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RESUMEN

La resistencia de H. pylori frente a los antimicrobianos, es la principal causa de
fallo terapéutico. En el estudio, se evalu6 el desempefio de la prueba rapida de
ureasa (PRU) en muestras biopsias gastricas de 157 pacientes que acudieron al
Instituto de Gastroenterologia entre abril y julio de 2018 y se estudidé la
susceptibilidad de un namero limitado de aislamientos de H. pylori frente a seis
antimicrobianos, por el método de Etest. Se estudiaron las mutaciones
relacionadas con resistencia a claritromicina por la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa que amplifica un fragmento del gen de la 23S ARNr, seguido del
analisis con enzimas de restriccion. La PRU exhibié un buen desempefio segun
los parametros de sensibilidad (87 %), especificidad (76, 6 %) e indice de Kappa
(0,64) evaluados. Se recuperaron 40 cultivos de antro y 35 de cuerpo, siendo
conservados 56 cultivos en congelaciéon. El porcentaje de resistencia encontrado
fue de 94,7 %, 56,3 % y 25 %, frente a metronidazol, levofloxacina y claritromicina,
respectivamente; y un 6,2 % a tetracilcina y rifampicina. No hubo aislamientos
resistentes a la amoxicilina. Nueve de los 16 aislamientos mostraron resistencia a
dos o mas antibidticos, siendo la de mayor frecuencia la multirresistencia a
metronidazol y levofloxacina. Los aislamientos resistentes a claritromicina
revelaron una mutacion en A2143G. La presente investigacion proporciona una
informacion preliminar de interés para definir futuras estrategias terapéuticas de la
infeccion por H. pylori en el pais, particularmente, en las fallas del tratamiento de

primera linea.
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I. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que posee una morfologia
variable espirilar o cocoide, es microaerofilica y coloniza eficientemente el
estdbmago humano. Fue aislada por primera vez en 1983 por Marshall y Warren, lo
gue revoluciond los estudios de las enfermedades gastrointestinales (Hosseini, et
al., 2012). La prevalencia de la infeccién por H. pylori ha aumentado en los paises
en vias de desarrollo, mientras su frecuencia decrece en los paises mas
industrializados, como resultado del mejoramiento en las condiciones de vida
(viviendas confortables, mejoria en calidad del agua de consumo, mayor
disponibilidad de alcantarillado, entre otros factores) (Gold, 2014; 2015; Galban et
al., 2012). Se estima que en el mundo mas del 50 % de los individuos estan
infectados por este microorganismo, en particular en paises en vias de desarrollo
en donde la tasa de infeccion sobrepasa el 80 % de la poblacién (Zhang et al.,
2014). La infeccién se adquiere generalmente durante la primera infancia y su
persistencia puede ocasionar la aparicion de diversas enfermedades como
gastritis cronica, Ulcera gastrica, duodenal, linfoma gastrico asociado a tejido

linfatico (MALT) y adenocarninoma gastrico (McMahon et al., 2015).

Helicobacter pylori elabora diversos determinantes de virulencia: enzima ureasa,
toxinas cagA, vac A y el lipooligosacarido, los cuales contribuyen al dafio tisular
(Feliciano et al., 2015; Miernyk et al., 2011). Existe una clara asociacion entre la
bacteria con la gastritis nodular, la Ulcera gastrica, duodenal, el adenocarcinoma
de estdbmago y el linfoma MALT, de hecho cuando el microorganismo es
erradicado, las metastasis extra-gastricas desaparecen (Gold, 2014; Gonzalez-
Carbajal, 2003).

Los principales sintomas de las enfermedades provocadas por H. pylori incluyen:
dolor epigastrico, nauseas vomitos, pirosis, regurgitaciones, sangrado digestivo,
anorexia, pérdida de peso y anemia, entre otros. El diagndstico de laboratorio de
esta bacteria se realiza a partir de la biopsia gastrica mediante el andlisis

histologico, el cultivo, la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la
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prueba rapida de la ureasa (PRU), las dos primeras se consideran como regla de
oro, aunque hoy dia se aboga por el uso de pruebas no invasivas como son la
deteccion de antigeno en heces y de anticuerpos séricos (Escobar MP, 2003;
Rodriguez A, et al., 2013). Dado que no existe un Unico método diagnéstico ideal
para diagnosticar la infeccién por H. pylori, resulta necesario conocer las ventajas
y desventajas de las pruebas, asi como evaluar su funcionamiento (Llanes et al.,
2014; Moncayo et al., 2006).

El control de la infeccion por H. pylori y la disminucion de las complicaciones
dependen en gran medida del éxito del tratamiento de los pacientes. Diferentes
grupos de expertos internacionales: Consenso Europeo de Maastrich, Consenso
de Norteamérica, Consenso Asiatico y Consenso lItaliano establecieron las pautas
de tratamiento de las infecciones producidas por esta bacteria. Los principales
esquemas incluyen la combinacion de un inhibidor de la bomba de protones (IBP),
y dos o tres antimicrobianos: 1) IBP mas amoxicilina, claritromicina y nitroimidazol
2) IBP méas metronidazol, tetraciclina y sales de bismuto 3) IBP mas furazolidona y
amoxicilina 4) IBP mas levofloxacina y amoxicilina, los cuales se administran entre
10-14 dias (Malfertheiner, et al., 2012; Vakil et al., 2000; Sugano et al., 2015;
Tolone et al., 2012). La eleccion del esquema de tratamiento se realiza en base a
los datos de prevalencia de la resistencia de H. pylori reportados por los paises,
en particular a la claritromicina, metronidazol, tetraciclina y levofloxacina
(Malfertheiner, et al., 2012; Vakil et al., 2000; Sugano et al., 2015; Tolone et al.,
2012). De ahi que resulte necesario llevar a cabo estudios periddicos de la
sensibilidad de los aislamientos de esta bacteria a diferentes drogas
antimicrobianas por técnicas de difusion con discos o tiras de Etest y por dilucién
en agar, asi como determinar las mutaciones genéticas relacionadas con la
resistencia a los antibiéticos, en especial la claritromicina (Malfertheiner, et al.,
2012; Sugano et al., 2015).

En Cuba existen escasos reportes sobre la sensibilidad antimicrobiana in vitro de
H. pylori. En el afio 2005, Gutiérrez y colaboradores notificaron un 3 % de

resistencia a claritromicina en 121 aislamientos de esta bacteria recuperados en la
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provincia La Habana (Gutiérrez et al., 2005). En el periodo 2005-2007, el
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias y Helicobacter (LNRNH) del IPK,
investigo la sensibilidad de 70 aislamientos obtenidos de nifios y adultos, de tres
hospitales de La Habana, lo que demostr6 una resistencia elevada a metronidazol
(85 %) y ciprofloxacina (22,5 %), una resistencia moderada a claritromicina (10 %)
y una baja resistencia a amoxicilina (1,6 %) y no se encontrd ningun aislamiento
resistente a tetraciclina. También fueron identificadas varias mutaciones en los
genes rdxA y 23SARNr, relacionadas con la resistencia a metronidazol vy
claritromicina, respectivamente (Llanes et al., 2010a).

El presente estudio forma parte de un proyecto de investigacién asociado a
programa del LNRNH, que tiene como objetivo perfeccionar el estudio de la
resistencia antimicrobiana de H. pylori en Cuba. Permitira estudiar la sensibilidad
antimicrobiana de aislamientos clinicos de esta bacteria recuperadas en los
primeros meses de 2018 en el Instituto de Gastroenterologia (IGE). Seran
evaluadas las drogas antimicrobianas empleadas en el tratamiento de primera
linea: metronidazol, claritromicina, tetraciclina, amoxicilina, segunda linea:
levofloxacina y tercera linea: rifampicina, de la infeccion por H. pylori y se
identificaran los mecanismos genéticos de la resistencia a claritromicina. Asimismo,

se evaluard el funcionamiento de la PRU frente al cultivo.




OBJETIVOS

OBJETIVOS

1. Evaluar el desempefio diagnéstico de la prueba rapida de ureasa en
pacientes con sintomas dispépticos atendidos en el |Instituto de

Gastroenterologia.

2. Determinar la susceptibilidad de aislamientos clinicos de Helicobacter pylori

a los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de esta infeccion.

3. ldentificar las principales mutaciones relacionadas con la resistencia de

Helicobacter pylori a claritromicina.
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II.1. Caracteristicas microbioldgicas de Helicobacter pylori

Desde finales del siglo XIX se empez6 a describir la presencia de bacterias
espiriladas que habitaban los estbmagos de hombres, perros y gatos, pero no fue
hasta 1982 cuando los médicos Robert Warren y Warren Marshall, en Australia,
lograron cultivar al Helicobacter pylori, a partir de muestras de tejido gastrico

obtenidas por biopsia de pacientes con Ulcera y gastritis.

