etc) que consume

1. Unvaso pequefio (50 mL) O Tipo:

2. Unvaso mediano (100 mL) O Tipo:
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3. Unvasogrande 250 mL) O Tipo:

4. Media botella

5. Botella (700-750 mL) O  Tipo:

O Tipo:

V. HABITOS ALIMENTICIOS

32. ¢ Cual es la frecuencia normal de consumo de los siguientes alimentos o bebidas a la semana?

Cédigo | Unidad Alimento Cuantas veces/semana?
del (si es menos de unavez
item semanal, codifique 98, si no

consume nada, codifique
00)
32.1 1vaso | Leche (I
32.2 | 1porcién | Pan (I Y
32.3 | 1porcién | Pasta (I Y
32.4 | 1porcion | Arroz (I I I
325 1 porcion | Avena, trigo, cereales, maiz I
32.6 1 porcién | Carne roja (res 6 cerdo) I
32.7 1 porciéon | Carne roja salada 6 nitrada (res 6 cerdo) |
32.8 | 1porcién | Pollo [ Y
32.9 1 porcion | Pescado I
32.10 | 1 porcion | Mariscos (Camarones, ostras, pulpo, caracoles, etc) I
32.11 | 1 porcién | Embutidos (jamon, salchichén, salami, salchichas, etc) I
32.12 | 1unidad | Huevo (I Y
32.13 | 1 porcion | Queso I
32.14 | 1medida | Granos (frijoles, lentejas, garbanzos, etc) I Y
32.15 | Entérminos generales, con qué frecuencia a la semana podria usted |

decir que come algun tipo de vegetales (excluya el consumo de

platanos verdes o maduros, papa, yuca u otros tuberculos)?
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32.16 | 1 porcién | Vegetales verdes o amarillos

32.17 1 unidad | Frutas citricas (naranjas, toronjas, limones, mandarinas,

Kiwi, etc)

33. Como considera usted su consumo de sal?

1. Bajo @)
2. Moderado @)
3. Alto O

34. Cada cuanto adiciona sal a los alimentos que estan listos para comer?

1. Siempre O
2. Casi siempre O
3. Algunas veces @)
4, Nunca O

VI. A CONTINUACION PREGUNTAMOS ALGUNAS COSAS RELACIONADAS CON SU HISTORIA
MEDICA.

35. Algun miembro de su familia sufre o ha sufrido de cancer del estomago?
1. No O
2. Si O. Por favor indique el parentesco:

9. Nosabe O

36. En este momento sufre usted de algun tipo de enfermedad?

1. No O
2. Si (@)
9. No sabe O

37. Si larespuesta anterior fue si, por favor indique cual(s)

37.1
37.2
37.3 Otras:
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38. Numero de veces que ha visitado al médico en los Ultimos 5 Afios:

39. Razones por las cuales lo ha visitado:

39.1

39.2

39.3

39.4 Otras:

40. Observaciones:

41. Fecha de la encuesta:Dia: | [l [Mes: | ||

47. Cédigo del entrevistador: |___||__||
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Anexo No.2. Procedimiento de Operacibn Estandar para Toma de endoscopias en
adultos.
PROTOCOLO DE TOMA DE BIOPSIAS POR ENDOSCOPIA,

Materiales:

=

Toalla plegable para secar las mangueras del endoscopio y la pinza de biopsia.
Toalla de papel en rollo.

Soporte para colgar equipo.

Mesa auxiliar pequefa.

Agua destilada

Cepillos

Endoscopio

Boquillas

© © N o O B~ WD

Fuente de luz

10.Palillos estériles

11.Camilla

12. Tanques para nitrégeno
13.Medias veladas

14.Cinta de rotulacion

15.Piola

16.Tijeras

17.Marcador ultra fine point

18.Tubos nunc con tioglicolato mas glicerol
19. Frascos oblocitos con formol buffer

20. Xilocaina spray

Procedimiento

Ubicar al paciente en la camilla y dispensarle xilocaina en la faringe. Colocarle la

boquilla e introducir la sonda del endoscopio por la boca y el es6fago suavemente.