El género Helicobacter junto con Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum vy
Wollinella forman parte de la clase Epsilobacteria, subdivision Thiobacteria,
division Proteobacteria (Cavalier, 2002). La familia Helicobacter esta compuesta
por 20 especies genéticamente diferenciadas, las cuales pueden dividirse en dos
grupos, las enterohepaticas y las gastricas. H. pylori esta entre las especies
gastricas y es capaz de sobrevivir en la superficie de la mucosa estomacal gracias

a la accion de la enzima ureasa (Solnick et al., 2002).

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, que mide de 2,5 a 5um, con 4 a 8
flagelos polares y con una morfologia helicoidal o espirilada a manera de
sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa gastrica y menos espiral cuando
crece en medios de cultivo artificiales. Este microorganismo puede adoptar una
forma cocoide en los cultivos mas prolongados o en aquellos sometidos a
situaciones no favorables para el crecimiento, como el uso de antimicrobianos,
factores fisicos y quimicos como el calor, la accion de sustancias quimicas, entre

otros.

Helicobacter pylori es un microorganismo “fastidioso” o de dificil crecimiento,
necesita de una atmosfera de microaerofilia (5 % de O,, 10% de CO,y 85 % de
N>), alta humedad, temperatura de 35-37 °C y un tiempo de incubacion de 5 a 10
dias (Llanes et al., 2014). Crece en medios sdlidos enriquecidos como Agar
Columbia, Agar Brucella, Agar Wilkins-Chalgren, Agar Mueller-Hinton y Agar
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Helicobacter, suplementado con 5 a 7% de sangre de carnero, pudiéndose utilizar
ademas suero de caballo, suero fetal bovino, e isovitalex y una combinacion de al
menos 4 antimicrobianos que inhiben el crecimiento de la microbiota
acompanante. De todos los medios de cultivo, la base de agar Columbia
suplementada con 7 % de sangre y los antibidticos trimetoprim, vancomicina,
cefsulodina y anfotericina B, ha sido la mas empleada para el aislamiento de
H. pylori (Megraud, 2005). Las colonias tienen un diametro de 1-2 mm, son
transparentes, translicidas, himedas y no producen hemdlisis. Desde el punto de
vista metabdlico, el microrganismo elabora escasas enzimas como la citocromo
oxidasa, catalasa y ureasa, las que resultan utiles para su identificacién definitiva
(Buzas, 2015).

II.2. Epidemiologia

Helicobacter pylori es un microorganismo ampliamente distribuido en el mundo y
se estima que mas de dos tercios de la poblacion mundial esta infectada por esta
bacteria (Zhang et al., 2014). La distribucion de la infeccion a nivel mundial es
heterogénea, con una prevalencia que oscila entre 30-50 % en los paises
desarrollados, mientras que en los paises en vias de desarrollo alcanza el 60-
90%. Estos patrones parecen reflejar una correlacion inversa entre la situacion

socioecondmica y el riesgo de infeccion (Eusebi et al., 2014).

En Cuba, no existen investigaciones sobre la prevalencia por H. pylori en
poblaciones asintoméaticas; en tanto que en pacientes con sintomas dispépticos la
prevalencia de la infeccion oscila entre el 60-70% de los adultos y 30-40% en
nifios (Llanes et al., 2011; Alonso et al., 2013; Corrales, 2016).

El mecanismo exacto por el cual se adquiere H. pylori ain no esta bien
esclarecido, pero se conoce que factores como el hacinamiento, las condiciones
socioeconOmicas y ambientales desfavorables pudieran condicionar la aparicién
de la infeccion (Axon, 2014). La transmision del microorganismo ocurre en edades

tempranas de la vida, donde el contagio se considera un fenémeno reflejo de la
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exposicién continuada a partir del nacimiento y la alta frecuencia de reinfeccion

hasta los primeros afios de la vida adulta. (Adlekha et al., 2013).

Se han descrito mas de una via para la propagacion de la infeccién por H. pylori,
pero resulta imprescindible el contacto estrecho a través de la exposicion oral—
oral, gastro-oral y fecal-oral (Mladenova et al., 2006). La via de transmisién oral-
oral, ocurre cuando la bacteria presente en el jugo gastrico alcanza la cavidad oral
a través del reflujo gastroesofagico, que contamina la saliva. Esta ultima pudiera
actuar como vehiculo que disemina el microorganismo a las manos, los utensilios

de comer y los surcos gingivales (Loster et al., 2009).

La transmisién gastro-oral, se relaciona con los pacientes sometidos a endoscopia
sin una adecuada desinfeccion previa de los gastroscopios (Ford et al., 2010). La
transmision fecal-oral ocurre a través del contacto con el agua y los alimentos
contaminados con la bacteria. Muchas investigaciones apoyan esta ultima via de
transmision, ya que al emplearse diferentes pruebas de laboratorio se detecta la
bacteria en las heces de pacientes con gastritis y otras patologias
gastroduodenales (Agusti et al., 2010; Falsafi et al., 2009).

[1.3. Helicobacter pylori y enfermedades asociadas

La presencia de H. pylori en la mucosa géstrica de los humanos induce diferentes
afecciones gastrointestinales que van desde una gastritis leve, por lo general
asintomatica hasta la Ulcera péptica y el cancer gastrico (Savoldi et al., 2018).
Ademas, se describe la asociacion etiolégica de esta infeccibn con un gran
niamero de trastornos  extradigestivos que incluyen enfermedades
cardiovasculares, alergias de la piel y enfermedades autoinmunes (Chey et al.,
2017).

Dentro de las afecciones gastrointestinales se encuentran la gastritis, la Ulcera
péptica, la metaplasia y el cancer gastrico. A continuacion se abordaran los

aspectos fundamentales de cada una de ellas.
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Gastritis cronica: se acepta que practicamente todas las personas infectadas por

H. pylori desarrollan una gastritis cronica superficial y si no se lleva a cabo un
tratamiento que permita la erradicacion de la infeccion, ésta se prolonga durante
décadas, y en muchos casos durante toda la vida. En la mayor parte de los casos
(>85%), la inflamacion crénica esta asociada a la infeccion por H. pylori, por lo que
esta bacteria es la causa mas importante de gastritis cronica (Gonzalez-Carvajal et
al., 2003).

Ulcera péptica: la asociacion de H. pylori con la Glcera duodenal y la Ulcera
gastrica es clara, ya que un 90-95% de los pacientes infectados por el
microorganismo tienen un riesgo de 3 a 10 veces mayor a padecer la enfermedad
ulcerosa. Estos pacientes pueden expresar sintomas compatibles con la
dispepsia, tipica de la enfermedad ulcerosa: epigastralgia o dolor en
hemiabdomen superior, que disminuye con la ingesta de alimentos y antiacidos.
La sintomatologia ulcerosa puede acompafiarse de voOmitos, anorexia,
adelgazamiento y con menos frecuencia puede dar lugar a una hemorragia
digestiva (Azevedo et al., 2009).

Metaplasia intestinal: se caracteriza, desde el punto de vista histologico, por la

presencia en la mucosa gastrica de enterocitos o células de tipo absorbentes
(intestinales), acompafiadas o no de células caliciformes en el epitelio superficial
de la mucosa gastrica o en las glandulas productoras de moco. Con frecuencia se
presenta cierto grado de gastritis atréfica, expresada por la pérdida en mayor o
menor grado de las glandulas géstricas. La metaplasia intestinal puede estar
presente en cualquier segmento del estbmago, pero es mas frecuente en el antro
y la regidn prepilérica. Sus alteraciones histolégicas se interpretan como la
antesala del complejo proceso de degeneracion maligna que finalmente lleva al

establecimiento del cancer gastrico (Trajkow et al., 2007).

Céancer géstrico: Existen varias hipotesis para explicar la asociacion de H. pylori y

el cancer gastrico, la mas aceptada es la capacidad que tiene este

microorganismo para desarrollar gastritis cronica, metaplasia intestinal y displasia
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gue segun su intensidad y persistencia, incrementan el riesgo de cancer gastrico
(Llorens, 2006, Savoldi et al., 2018). La bacteria, al infectar la mucosa gastrica,
provoca una gastritis crénica atrofica multifocal, asociada con hipoclorhidria, lo
cual facilita el sobrecrecimiento bacteriano y el aumento de nitrosaminas, que
tienen alta capacidad mutagénica, siendo las responsables de las lesiones
premalignas. La Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), categorizan a H. pylori como agente

carcinogenético tipo | (Pasechnikov et al., 2014).

[I.4. Diagnostico microbioldgico

El diagnéstico de laboratorio de H. pylori se realiza por pruebas invasivas
(requieren de una endoscopia digestiva alta con toma de muestras de biopsia de
la mucosa gastrica) y no invasivas (no necesitan de la endoscopia). A partir de
fragmentos de biopsias géastricas se puede realizar la PRU, el cultivo, el estudio
histopatolégico y las pruebas moleculares. Estas pruebas tienen generalmente
una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, el caracter invasivo y las
limitaciones para la recuperacion bacteriana (dependen de la carga bacteriana, el
tipo de medio de transporte empleado, y las condiciones de incubacion del cultivo),
han llevado a la busqueda de pruebas no invasivas. Entre estas ultimas se
encuentran las técnicas de deteccién de antigeno en heces, de diferentes tipos de
inmunoglobulinas en el suero, asi como la prueba de urea espirada (Llanes et al,
2014).

Dado que no existe un Unico método diagnostico ideal para diagnosticar la
infeccién por H. pylori, resulta necesario conocer las ventajas y desventajas de las
pruebas diagndsticas existentes y evaluar su funcionamiento, en especial cuando
se estudian por primera vez. Hoy en dia se recomienda emplear la combinacién de
al menos tres pruebas de laboratorio para diagnosticar un paciente (Llanes et al.,
2010; Moncayo et al., 2006).

Histologia: el estudio de las biopsias gastricas, consiste en la observacion de la

morfologia de los microorganismos, en los cortes histologicos de las biopsias. Se
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considera el método mas confiable para establecer el diagndstico de la infeccion por
H. pylori. Permite la observacion de la morfologia bacteriana y ademas la
visualizacion de los cambios histopatologicos en la mucosa gastrica del hospedero.
La sensibilidad de esta prueba es variable y oscila entre el 85- 90%, mientras que la
especificidad es casi del 100% por lo que es considerada como el “método de
referencia” (Pourakbari et al., 2013). Es un procedimiento efectivo, y altamente
requerido para el control de H. pylori en paises con tasas de incidencia altas (Gamez
et al., 2008).

Existen algunos factores especificos que disminuyen su sensibilidad, como son: la
baja densidad de microorganismos y la desigual distribucion de la bacteria en el
estbmago; esto ultimo afecta por igual a todos los métodos directos de deteccion v,
por tanto, se recomienda tomar varias biopsias para aumentar la sensibilidad de las
técnicas (Fawcett et al., 2004).

En la red hospitalaria cubana, la histologia, es una de las técnicas mas empleadas
para la deteccién de la infeccion por H. pylori, no obstante su éxito en el diagndstico
pudiera estar sesgado por errores en el muestreo, la experiencia del médico patélogo
a cargo, el tipo de tincibn que se emplee, el escaso numero de bacterias en la
muestra, asi como la presencia de las formas atipicas del microorganismo. (Llanes et
al., 2011; Corrales, 2016).

Prueba rapida de la ureasa (PRU): H. pylori posee la enzima ureasa con capacidad

para la colonizacion y persistencia en la cavidad gastrica. Se localiza tanto en la
membrana como en el espacio periplasmico y estd compuesta por una estructura
hexamerica. La actividad ureasa de H. pylori es mas potente que la de otras

bacterias como Proteus, Klesiella y Yersinia (Chen et al., 1998).

La enzima ureasa cumple dos funciones adaptativas: proteccion frente al acido de la
mucosa gastrica, provision de nitrégeno en forma de amonio y actia como factor de
virulencia en la patogenia de la Ulcera gastrica (Alarcon et at., 2004). Esta enzima
descompone la urea en anhidrido carbonico y amoniaco, y esta reaccion se

demuestra mediante un cambio de coloracion del medio de naranja amarillo a rosa
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fuerte, debido a la accién del indicador de pH rojo de fenol. Este cambio de color
puede ser inmediato (en 5 minutos), lo que indica mayor numero de bacterias
presentes o tardio en cualquier momento dentro de las 24 horas de la toma de

muestra (Paredes et al., 2011).

La PRU es un método ampliamente usado con una sensibilidad de 75 al 100%, y
especificidad de 84 a 100 % (Guarner et al., 2010; Vaira et al., 2010). Es mas
empleada en adultos, ya que en los nifios su sensibilidad es relativamente baja, dado
por la baja densidad de H. pylori en la mucosa gastrica (Dondi et al., 2006). Se ha
informado que la sensibilidad de la PRU y el tiempo de reaccion positiva se mejora
aumentado el numero de muestras de biopsias tomadas (Seo et al., 2014). Por su
sencillez, rapidez y bajo costo, se considera como una técnica de eleccion para el
diagndstico inicial de la infeccion por H. pylori en aquellos pacientes que se someten
a endoscopia (Megraud et al., 2005).

Cultivo: el aislamiento mediante cultivo es el método mas especifico y presenta
ventajas, como permitir el estudio de sensibilidad de H. pylori a los diferentes
antimicrobianos, la caracterizacion de factores de virulencia y la posibilidad de tipado
de cepas con fines epidemiolégicos (Gisbert et al., 2012). La especificidad del cultivo
es del 100% (Guaner et al., 2010; Lépez-Brea et al., 2004), pero su sensibilidad es
menor y varia en relacion con la recogida, transporte y almacenamiento de la
muestra, medios de cultivo utilizados y las condiciones de incubacion (Ndip et al.,
2004). A pesar de sus limitaciones ofrece una buena fiabilidad diagnéstica. Se
recomienda el cultivo del antro pilérico en los pacientes que no han recibido
tratamiento de la infeccién, mientras que aquellos que han sido sometidos a
tratamientos erradicadores se aconseja el cultivo tanto del antro como del cuerpo

gastrico para mejorar la deteccion de H.pylori (Kalem et al., 2010).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): mediante la técnica de PCR es posible

detectar el acido desoxiribonucleico (ADN) de H. pylori en concentraciones minimas,
a partir de biopsias gastricas, para lo cual se utilizan diferentes iniciadores de
secuencias para amplificar varios genes como: el gen ureA, gIM y la secuencia de la
subunidad 16S del ribosoma (ARNr 16S) (Yakoob et al., 2006). En los ultimos afios,
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la posibilidad de estudiar diversos tipos de muestras clinicas que incluye el tejido
fijado en parafina y muestras no invasivas como las heces, saliva y la placa dental,
ha revelado que existe una correlacion entre la presencia de H. pylori en el aparato

digestivo y diferentes patologias gastroduodenales (Medina et al., 2010).
[1.5. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

La resistencia bacteriana es la principal causa del fracaso de las terapias
antimicrobianas. En H. pylori la resistencia puede ser primaria 0 natural, que se
define como la incapacidad intrinseca del antibiético para erradicar la infeccion desde
el primer tratamiento y secundaria o adquirida, que se desarrolla después del

tratamiento con un antibiético (Martinez et al., 2014).

El fendmeno de la resistencia se debe esencialmente a mutaciones cromosomales
gue se transmiten en forma vertical desde las poblaciones bacterianas resistentes a
la descendencia. Se han identificado los mecanismos por los cuales los genes
implicados en las mutaciones cromosomales de H. pylori inducen la resistencia

antimicrobiana (Megraud F., 2004)

Claritromicina: es un macrélido que inhibe la sintesis de proteinas dependiente del

ARN, uniéndose a los receptores ubicados en el ribosoma 50S, especialmente en el
23S ARNr; en esta regiéon se ubican las principales mutaciones asociadas con la

resistencia a macrolidos (Rugge et al., 2003).

En Europa, se ha observado un aumento en la resistencia a claritromicina, siendo las
tasas de resistencia en Alemania hasta de un 75,4% (Selgrad M et al.,, 2013),
mientras que en Francia, las tasas de resistencia oscilan entre un 18,6% y 41,6%.
Asimismo, en Japén, un estudio que evalud un total de 3307 aislamientos clinicos de
H. pylori revel6 un aumento periédico en los niveles de resistencia, del 18,9% al 27,7%
(Zhao LJ et al., 2014). En América Latina, las tasas mas altas se observan en México,
Colombia, Argentina y Brasil (Vega et al., 2010). En Cuba la resistencia a
claritromicina (10%) es baja (Llanes et al., 2010).

12




II. MARCO TEORICO

La resistencia a claritromicina se presenta por mutaciones puntuales en el gen que
codifica para el ARNr 23S. Las mutaciones responsables del 90% de los casos de
resistencia se producen por sustitucion de la adenina por citosina o guanina en la
posicién 2142 (A2142C o 2142G) o de una adenina por una guanina en la posicion
2143 (A2143G).

Cuando se estudian los mecanismos genéticos de resistencia a claritromicina en
H. pylori por PCR-RFLP, se debe utilizar una cepa control sensible al antibiético. El
fragmento de 768 pb en el genotipo salvaje, tiene una secuencia diana que tras su
digestion con la enzima Bsal genera dos fragmentos de restriccion (108 y 660 pb), en
el caso de la digestion con Mboll no existe ningun sitio de reconocimiento y se
mantiene la talla del amplicon. En las cepas resistentes, la presencia de la mutacion
A2143G se revela por la presencia de los siguientes fragmentos: 108, 310 y 350 pb;
cuando existe la mutacion A2142G, los fragmentos de ADN de restriccion presentan
418 pb y 350 pb (Versalovic,1997)

Metronidazol: es un compuesto heterociclico con un nucleo de 5 carbonos y un
radical nitro (NO2). Los nitroimidazoles son activados al ingresar en la célula por la
enzima NADPH nitrorreductasa, los transforma en intermediarios imidazoles que
ocasionan dafios estructurales en el ADN, la inhibicion de la sintesis de acidos

nucleicos y muerte celular (Van der Wouden et al., 2001).