Detallar las mucosas en busca de varices esofagicas u otras alteraciones. Pasar por el

duodeno vy llegar cardias, cuerpo y antro del estbmago: Realizar un paneo con la

camara y llegar al piloro. Seleccionar los sitios de toma de biopsias y con la ayuda de la
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asistente de endoscopia tomar las muestras con la obturacién de las pinzas. Aplicar
protocolo de rotulacion el dia anterior de la toma de muestras. A medida que se toman
las muestras se sitlan con la ayuda de palillos estériles individuales en su respectivo
tubo nunc, vial, frasco u OCT, dependiendo de su destino. Los nunc, los oct
introducirlos en las medias o caflas de container e inmediatamente en el tanque de
nitrégeno liquido. Los frascos oblocitos con las muestras para histologia se dejan a
temperatura ambiente y antes de las 48 horas aplicar protocolo de deshidratacion si su
destino es inmunohistoquimica, de lo contrario se pueden dejar esperar hasta finalizar
la toma de todas las muestras.
Protocolo de toma de muestras estudio SV

Universidad del Valle

o Medio de o
Espécimen . Procedimiento
recoleccion
Aislamiento de H. pyloriy
Dos m r m
0s muestras de mucosa Tioglicolato con PCR de marcadores de
gastrica antral, curvatura : .
g”cero' V|rU|enC|a
menor y mayor.
CIM
Cuatro muestras: dos de R o
Formol al 10% Andlisis histopatologico
antro y dos de cuerpo
Aislamiento de H. pyloriy
Dos muestras de mucosa
Tioglicolato con PCR de marcadores de
gastrica de cuerpo: _ , :
glicerol virulencia
curvatura mayor y menor
CIM
Una muestra de mucosa
gastrica de cuerpo pared |Tioglicolato con y 0
) _ _ Preservacion a —70"C
anterior media y otra de glicerol
antro curvatura menor.
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Materiales requeridos para el piloto por cada paciente

Material Cantid | Descripcién Comentarios
ad

Tubo Kristiensen (ureasa) Recoleccion de muestra

Frasco buffer formol 3ml 4 Recoleccion de muestra

Tubo de tioglicato glicerol Recoleccion de muestra

25% 2ml

Tubo SSN 2ml 4 Recoleccion de muestra

Tubo RPMI 2ml 1 Recoleccion de muestra

Tubo de RNA Latter 0.2 ml 1 Recoleccion de muestra

Tubo vacio 2 Recoleccion de muestra

Termo con nitrégeno 1 Almacenar muestras

Caja Icopor 1 Transporte de muestras

Palillos x 15 3 Toma de Muestras

Agar Sangre 12 Cultivo H.P.

Cajas

Lapiz rotulador 3 Rotulacion de muestras
1 Corte de material

Tijeras

Guantes 1 Bioseguridad

Caja

Mecheros 2 Cultivo

Alcohol 1 Desinfeccion

Frasco

Toallas 1 Limpieza
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Paquete

Puntas amarillas

Caja

Puntas azules

Caja

Beacker

Jarra de microaerofilica

Incubacion

Sobres de microaerofilica
Puntas libres
RNAasas

Incubacion

Piola

Balines

Encendedor

Cinta de enmascarar

Tapabocas

Media velada

Bolsas rojas Desecho bioldgico
Ependor ¢, + Bolillo Cultivo
macerador

RNA
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Anexo No 3: Protocolo para la determinacion de la concentracion Minima
Inhibitoria. Mediante el método de Dilucién en Agar.

PROTOCOLO PARA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA

Objetivo: Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de H. pylori a los

antibioticos amoxicilina y claritromicina.

Método: Dilucion en Agar

Preparacién de medio de cultivo:

Base Mueller Hinton para MIC:

Preparar 200 ml (40 cajas petri; cada una con 5 ml) Mueller Hinton con 5% de sangre
de cordero

Procedimiento:

Preparar 190 ml de Muller Hinton + 10 ml de sangre de cordero.

349 — 1000ml
X 190ml
X=6.46 gr.

Para 200ml, pesar 646 gr de agar Mueller Hinton adicionar 190ml de agua destilada,
autoclavar, y 10 ml de sangre de cordero.