Las literatura cientifica refleja un amplio rango de porcentajes de resistencia a este
antimicrobiano, entre 97,6% en Colombia (Yepes et al.,et al., 2008) y 12,5% en Chile
(Otth L et al., 2011); aunque la tendencia de la prevalencia en México, Brasil, y Cuba
supera el 50% (Llanes et al., 2010).

La resistencia a nitroimidazoles involucra dos genes denominados rdxA y frxA. El gen
rdxA codifica para una NADPH nitrorreductasa insensible al oxigeno, dona electrones
y activa al metronidazol. El gen frxA codifica para la NADPH flavinoxidorreductasa y
contribuye en la activacién del metronidazol en el interior celular (Llanes et al, 2010).
Las mutaciones que inactivan el gen rdxA originan codones de parada o

sustituciones gque hacen a la proteina disfuncional (Llanes et al., 2010).
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Amoxicilina: es un antibidtico B-lactdmico que inhibe la sintesis de la pared
bacteriana ocasionando un desequilibrio osmotico y lisis bacteriana. Por ser la
amoxicilina 1abil al acido, los IBP mejoran su estabilidad y biodisponibilidad (Figueroa
et al., 2012). En el mundo, la resistencia general a la amoxicilina es baja. Un estudio
realizado en Europa, Asia, Estados Unidos y Medio Oriente informa resistencias
entre 0 y 0,9% (Megraud, 2004). En América Latina, en paises como Chile, Paraguay,

Brasil y Venezuela, la tasa de resistencia varia entre 0 y 2%. (Tseng et al., 2009).

La resistencia se presenta por mutaciones de las proteinas fijadoras de la penicilina
(PBP siglas en inglés). La mutacion PBP1A presenta mayor afinidad por el farmaco y
al manifestarse afecta su efectividad antibidtica. La mutacion S414R sola puede
ocasionar fenotipos resistentes. Otras mutaciones informadas son la S402G, E406A,
S417T, T555S, N561Y, S542R, T5401 y I562V (Ortiz et al., 2006).

Tetraciclina: las tetraciclinas actian inhibiendo la sintesis proteica bacteriana
uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma e inhiben la union de los aminoacidos a
la cadena polipeptidica en formacion. La mutacion puntual en el gen rrn 16S codifica
para el acido ribonucleico ribosomal 16 de la subunidad 30S e impide la unién del
aminoacil ARN de transferencia. Las mutaciones en la tripleta de bases adenina,
guanina y adenina se localizan en las posiciones 926 a la 928 (AGA 926928) del gen
rr 16s en la llamada caja C. Las mutaciones en las posiciones 965 a 967 que
codifica para la proteina de flujo TetA (P) disminuyen la afinidad del antibiético (Zullo
et al., 2011).

De manera general el comportamiento de la resistencia a este antibiotico es baja,
pero inusualmente en Chile y Colombia se han informado tasas altas (Otth et al.,
2011).

Levofloxacina: las fluoroquinolonas acttan inhibiendo las topoisomerasas o girasas

bacterianas. Las quinolonas detienen la replicacion del ADN porque inhiben la
subunidad A de la girasa del ADN en la regién determinante de resistencia a
guinolonas; las mutaciones de esta region originan resistencia a levofloxacina. Las

mutaciones en las posiciones 91 (Asp91Gly, Asn, Ala o Tyr) y 87 (Asn87Lys) se han
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encontrado presentes en el 100% de los aislamientos de H. pylori resistentes a las

fluoroquinolonas (Savoldi et al., 2018).

En Latinoamérica el porcentaje de resistencia mas elevado ha sido detectado en
Pert (37%) (Mochizuki et al.,, 2011). En Taiwan, la resistencia se cuadruplico
después de 2004 de 3,2% a 16,3% (Kuo CH et al., 2012.)

A pesar de un ambiente de creciente resistencia a antibidticos a nivel global, se ha
postulado la necesidad de guiar la terapia erradicadora mediante el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana in vitro de H pylori.

[1.6. Métodos de deteccion de la resistencia antimicrobiana

Los métodos de deteccion de la resistencia se clasifican en fenotipicos, los cuales

estan basados en las técnicas de cultivo y genotipicos o técnicas moleculares.

La realizacion del cultivo y el antibiograma antes de iniciar un tratamiento de
erradicacion de H. pylori no se realiza de forma rutinaria, excepto en pacientes con
fracasos a terapias anteriores, para detectar la  resistencia secundaria. El
conocimiento de los patrones locales de sensibilidad puede ser una herramienta
valiosa para recomendar los esquemas mas apropiados en cada poblacion en

particular (Lopez-Gongora et al., 2015; Chey et al., 2017).

Prueba de dilucion en agar: constituye el método de referencia recomendado

actualmente por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, siglas en inglés),
para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de H. pylori. A pesar de
gue este método permite obtener cuantitativamente los patrones de resistencia,
determinando las concentraciones inhibitorias minimas (CIM), estas pruebas son
laboriosas, por lo que no son de uso comun en la practica clinica. Se recomiendan
para llevar a cabo estudios epidemiologicos de resistencia de H . pylori en
laboratorios de referencia que analizan grandes cantidades de aislamientos (Best et
al., 2003).
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Prueba de Epsilometer test (E-test): el E-test es un método cuantitativo que permite

determinar las CIM, empleando la técnica de difusidon en agar. Se ha reportado que
este método posee una concordancia satisfactoria, del 91,3% cuando se compara
con el método de dilucion en agar (Megraud, 2004). Aungue se acepta que existe
una buena concordancia entre estos ambos métodos para la mayoria de los
antimicrobianos estudiados, existe controversia con los resultados obtenidos con el
metronidazol (Selgrad M et al., 2013). Algunos autores han atribuido estas
diferencias a la presencia de cepas susceptibles y resistentes simultaneamente en
un 5 a un 10% de los aislamientos (Sisson G et al., 2001), sin embargo, Best y cols.,
sefialan que si se sigue estrictamente el protocolo establecido, la concordancia es
del 100%. (Best L et al., 2003).

Prueba de difusidon con discos de antimicrobiano: este método cualitativo es también

utilizado en la practica clinica para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de
H. pylori, aunque con menos frecuencia que la difusion con tiras de Etest y la
dilucion en agar, habiéndose propuesto guias para su uso con la claritromicina y el
metronidazol (Mc Nulty C et al., 2002).

Los métodos moleculares de deteccion de la resistencia antimicrobiana de H. pylori
constituyen alternativas a las pruebas convencionales, estos son rapidos, no
requieren de la presencia de bacterias vivas y permiten obtener resultados
reproducibles y faciles de estandarizar. Dentro de estos, la secuenciacion de acidos
nucleicos representa la técnica mas robusta para detectar las mutaciones
relacionadas con la resistencia antibiética en cualquiera de los antibioticos

empleados en el tratamiento de H. pylori (Nizhisawa y Suzuki, 2014).

Las primeras pruebas moleculares para identificar las mutaciones de resistencia en
H. pylori fueron dirigidas a la deteccion de mutaciones en el gen ARNr 23s,
responsable de la resistencia a claritromicina y fueron realizadas a partir de cultivos
de esta bacteria. Una de las primeras técnicas empleadas fue la prueba de PCR,
con posterior digestion con enzimas de restriccion (PCR asociada al analisis del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP, siglas en
inglés) (Versalovic J et al., 1997).
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El analisis de amplificaciéon mediante sonda en linea (PCR- line probe assay [LIPA]),
la hibridaciéon in situ con fluorescencia (FISH), el analisis de enlace de
oligonucledtidos (PCR- oligonucleotide ligation assay [OLA]) y el PCR en tiempo real,
son varios de los métodos moleculares que se utilizan para identificar las mutaciones
relacionadas con la resistencia a claritromicina y las fluoroquinolonas (Megraud 2004;
Nishisawa & Suzuki, 2012). En la actualidad existen varios métodos comerciales que
identifican H. pylori y detectan a la vez las mutaciones de resistencia a claritromicina
(Seeplex, Seegene Corea; Helico DR, Hain, Alemania; GeneCube y , Toyobo, Japén)
(Nizhisawa y Suzuki, 2014).

Con relacion al metronidazol, dada la existencia de multiples mutaciones
relacionadas con la resistencia, no se han desarrollado métodos moleculares para la
deteccion de los mecanismos genéticos de resistencia. Igual situacién ocurre con la
amoxicilina y la rifabutina, lo que unido a la baja prevalencia de aislamientos
resistentes ha conducido a un escaso desarrollo de pruebas moleculares para

identificar las mutaciones de resistencia (Nizhisawa y Suzuki, 2012).

En el caso de la tetraciclina, existe una prueba de PCR-RFLP que distingue entre las
mutaciones que provocan la alta resistencia a este antibiotico de aquellas con baja
resistencia (Ribeiro et al.,2004). Glocker y colaboradores en Alemania, desarrollaron
una PCR en tiempo real para la deteccion de mutaciones de resistencia a tetraciclina
(Glocker et al.,2005).

I1.7. Tratamiento

Existen diferentes regimenes terapéuticos para erradicar la infeccion por H. pylori. La
eleccion del esquema de tratamiento se deben realizar en base a los datos de
prevalencia de la resistencia locales reportados por los paises, en particular a la
claritromicina, metronidazol, tetraciclina y levofloxacina (Malfertheiner, et al., 2012;
Vakil et al., 2000; Sugano et al., 2015; Tolone et al., 2012).

Los consensos internacionales sobre el manejo de la infeccién por H. pylori coinciden
en destacar que el aumento de la resistencia a los antibidticos utilizados es uno de

los factores que pueden explicar las bajas tasas de erradicacion mas bajas de
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erradicacion de la infeccion que se estdn consiguiendo actualmente. Estos
consensos abogan por abandonar la triple terapia clasica y utilizar pautas cuadruples
con o sin bismuto, buscando mayores porcentajes de éxito (Gisbert et al., 2016;
Crowe, 2017). Sin embargo, la aplicacion de estas recomendaciones en el ambito
local requiere una reflexion, ya que los resultados de los ensayos clinicos en los que
se basan no son extrapolables a todos los paises , debido a la alta variabilidad
geografica en las tasas de resistencia a antibiéticos y a las diferencias entre

individuos en funcion de la exposicion previa a antibiéticos.

Entre los esquemas terapéuticos propuestos para el tratamiento de H. pylori estan
los siguientes que se expresan en la tabla Il. 1 (Malfertheiner, et al., 2012; Vakil et al.,
2000; Sugano et al., 2015; Tolone et al., 2012).

Tabla 1l.1: Tratamientos segUn consensos internacionales para la
infeccion por Helicobacter pylori.

I PRIMERA LiNEA

Terapia clasica AMX + CLA + IBP No usar cuando prevalencia resistencia
claritromicina > 15%

Terapia concomitante AMX + CLA + MTZ +|BP  Tres antimicrobianos

Terapia cuadruple TET + MTZ + BIS + IBP Dos antimicrobianos + sales bismuto
] SEGUNDA LINEA

Terapia cuadruple TET + MTZ + BIS + IBP Dos antimicrobianos + sales bismuto

Terapia con LEV + AMX + IBP

fluoroquinolonas

I TERCERA LINEA

Terapia cuadruple TET + MTZ + BIS + IBP Dos antimicrobianos + sales bismuto

Terapia con rifabutina RFB + AMX + IBP

IBP: inhibidor de la bomba de protones BIS: Sales de bismuto TET: tetraciclina; AMX: amoxicilina; CLA:
claritromicina; MTZ: metronidazol; LEV: levofloxacina; RFB: rifabutina
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En paises donde la sensibilidad a la claritromicina esté por encima del 15% el
esquema terapéutico de primera linea mas recomendado es la terapia cuadruple, por
10 a 14 dias, ya que con estos tratamientos se han obtenido los rangos mas altos de
curacion, superiores al 90%. El uso de los antisecretores (IBP o un antagonista de
los receptores histaminicos H2 (AH2), es debido a que ciertos antimicrobianos
disminuyen su efectividad bajo las condiciones luminales acidas del estbmago (Chey
et al, 2017).

Con el uso de la terapia concomitante y la terapia multiple se busca lograr una tasa
de erradicacién superior al 90%, con minimos efectos colaterales, y ejerciendo una
presion selectiva minima de cepas resistentes (Malfertheiner et al., 2016).
Especialmente en los nifios la erradicacion de H. pylori se recomienda en presencia
de ulcera péptica o anemia ferropénica inexplicada que no responde al tratamiento.
También se puede considerar en nifios con sintomas dispépticos cuando la infeccién
por H. pylori se detecta a partir de una biopsia y en nifios infectados con algun

familiar de primer grado con cancer gastrico (Koletzko, 2011).

En afios recientes el tratamiento combinado de la amoxicilina con la levofloxacina,
representa una opcion a emplear como tratamiento de segunda linea, cuando se
producen fallos a la terapia clasica y la concomitante. Asimismo, la terapia con
rifampicina ha ganado importancia como tratamiento de tercera linea de la infeccion

por H. pylori (Malfertheiner et al., 2016).

En Cuba no existe un consenso nacional que conduzca a recomendar las opciones
terapéuticas que pudieran garantizar una buena eficacia (= 90%) del tratamiento de
los pacientes.. De ahi que resulte de utilidad realizar la evaluacion pediddica de los
resultados de la sensibilidad antimicrobiana in vitro de H. pyori y relacionar los

resultados con el éxito del tratamiento.
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1Il. MATERIALES Y METODOS

[1I.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo de corte transversal en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias-Helicobacter (LNRNH) del IPK y

en el Instituto de Gastroenterologia (IGE), en el periodo abril-julio de 2018.
[11.2. Universo y muestra

El universo de estudio estuvo compuesto por la totalidad de los pacientes adultos
(>18 afios), con sintomas dispépticos: acidez, nauseas, vomitos y dolor en
epigastrio, que acudieron al servicio de endoscopia del IGE en el citado periodo.
La muestra estuvo representada por 157 pacientes con dicha sintomatologia, que
firmaron el consentimiento informado por escrito y cuyas lesiones endoscoépicas
eran compatibles con Ulcera péptica gastrica y duodenal, gastritis atrofica y

nodular.
Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion: pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron

el consentimiento informado (anexo 1).

Criterios de exclusion

e Pacientes que consumieron antimicrobianos o IBP en las Ultimas tres
semanas antes de la toma de muestras.

e Pacientes cuyo resultado del estudio endoscépico revel6 otro tipo de
lesiones no compatibles con Ulcera péptica gastrica o duodenal, gastritis
antral nodular, ni cancer gastrico.

e Pacientes que no cooperaron con la realizacion de la prueba de endoscopia,
porque eran alérgicos a la lidocaina o tenian alguna enfermedad aguda
como IRA o asma bronquial en el momento de llevar a cabo este proceder

invasivo.
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[11.3. Técnicas y procedimientos
[11.3.1. Estudio endoscépico y toma de biopsias gastricas a los pacientes

Para la realizacion de la endoscopia digestiva superior se utilizO un video-
endoscopio. Se aplicoé anestesia (xilocaina al 2%) en la faringe del paciente antes
de la endoscopia. Se tomaron tres fragmentos de biopsia gastrica, dos de la
curvatura mayor del antro pilérico gastrico (uno para realizar la PRU), y el otro
para el cultivo. El tercer fragmento de la curvatura mayor del cuerpo gastrico se

emple6 también en el cultivo.
[11.3.2. Pruebas de laboratorio

Prueba rapida de ureasa: una de las piezas de biopsia gastrica tomadas por

endoscopia fue inoculada en un vial de 1,5 mL que contenia 0,3 mL de caldo urea
de Rustigian & Stuart, segun la metodologia descrita por Llanes et al., 2010. El vial
se colocé a temperatura ambiente durante 1 hora (en el propio saléon de
endoscopia). El resultado fue considerado como positivo cuando se observo un
cambio de coloracion de amarillo a fucsia, en este intervalo de tiempo (Llanes et
al., 2010).

Cultivo: dos fragmentos de biopsia de estbmago, uno de antro y otro de cuerpo,
fueron inoculados en un vial que contenia medio de transporte Portagerm pylori
(Biomerieux, Francia), siendo colocado en refrigeracion de 2-8 °C hasta su
traslado al LNRNH del IPK (no méas de 24 horas después de tomada la muestra).
Una vez en el laboratorio fueron sembrados en placas con medio selectivo de agar
Columbia (BIOCEN, Cuba), enriquecido con 10 % de sangre de carnero, 1 % de
suplemento Vitox (Oxoid, EUA) y suplemento inhibidor VCNT (Oxoid). La
incubacién de las placas se realizd6 a 37 °C por un periodo de 5-7 dias, bajo
condiciones de microaerofilia (5 % de O,, 10 % de CO, y 85 % de N;) generadas

por el sistema Campygen (Oxoid).

La identificacion de las colonias se realizé en base a su morfologia (coloracion de

Gram) y la positividad de las pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa y ureasa
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(Llanes et al., 2010). Se realizaron subcultivos ulteriores en medio no selectivo de
agar Columbia (BIOCEN) enriquecido con sangre de carnero al 10 %, y suero fetal
bovino al 1 % (GIBCO, EUA), incubandose por 48-72 horas en idénticas
condiciones. Finalmente, los cultivos antes de la realizacién de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana fueron conservados en caldo triptona soya mas

glicerol al 20% en congelacion a -80°C.
[11.3.3. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

A partir de cultivos con 72h de crecimiento, se prepar6 una suspension del
microorganismo en 4 mL de solucion salina fisiolégica estéril. La suspension
bacteriana fue ajustada hasta alcanzar el patron 3 de la escala de Mc Farland.
Dentro de los 15 minutos posteriores a su preparacion, la suspension bacteriana
fue inoculada con un hisopo estéril sobre placas de Petri de 150mm, previamente
temperadas y secadas, que contenian agar Mueller Hinton (Oxoid) con 5% de
sangre de carnero de mas de 2 semanas de extraccion. Posterior a la inoculacion,
las placas se dejaron secar por 15 min a temperatura ambiente, luego de lo cual
se colocaron 3 tiras de Etest de antibidticos de la casa comercial Biomerieux,
Francia, previamente temperadas. Los antimicrobianos utilizados fueron:
amoxicilina, claritromicina, levofloxacina, metronidazol, rifampicina y tetraciclina.