Concentracion Inibitoria Minima (CIM)

Antimicrobianos usados:

e Amoxicilina
e Claritromicina

Aislado de H. pylori: Se tomaran aislados con crecimiento no mayor a 72 hora, para
evitar formas cocoides resistente.

Los aislados seran considerados resistentes a metronidazol cuando la CIM sea=8ug/ml
y resistentes a Claritromicina y Amoxicilina cuando la CIM sea =a 1ug/ml.

Se preparan diluciones desde el punto de corte +/-2 diluciones; asi, si el punto de corte

para amoxicilina y claritromicina esta determinado en 1ug/ml, se haran diluciones 0.25-
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0.5-1-2-4 pg/ml. Sobre una base de 5 ml de agar Mueller-Hinton suplementando con
5% de sangre desfibrinada de cordero, en cajas de Petri pequefias estériles.

Para Claritromicina y Amoxicilina se determino el punto de corte en 1 pg/ml; asi, se
hara diluciones 0.25-0.5-1-2-4 pug/ml.

Preparar un Stock de 1mg/ml a partir de 50mg de cada antibiético.

Pese 50mg de c/antibiético y adiciones 50ml de agua destilada esteril cubra on papel
aluminio y diluir agitando con magneto. Filtre maximo 10ml con filtro de 0,22p.

Diametro de poro en tubo estéril.

Sugerencia: Cada stock alicuotarlo en 10 tubos nunc de 1 ml c/u. congelar a -20°C

El stock esta a 1000 pg/ml.

V1 x 1000 pg/ml = 5ml x 1ug/ml.

V1 = 0,005ml = 5pul del Stock en 5 ml de medio de Mueller Hinton mas sangre de

cordero al 5% para la dilucién de 1ug/ml.

Concentraciones de antibidtico y volumenes adicionados a cajas petri con ml de
medio Mueller Hinton mas 5% sangre de cordero para antibiograma de aislados
APO01-APO12.

Concentracion de Antibidtico [pg /ml] 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0
Volimen en pl de la solucion de trabajo con 12.5 25 50 100 200
[Lpg /ml] de cada antibidtico.

Se realizaran controles con aislados AP001-AP012 sin antibidtico, por lo que a cada
caja de petri pequefia le correspondera una caja petri pequefia de Muller Hinton
suplementada al 5% en sangre de cordero pero sin antibiotico. Finalmente se tendran
30 cajas petri pequefias con aislados AP.

El control externo se realizara con cepa ATCC 43504.

CEPA ATCC 43504 CONTROL DE CALIDAD POSITIVO PARA MIC
CLARITROMICINA 'Y AMOXICILINA
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Preparar un stock de 0.01pg/ml=10ug/ml a partir de 5mg de amoxicilina y claritromicina.

Anexo No 4. Protocolo de preparacion de solucion de trabajo con antibiéticos

amoxicilina y claritromicina

Objetivo: Determinar el volumen necesario de antibidtico en cada dilucion del mismo
para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de H. pylori a los antibiéticos

amoxicilina y claritromicina.

Método: Dilucion en Agar

Para Claritromicina y Amoxicilina se determin6 el punto de corte en 1 ug/ml; asi, se
hara diluciones 0.25-0.5-1-2-4 pg/ml.

Preparar un Stock de 1mg/ml a partir de 50mg de cada antibiético.

Pese 50mg de c/antibiético y adiciones 50ml de agua destilada esteril cubra on papel
aluminio y diluir agitando con magneto. Filtre maximo 10ml con filtro de 0,22p.

Diametro de poro en tubo esteril. Cada stock alicuotarlo en 10 tubos nunc de 1 ml c/u.
congelar a -20°C

El stock esta a 1000 pg/ml.

V1 x 1000 pg/ml = 5ml x 1pg/ml.

V1 = 0,005ml = 5ul del Stock en 5 ml de medio de Mueller Hinton mas sangre de
cordero al 5% para la dilucién de 1ug/ml.

Concentraciones de antibiético y volimenes adicionados a cajas Petri con ml de medio
Mueller Hinton mas 5% sangre de cordero para antibiograma de aislados AP001-AP012.
Se preparan diluciones desde el punto de corte +/-2 diluciones; asi, si el punto de corte
para amoxicilina y claritromicina esta determinado en 1ug/ml, se haran diluciones 0.25-
0.5-1-2-4 pg/ml. Sobre una base de 5 ml de agar Mueller-Hinton suplementando con

5% de sangre desfibrinada de cordero, en cajas de Petri pequefas estériles.
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Concentracion de Antibidtico [ug /ml]

0.25

0.5

1.0

2.0

4.0

Vollmen en pl de la solucién de trabajo con
[1ug /ml] de cada antibiético.

12.5

25

50

100

200

Anexo No 5. Formato de resgistro de cultivos para ailamiento de H. pylori a

partir de biopsias gastricas.

No

Crecimiento de H pylori

. Mo Calidad cim
identificacion

4 SY Lectura por Dia Preserva: do Extraccion Amx Cla Denzidad Dptical Obserraciones
ripo de Biopsiy DialMes tafio |  Actividad 2| 3| 4]5]s8 8 9 | 10 | 2-es, 3] 0-No1-Si ucCoG TIOIGLI PES Tugiml Tugéml
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Anexo No 6. Aval de Etica Humana otorgada por el Comité de Etica Humana de La
Universidad del Valle (CIREH).
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Comité Institucional de Revision de Etica Humana m‘

Facultad de Salud

Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas,

b. Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisado v aprobado por ¢l
Comité.

9. El presente provecto ha sido aprobado por un periodo de I afio a partir de la fecha de aprobacion,
Los provectos de duracion mayor a un ano. deberin ser somctidos nuevamente con todos los
documentos para revision actualizados.

10. El investigador principal deberad informar al Comité:

a.  Cualquier cambio que sc proponga introducir en este proyecto, Estos cambios no podrin
iniciarse sin la revision y aprobacion del Comité excepto cuando scan necesarios para eliminar
peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para 10s Sujetos u otros,

¢.  Cualquier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrido, al secretario(a) y al
presidente (Anexo 1),

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio. que pueda afectar la tasa riesgo/beneficio
para os sujctos participanies.

¢. cualquicr decision tomada por otros comités de ética.

{. La ternunacién prematura o suspension del provecto explicando Ia razon para esto.

¢ El investigador principal deberd presentar un informe al final del afo de aprobacion. Los

provectos de duracidon mayor a un afo. deberan ser sometidos nuevamentie con todos los

\e
rsidad del Va!
UnNe e Revision

e msmucuonal .
Firma: p‘*’(\ukﬁw de Et‘:amwggu e

Nombre: Mauricio Palacios Gt aCU!
Capacidad representativa: PRESIDENTE Teléfono: 5185677

documentos para revision actualizados.

CERTIFICACION DE LA FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

Por medio de la presente, certifico que la Facultad de Salud de la Universidad del Valle aprueba ¢l
proyecto arriba mencionado y respeta los principios. politicas y procedimientos de la Declaracion de
Helsinki de la Asamblea Médica Mundial, de la Ley 44 de 1993 de la repiblica de Colombia y de Ia

reglamentacion vigenie en investigacion de la Universidad del Vialle

Fima: /ST Q_L D;,,’T\ Fecha: g 06 2007

Nombre: Martha Lucia Vasquez

Capacidad representativa;  VICEDECANO DE LA FACULTAD DE SALUD  Teléfono: 5185680
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Anexo No.7. Certificado de participacion como ponente en el Congreso Nacional de

Ciencias Bioldgicos con la presentacion de ponencia titulada “"Resistencia antibidticay

genotipos virulentos de Helicobacter pylori en pacientes con gastritis cronica’.
Popayan, Octubre 2009.
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Anexo No. 8. Constancia de inscripcibn de Poster presentado en la Semana de
Enfermedad Digestiva, DDW, 2009 “Antimicrobial Resistance and Virulence Genotypes
of Helicobacter pylori in patients with Chronic Gastritis ~, New Orleans Mayo 2010.