Cada experimento se realiz6 por duplicado.

La incubaciéon final de las placas se realiz6 en campana de vidrio, en las
condiciones de microaerofilia anteriormente descritas, por 72 horas y luego de
este periodo se realiz6 la lectura de la CIM, en el punto en que se producia la
interseccién entre la zona de inhibicién del crecimiento y la tira de Etest, siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Como control se utiliz la cepa de referencia
de H. pylori ATCC 43504, la cual posee los siguientes parametros de sensibilidad

antimicrobiana (datos reflejados en la Tabla Ill.1) (Megraud, 2004).
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Tabla Ill.1. Parametros de sensibilidad antimicrobiana descritos para la cepa de
referencia de H. pylori ATCC 43504.

Antimicrobiano Rango de CIM (pg/mL)

Amoxicilina 0,015-0,12
Claritromicina 0,015-0,12
Metronidazol 64-256

Tetraciclina 0,12-1
Levofloxacina 0,12-1

Rifampicina 0,12-1

En la Tabla Ill.2 se observan los puntos de corte para establecer las categorias de
resistencia y/o susceptible, segun las guias del Clinical Laboratory Standard
International (CLSI) para claritromicina y de Eucast para el resto de los
antimicrobianos (Savoldi, et al., 2018).

Tabla 11l.2. Puntos de corte establecidos para las categorias de resistente y
susceptible de H. pylori, segun las guias del Clinical Laboratory Standard
International y de Eucast.

Antimicrobiano Sensible Resistente
Amoxicilina <1 pg/mL =1 pg/mL
Claritromicina <1 ug/mL =1 pyg/mL
Metronidazol <8 pg/mL =8 pyg/mL
Tetraciclina <1 pg/mL =1 pg/mL
Levofloxacina <1 ug/mL =1 pyg/mL
Rifampicina <1 pyg/mL =1 ug/mL

[11.3.4. Deteccion del mecanismo genético de resistencia a claritromicina

Se realiz6 a aquellos aislamientos de H. pylori que resultaron resistentes a este

antibiotico, para ello se utilizo la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa,
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que amplifica un fragmento del gen de 768 pb de la 23S ARNr, seguido del
analisis con enzimas de restriccion (PCR-RFLP), segun establece el protocolo de
Oleastro et al., 2003.

e Purificacién y preservacion del ADN

La purificacion de ADN se realizd6 mediante el sistema comercial Winzard®
Genomic DNA purification (Promega, EE.UU), a partir de la recoleccion del
crecimiento bacteriano en 600uL de tampon lisis, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La integridad del material genético se verificO mediante la realizacion
de una electroforesis submarina en gel de agarosa al 0,8 % que codifica para la
subunidad A de la enzima ureasa de H. pylori. EI ADN resuspendido en un
volumen final de 100uL de solucion de rehidratacion, se conservo en congelacion

a -20 °C para su utilizacion posterior en la técnica de PCR.
e Deteccion de mutaciones en un fragmento del gen 23S ARNr

La deteccion de las mutaciones en las posiciones 2142 y 2143 del dominio V del
gen ARNr 23S que confieren resistencia a claritromicina se determind por PCR-
RFLP. EI PCR se realizdé utilizando los cebadores descritos por Suzuki y
colaboradores Hp23Sr6 sentido (5-CACACAGGTAGATGAGATGAGTA-3) vy
Hp23Sr7 antisentido (5"-CACACAGAACCACCGGATCACTA-3), que amplifican
un fragmento de 768 pb. Cada reaccién de amplificacion se realizé en un volumen
total de 50uL, con 5uL de tampo6n 10X (Promega), 1,5mM de MgCI2, (Promega),
0,2mM de cada dinucledtido trifosfato (Promega), 25pmol de cada cebador, 0,25U
de GoTag ADN polimerasa (Promega) y 3uL de ADN. Cada reaccion se sometio a
un control positivo con la cepa de referencia ATCC 43504 y un control de
esterilidad, que consisti6 en la sustitucion de la alicuota de muestra por agua
bidestilada estéril. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
(Eppendorf modelo Mastercycler personal, Alemania). Las condiciones de PCR
fueron: 94°C 5 minutos seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante

30 segundos, hibridacion a 50°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante
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30 segundos y un ciclo a 72°C durante 7 minutos. Dos alicuotas de las reacciones
de amplificacion (10uL) se digirieron por separado con las enzimas de restriccion
Bsal durante 1 hora y Mboll durante 24 horas (New England BioLabs) a 37 °C
(Oleastro et al., 2003).

e Andlisis de los resultados

Para la visualizacién de los productos de la reaccion, se tomaron 10uL de ADN, se
unieron a 2uL de tampdn de corrida (Loading buffer 6X, Promega) y se aplicaron
en un gel de agarosa (Merck, EE.UU) al 2,5%, con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio
(Promega). La corrida electroforética se realizO en una camara electroforesis
(Mupid®One, Japon) a 70 Volts, con el tampon Tris-Borato-EDTA, pH 8, durante 1
hora. Los resultados de la electroforesis se visualizaron a través de un
transluminador (Vilber Loumat, Francia) de luz UV. Se determinaron las tallas de
los productos amplificados, comparandose con el patron obtenido por el marcador
de peso molecular de ADN (100 pb DNA Step Ladder, Promega).

[11.4. Procesamiento de la informacion y analisis de los resultados

La informacion de los resultados de las pruebas diagnosticas de H. pylori fue
vaciada en una base de datos de Microsoft Excel, siendo analizada mediante el
programa estadistico Epidat version 3.1. Para llevar a cabo el analisis estadistico
de los resultados se determind la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivos y negativos, el indice de validez y de verosimilitud positiva y negativa, asi
como la prueba de Kappa (Moncayo et al., 2006, Llanes et al., 2014).

[11.5. Consideraciones éticas

El estudio forma parte del proyecto de investigacion Papel de H. pylori en
enfermedades extradigestivas, que actualmente se desarrolla en el LNRNH del
IPK y que tiene la aprobacion del Comité de Etica de dicha institucion (CEI-IPK 73-
1857). Para este estudio resultd imprescindible la aceptacion del paciente de

participar en la investigacion y la firma del consentimiento informado (anexo 1).
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Los pacientes fueron informados acerca de los objetivos, alcance de la

investigacion, beneficios y voluntariedad de su participacion.

I11.6. Limitaciones del estudio

En el protocolo de investigacion se previo realizar los estudios de la sensibilidad
antimicrobiana a todos los cultivos conservados de H. pylori. Sin embargo, por
limitaciones logisticas (problemas con el suministro de gas licuado, contaminacion
de las placas y de los cultivos, escasez de sobres de microaerofilia), asi como lo
limitado del tiempo para llevar a cabo las pruebas de sensibilidad in vitro, estas se

realizaron a un menor nimero de aislamientos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de 157 pacientes a quienes se les realizo el diagndstico de laboratorio de
H. pylori por dos pruebas diagnésticas, la PRU y el cultivo, la primera prueba tuvo
una positividad de 42 % (66 casos), mientras que 91 casos fueron negativos por
PRU. El cultivo de biopsias de antro y cuerpo gastricos, realizados a igual nUmero
de pacientes, revel6 un mayor porcentaje de positividad en las muestras obtenidas
del antro (25,5 %) que en el cuerpo (22,3 %) estomacal. Del total de cultivos
positivos, se logré conservar cincuenta y seis cultivos de H. pylori en congelacion
a -80 °C. El resto de los cultivos no fue conservado como consecuencia de la
contaminacion con hongos filamentosos, lo cual ha sido reportado por otros
autores (Megraud, 2005; McMahon, 2015). Se debe sefialar que el suplemento
inhibidor utilizado en el estudio (VCNT), contiene como antimicético la nistatina,
gue tiene un pobre efecto inhibidor de los hongos filamentosos, a diferencia de la
anfotericina B, la cual forma parte de varios suplementos comerciales para

favorecer el crecimiento de H. pylori (Megraud, 2005).

IV.1. Evaluacion del desempefio de la PRU

Al evaluar los resultados de la PRU, a partir de muestras de biopsias de antro
gastrico de 157 pacientes atendidos en el IGE, esta tuvo un buen desempefio con

relacion al cultivo, segun los parametros analizados en la Tabla IV.1.
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Tabla IV.1. Parametros de desempefio de la prueba rapida de ureasa de antro
gastrico para el diagndéstico de H. pylori en 157 pacientes. IGE, abril-julio,
2018

Sensibilidad 87% 76,14-97,78
Especificidad 76,6% 68,25-84,91
Valor predictivo positivo 60,6% 48,06-73,15
Valor predictivo negativo 93,4% 87,76-99,05
indice de validez 79,6% 73-86,24
Razén de verosimilitud positiva 3,71 2,6-5,29
Razén de verosimilitud negativa 0,17 0,08-0,36
indice Kappa 0,64 0,51-0,76

Teniendo en cuenta este resultado y las ventajas que ofrece la PRU: sencillez,
rapidez (provee el resultado en una hora), no requerir de equipamiento para su
realizacion (Llanes et al, 2014), sugieren su empleo en el IGE, institucion de salud
gue realiza alrededor de 400 endoscopias digestivas altas cada mes (Galban et al,
2012).

Los resultados obtenidos en el presente estudio sensibilidad (87%), especificidad
(76,6 %), e indice de Kappa (IK) (0,64) resultan similares a los de una
investigacién realizada en el hospital del IPK en 64 pacientes (sensibilidad 85,7 %
y especificidad de 90,5 %) (Llanes et al, 2010). En cambio tiene un menor
desemperiio que los obtenidos por Rodriguez en el hospital de San Antonio de los
Bafios (sensibilidad 100 %, especificidad 82,8%, e IK, 0,85) (Rodriguez et al,
2013).

La evaluacion de otros métodos caseros para determinar la actividad ureasa de

H. pylori reportan valores de sensibilidad y especificidad superiores al 80%
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(Moncayo et al, 2006). Adicionalmente, estos valores pueden variar bajo ciertas
circunstancias: pacientes con sangramiento digestivo alto, tratamiento previo con
IBP, antagonistas del receptor-H2, antimicrobianos y compuestos que contienen
bismuto. Otros factores que influyen son la cantidad de microorganismos
presentes en la muestra y el tiempo de lectura del resultado de la PRU (Bermudez
et al, 2009).

En la actual investigacion se empled una variante de PRU més rapida (lectura del
resultado en 1 hora), con respecto a la utilizada en otras investigaciones
realizadas en el pais (lectura del resultado en 4 horas). Para la preparacion de la
primera variante se emplea el reactivo de urea, agua destilada y un indicador de
pH, mientras que a la segunda se le agregan tres reactivos que actian como
tampones y garantizan una mayor estabilidad del diagnosticador (Llanes et al,

datos no publicados, 2018)

Internacionalmente, la comparacion de las PRU caseras con las pruebas de oro
(cultivo e histologia), revelan valores de sensibilidad y especificidad que oscilan
entre 75-100% (Krogfelt et al.,, 2005, Moncayo et al., 2006). Por tal motivo
consideramos que los resultados de este estudio demuestran la factibilidad del

empleo de esta técnica en las instituciones de salud endoscopias digestivas.

IV.2. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana de H. pylori

La erradicacion de H. pylori se ve afectada por la resistencia que desarrolla esta
bacteria a los antimicrobianos empleados en el tratamiento de esta infeccion, y es

el principal determinante de fallo terapéutico (Chey, 2017, Dang & Graham, 2017).

El mayor porcentaje de resistencia antimicrobiana en los aislamientos clinicos de
H. pylori investigados se observo frente a metronidazol (94,7 %) (18/19
aislamientos). Adicionalmente, esta resistencia resultd de alto nivel, pues los

valores de CIM para el 50 % de los aislamientos (CIMsg) y para el 90 % de estos
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(CIMggy fueron iguales o superiores a 256 pg/mL. De los 16 aislamientos a los que
se les investigd la susceptibilidad a la levofloxacina, nueve (56,3 %) mostraron
resistencia. En el caso de claritromicina, el 25 % (4/16 aislamientos) resulté
resistente Para la tetraciclina y la rifampicina el 6,2% (1/16) fue resistente a los
dos antibacterianos y no se encontrd ningun aislamiento resistente a la amoxicilina
(Tabla 1V.2).

Tabla 1V.2. Susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos clinicos de
H. pylori. IGE, abril-julio 2018

No. aislamientos Valores CIM Total
Antimicrobiano S R Rango CIM ClMso ClMso  4islamientos
Metronidazol 1 18 0,023->256  0,002->32  >256 19
Levofloxacina 7 9 0,002->32 <0,016-12 >32 16
Claritromicina 12 4 <0,016-12 <0,016-2 12 16
Tetraciclina 15 1 <0,016-2 <0,016-1,5 0,125 16
Rifampicina 15 1 <0,016-1,5 <0,016-0,016 1 16
Amoxicilina 19 0 <0,016-0,016 0,002->32 0,016 19

S=Sensible; R=Resistente

Los antimicrobianos de primera linea metronidazol, amoxicilina, claritromicina y
tetraciclina son empleados en el tratamiento de H. pylori, siendo el macrdélido, un
pilar fundamental en el éxito de diversos esquemas terapéuticos (Dang & Graham,
2017). De estos antimicrobianos, la mayor prevalencia de la resistencia es frente a
metronidazol, siendo mas elevada en los paises en desarrollo, debido a su amplio
uso en tratamientos previos contra las infecciones parasitarias, ginecoldgicas y
dentales (Savoldi et al., 2018).

En la presente investigacion, se obtuvo un 94,7 % de aislamientos resistentes al
metronidazol, cifra comparable a las reportadas en paises como China (95,5 %) (Ji
et al., 2015), Republica Dominicana (83 %) (Miftahussurur et al., 2017), asi como

en diversos paises africanos en donde la prevalencia de la resistencia primaria y
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secundaria a este antibittico es del 91 % (Savoldi et al., 2018). En Cuba, en un
estudio realizado a 70 aislamientos recuperados entre 2005-2007, se encontro un
porcentaje de resistencia elevado (85 %) a metronidazol (Llanes et al., 2010). La
resistencia a este antimicrobiano en el actual estudio supera ademas, a la
notificada en otros paises de América Latina, como Costa Rica (42 %) y
Venezuela (59 %) (Camargo et al., 2014), de Europa (38 %), el Sudeste de Asia
(59 %) y el Pacifico (55 %) (Savoldi et al., 2018).

En Cuba, el uso frecuente de metronidazol en el tratamiento de la giardiasis,
enfermedad altamente prevalente en el pais, asi como de las infecciones
ginecoldgicas, podrian ser las causas de esta elevada resistencia (Lara et al.,
2003).

La mayoria de las cepas resistentes al metronidazol, tuvieron CIMs altas, siendo la
CIMsp y CIMgy de 256 pg/ml y >256 pg/ml, lo que pudiera tener una importante
repercusiéon en el manejo clinico de los pacientes, pues CIMs superiores a 32
Hg/ml estan asociadas con un mayor fallo terapéutico (Thung et al., 2016).

Algunos investigadores han sugerido que el tamafio del inéculo puede afectar los
resultados de la prueba de E-test, especialmente los inéculos ajustados con
valores de 3 0 mas de la escala de Mc Farland tienden a producir un mayor valor
de CIM. Sin embargo, otros estudios han demostrado que las lecturas de las
CIMs, no se modifican al utilizar un patrén de 3 o 4 de la escala de Mc. Farland
(Mc Nulty, 2002). En la actual investigacién se realizaron duplicados de cada
experimento utilizando un indculo equivalente al patrén de 3 de dicha escala y los

valores CIMs obtenidos resultaron similares.

La resistencia de H. pylori a la levofloxacina, antimicrobiano que se emplea en la
terapia de segunda linea de esta infeccidn bacteriana fue la segunda mas
frecuentemente detectada (56,3 %) en el actual estudio. Cifras similares de

resistencia han sido reportadas por Chey y colaboradores en Estados Unidos, en
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el periodo 2011-2016 (53, 5 %) (Chey et al, 2017). La OMS notifica porcentajes
elevados de resistencia a levofloxacina en Peru (37 %) (Martinez et al, 2014),
Republica Dominicana (35,7 %) (Miftahussurur et al, 2017), asi como el
Mediterraneo Este (32 %), el Pacifico Occidental (31 %) y el Sudeste de Asia
(25%) (Savoldi et al, 2018).

La levofoxacina apenas se emplea en Cuba como tratamiento de la infeccién por
H. pylori, este medicamento es escasamente utilizado para el manejo de algunas
infecciones respiratorias y por micobacterias no tuberculosas en el pais, pero se
hace bajo un estricto control (Hernandez et al, 2016). Sin embargo, la
ciprofloxacina es uno de los antimicrobianos mas usados para el tratamiento de
diversas infecciones en pacientes que acuden a la atencion primaria y secundaria
de salud (Lara et al, 2003; Herndndez et al, 2016), por lo que la resistencia a la
levofloxacina pudiera ser resultado de la resistencia cruzada ejercida por otras

fluoroquinolonas.

La resistencia a la claritromicina en aislamientos de H. pylori es de suma
importancia, ya que se ha demostrado que su aparicion puede reducir hasta en un
60% las tasas de erradicacion de la infeccion con la terapia antibiética clasica y la
concomitante, e incluso algunos autores consideran que la resistencia a esta

droga es 100% predictiva del fallo terapéutico (Megraud, 2004).