Poster Session: Epidemiology

Conference: CLINICAL PRACTICE
Track: CLINICAL PRACTICE, Epidemiology
Type: Poster

Date: Wednesday May 5, 2010

Time: 8:00 AM - 5:00 PM
Location: ENMCC
Room: Hall F

Description: Please note that there are no Continuing Medical Education units associated with this session.

Presenter: Nghi B. Ha'"*, Huy N. Trinh®, Trang T. Nguyen’, Kevin D. Kiapstein®, Nghiem B. Ha"*, Mindie H. Nguyen®
Presentation Time: 8:00 AM-5:00 PM

Presentation: W1011. Prevalence, Risk Factors, and Disease Knowledge of Chronic Hepatitis B (CHB) Infection in
Vietnamese Americans in California: A Prospective Study

Presenter Company: 1. Pacific Health Foundation, San Jose, CA, United States. 2. Song Manh, Inc. , San Jose, CA, United
States. 3. Gastroenterology & Hepatolegy , Stanford University Medical Center, Palo Alto, CA, United States. 4. Public
Health, Touro University, Vallejo, CA, United States.

Abstract: Prevalence, Risk Factors, and Disease Knowledge of Chronic Hepatitis B (CHB) Infection in Vietnamese
Americans in California: A Prospective Study

Add To My Event Plan

Presenter: Constance E. Ruhl’, James Everhart’

Presentation Time: 8:00 AM-5:00 PM

Presentation: W1012. Gallstone Disease and Mortality in the United States Population

Presenter Company: 1. Social & Scientific Systems, Inc., Silver Spring, MD, United States. 2. National Institute of Diabetes
and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD, United States.

Abstract: Galistone Disease and Mortality in the United States Population

Add To My Event Plan

Presenter: Angel Lanas’?, Beatriz Armada’

Presentation Time: 8:00 AM-5:00 PM

Presentation: W1013. Gastrointestinal and Cardiovascular Risk Profile of Osteoarthritis Patients Receiving NSAID. The
Jornada Study ;

Presenter Company: 1. Gastroenterology, University of Zaragoza, Zaragoza, Spain. 2. Medical Department, Pfizer Spain,
Zaragoza, Spain. 3. IACS-CIBERehd, Zaragoza, Spain.

Abstract: Gastrointestinal and Cardiovascular Risk Profile of Osteoarthritis Patients Receiving NSAID. The Jornada Study
Add To My Event Plan

Presenter: Adam C. Ehrlich, Michelle K. Kim

Presentation Time: 8:00 AM-5:00 PM

Presentation: W1014. Surgical Intervention and Racial Differences in Small Intestinal Carcinoid Tumors

Presenter Company: The Dr. Henry D Janowitz Division of Gastroenterology, Department of Medicine, Mount Sinai School
of Medicine, New York, NY, United States.

Abstract: Surgical Intervention and Racial Differences in Small Intestinal Carcinoid Tumors

Add To My Event Plan

Presenter: Luis E. Bravo, Mercedes Figueroa, Alvaro Pazos

Presentation Time: 8:00 AM-5:00 PM

Presentation: W1015. Antimicrobial Resistance and Virulence Genotypes of Helicobacter Pylori in Patients With Chronic
Gastritis

Presenter Company: Pathology, Universidad del Valle, Universidad de Narifio- Colombia.

Abstract: Antimicrobial Resistance and Virulence Genotypes of Helicobacter Pylori in Patients With Chronic Gastritis
Add To My Event Plan
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Anexo No0.9. Certificado de participacion como ponente en el Xl Simposio de
Investigaciones en Salud, Universidad del Valle 2009, con la presentacion de ponencia
titulado "Resistencia antibiotica y genotipos virulentos de Helicobacter pylori en

pacientes con gastritis cronica’.

4

: Universidad
Facultadde Salud _del Valle

EL SUSCRITO VICEDECANO DE INVESTIGACIONES DE LA
FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

HACE CONSTAR

Que la investigadora MERCEDES FIGUEROA MACCA presento
la ponencia titulada Resistencia antibiética y genotipos
virulentos de Helicobacter pylori en pacientes con gastritis
croénica, dentro del marco del XI Simposio de Investigaciones en
Salud realizado del 21 al 23 de octubre de 2009.

Vicedecano de Investigaciones y Postgrados

SanFernando

Calle4B No.36-00




Anexo No0.10. Certificado de presentacion de poster en el  XII Simposio de
Investigaciones en Salud, Universidad del Valle 2010, con la presentacion de la ponencia
“Comparacion de dos patrones de referencia para la deteccion de la infeccidon de H.

pylori en mucosa gastrica de pacientes con gastritis™. Cali Octubre 2010.

u

Universidad
Facultadde Salud del Valle

EL SUSCRITO VICEDECANO DE INVESTIGACIONES DE LA
FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

HACE CONSTAR

Que la investigadora MERCEDES FIGUEROA MACCA presento
el trabajo de investigacion titulado Comparacion de dos
patrones de referencia para la deteccion de la infeccion de
H. pylori en mucosa gastrica en pacientes con gastritis, en
la modalidad de posters, dentro del marco del XII Simposio de
Investigaciones en Salud realizado del 20 al 22 de octubre de
2010.

. Santiago de Cali, a los veintinueve (29) dias del
bre de 2010.

HERNAN JOSE PIMIENTA JIMENEZ
Vicedecano de Investigaciones y Postgrados
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Anexo No.11l. Certificado de participacion como ponente en el Xl Simposio de
Investigaciones en Salud, Universidad del Valle 2010,con la presentacion de la ponencia”
Susceptibilidad de H. pylori in vitro a amoxicilina y claritromicina y su relacion con

eficacia terapéutica en pacientes con gastritis crénica’. Cali Octubre 2010.

m

Universidad
Facultadde Salud del Valle

EL SUSCRITO VICEDECANO DE INVESTIGACIONES DE LA
FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

HACE CONSTAR

Que la investigadora MERCEDES FIGUEROA MACCA presentd
la ponencia titulada Resistencia antibiética y genotipos
virulentos de Helicobacter pylori en pacientes con gastritis
cronica, dentro del marco del XI Simposio de Investigaciones en
Salud realizado del 21 al 23 de octubre de 2009.

Se fir n-Santiago de Cali, a los veintinueve (29) dias del
meg de Noviembre de 2010.

JOSE PIMIENTA JIMENEZ
Vicedecano de Investigaciones y Postgrados
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Anexo No.12. Nota de aprobacion de trabajo de

Y

Unbvervcond
ol Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE — FACULTAD DE SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BASICAS
POSTGRADO CIENCIAS BIOMEDICAS.

ACTA DE SUTENTACION DE TRABAJO DE INVESTIGACION
MAESTRIA EN CIENCIAS BASICAS MEDICAS (7683

Jurado calificador conformado por los Doctores:

1. PEDRO ROVETTO..MD, PhD

3. GERARDO LIBRERQS , MSc.

El dia 16 de _FEBRERO de 2011 ,a las _10:30 A.M. se lleva a cabo la

Sustentacion del Trabajo de Investigacién presentado por el estudiante de Maestria en
Ciencias Basicas Medicas(7683): MERCEDES FIGUEROA MACCA con cédigo 200505565.

Titulo del Trabajo de Investigacidn: “Susceptibilidad in Vitro de Helicobacter Pylori en

pacientes con gastritis cronica procedentes de zona de bajo riesgo de cdncer gastrico”

>

Dr. Armando Daniel Cortes.
Director del Proyecto
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De acuerdo con los resultados anteriores se determina que la sustentacion del trabajo

de investigacion presentada por el estudiante es:
()d Aprobada ( ) Meritoria { ) Laureada [ ) Reprobada

En caso de ser reprobada el estudiante debe acoger las recomendaciones del jurado y

presentar nuevamente el documento ante el Director del Trabajo.
( ) Requiere (4] ( ) Norequiere nueva sustentacion.

El plazo para la nueva sustentacion y/o para presentacién del documento final es de:

Otros comentarios:
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Univercidad
cel Valle

FIERRO P. MD_,PhD
Director Postgrado Clencias Biomédicas

Jurado : oy
PEDRO R&V%O..Mh PhD

Jistsdos G?ynmh) -A ;Labfms b-.

GERARDO LIBREROS , MSc
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