En los dltimos afios, se ha observado un incremento en el nUmero de aislamientos
resistentes a claritromicina (Savoldi et al, 2018). En América, la resistencia a esta
droga es muy variable, estimandose la prevalencia entre un 2,2 % y 63 %
(Martinez et al, 2014). En el actual estudio, se encontré un 25 % de aislamientos
resistentes, similar a lo reportado en Colombia (18,8 %) y Argentina (26,7 %)
(Figueroa et al, 2012; Scalestky, et al, 2011), sin embargo en México, segun un
estudio realizado en el 2011 por Ayala y colaboradores, apenas un 5 % de las
cepas estudiadas eran resistentes (Ayala et al, 2011). Un reporte de la OMS

sefala que la prevalencia de la resistencia primaria y secundaria de H. pylori a
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claritromicina en América Latina es entre 10- 17 %, la cual esta por debajo de lo
notificado por otras regiones geograficas como Europa Occidental y Asia Pacifico,
gue muestran cifras entre 29-34 % (Savoldi et al, 2018). La frecuencia de
aislamientos resistentes a este macrolido en el presente estudio pudiera reflejar el
empleo reciente del medicamento en el tratamiento empirico de la infeccion por
H. pylori en Cuba, como parte de la terapia clasica (Infante M, comunicacion
personal, 2018). La existencia de resistencia cruzada con otros macrolidos
también ha sido notificada en estudios previos (Chey et al, 2017; Dang et al, 2017)
y dado que la azitromicina es uno de los antibiéticos mas consumidos en la
actualidad en el mundo y en Cuba, la actual resistencia pudiera reflejar el patron
de uso de los diferentes macrolidos en nuestro pais (Savoldi et al, 2018; Lara et al,
2003).

Muchos autores consideran que la resistencia de H. pylori frente a la amoxicilina
se presenta de manera excepcional, demostrandose que en paises de Europa y
América Latina existe un 100 % de sensibilidad a este antibiotico (Savoldi et al,
2018). La presente investigacion no fue la excepcién, porque no se encontrd
ningun aislamiento resistente a este B-lactamico. Esta cifra es bastante similar a
otro reporte cubano que informa una resistencia de 1,6% (Llanes et al, 2010). La
OMS notifica que la prevalencia mundial de resistencia primaria y secundaria a
amoxicilina es inferior al 10% en todas las regiones geograficas, excepto en el
Mediterraneo Este, donde se ha detectado que es del 14 % (Savoldi et al, 2018).
Sin embargo, Martinez y colaboradores en un articulo de revision en América
Latina notifican que la prevalencia de la resistencia varia entre 0-38%, con los
mayores porcentajes en Brasil (29-38%) y Colombia (20,5%). Estas diferencias
pudieran estar dadas por el uso de diferentes puntos de corte para interpretar la
resistencia a la amoxicilina (0,5, 1 y 8 pg/mL) (Savoldi et al, 2018, Camargo et al,
2014).

La conservacion previa de los aislamientos de H. pylori en congelaciéon a — 70 °C

es uno de los factores que pudiera afectar la expresién de resistencia a la
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amoxicilina, pues se ha reportado que la resistencia a esta droga es inestable y se

pierde luego de la congelacion (Dore et al., 1999).

La tetraciclina es un antibiético de amplio espectro, recomendado en diferentes
esquemas terapéuticos de primera y segunda linea de la erradicacion de
H. pylori (Chey, et al, 2017, Thung et al, 2016). En el presente estudio solo un
aislamiento resulté resistente a este antibiotico. La mayoria de las publicaciones
internacionales no comunican resistencia de la bacteria a este farmaco en paises
de América Latina, Europa, el Sudeste de Asia, ni el Pacifico Occidental (Savoldi
et al, 2018), asi como en un estudio previo llevado a cabo en Cuba (Llanes et al,
2010). La prevalencia mundial de resistencia de H. pylori a la tetraciclina es inferior
al 5 %, siendo la region del Mediterrdneo Este la Unica que notifica una
prevalencia del 10% (Savoldi et al, 2018). La cifra de resistencia del actual estudio

resulta similar a la notificada en Venezuela (7 %) (Martinez et al, 2014).

Existen escasos reportes sobre la susceptibilidad in vitro de H. pylori a la
rifampicina (Nishizawa y Suzuki, 2014, Suzuki et al, 2009). La tasa media de
resistencia de la bacteria a este antibidtico, calculada de los datos de 11 estudios
realizados a 2982 pacientes, es de 1,3%. Sin embargo, cuando se incluyen
pacientes que no recibieron tratamiento previo, esta desciende a 0,6% (Gilbert y
Calvet, 2012). Suzuki y colaboradores evalluan la sensibilidad de 94 aislamientos
de H. pylori a la rifabutina, en pacientes procedentes de dos hospitales japoneses,
uno de ellos especializado en la atencion a pacientes con enfermedades
respiratorias crénicas, que incluye la tuberculosis; encuentran un porcentaje de
resistencia de 7,4%, en enfermos tratados previamente con rifampicina (Suzuki et
al, 2009). Otros estudios internacionales que notifican resistencia a rifampicina son
los de Irdan, Alemania y Bulgaria, con el 23,1%, 13,4% y 8,6%, respectivamente
(Hooi, et al, 2017). Debemos sefalar que el paciente cubano del cual se aislo
H. pylori resistente (CIM = 1,5 ug/mL), no tenia antecedente de tratamiento previo

con rifampicina, ni contacto con pacientes tuberculosos.
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De los 16 aislamientos de H. pylori a los cuales se le investigo la sensibilidad a
todos los antimicrobianos, el 56,3 % (9 aislamientos) presento resistencia a mas
de un antibiotico. El patron de resistencia multiple representado por metronidazol-
levofloxacina (MET-LEV) fue el méas frecuentemente hallado con un 25 % (4
aislamientos). El patron de multirresistencia metronidazol-levofloxacina-
claritromicina le siguié en frecuencia (18,8 %) con tres aislamientos. Finalmente
fueron detectados otros tres patrones de resistencia multiple (MTZ+CLA+LEV,
MTZ+TET+LEV y MTZ+CLA+RIF) Los resultados anteriormente expuestos se

muestran en la Tabla IV.3.

Tabla IV.3. NOmero de aislamientos de H. pylori (n=9) multirresistentes, IGE,
abril-julio 2018
Doble resistencia
MTZ+LEV 4

Triple resistencia

MTZ+CLA+LEV 3
MTZ+TET+LEV 1
MTZ+CLA+RIF 1

Total 9

MTZ=metronidazol CLA=claritromicina LEV=levofloxacina TET=tetraciclina
RIF =rifampicina

En Republica Dominicana, Miftahussurur y colaboradores detectan un 35,7 % de
multirresistencia en 64 aislamientos de H. pylori investigados (Miftahussurur et al.,
2017), con un predominio de aquellos con dobles mutaciones, siendo la MTZ-LEV,
la mas frecuentemente encontrada. En un hospital de la ciudad de Zaragoza,
Espafia, se detecta un 27,5 % de multirresistencia in vitro a los antibiéticos, con un
predominio de las mutaciones MTZ-CLA y MTZ-CLA-LEV (Cosme et al., 2017).
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IV.3. Mecanismo de resistencia a claritromicina

La resistencia a la claritromicina en H. pylori se le asocia a modificaciones
postranscripcionales o0 mutaciones puntuales situadas en el dominio
V peptidiltransferasa del ARNr 23S, estas mutaciones estan asociadas con la
perdida de union del macrélido al ribosoma (Klesiewicz et al.,, 2014). Estas
mutaciones incluyen la transicion, de una adenina a guanina en la posicion 2143,
2142 y transversion en 2142 de adenina a citosina. Una vez establecidas estas
mutaciones se inhibe la capacidad de unién de la claritromicina a los ribosomas, y
por lo tanto, la interferencia en el proceso de elongacion y sintesis de proteinas es
nula (Nishizawa & Suzuki, 2014).

En el actual estudio, dos de los cuatro aislamientos de H. pylori que mostraron
resistencia a claritromicina, fueron analizados por la técnica de PCR-RFLC (Figura
IV.1), produciéndose la amplificacion del fragmento de 768 pb correspondiente al
gen ARNr 23S. La posterior digestion con la enzima Mboll identificé al genotipo
salvaje (Figura IV-1 (A). La digestion con la enzima Bsal revel6 la presencia de la
mutacion A2143G, identificada por las bandas de 350, 310 y 108 pb. La digestion
del producto de amplificacion de la cepa control de H. pylori ATCC 43504 (sensible
a claritromicina), mostré6 dos bandas de 610 y 108 pb, diferentes al genotipo

resistente (B).
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768 phem
= 550 pb

350 pb
310 pb
108 pb

Figura IV.1. Electroforesis en geles de agarosa al 1,5% del analisis por PCR-RFLP
de la resistencia a claritromicina de Helicobacter pylori. Tres cepas se digirieron
con las enzimas Mboll y Bsal (A), genotipo salvaje (banda intacta 768 pb) y (B),
genotipo salvaje (bandas a 660 y 108 pb) genotipo resistente con mutacion
A2143G (bandas de 350, 310 y 108 pb). M, marcador de peso molecular de 100pb
(Promega, EE.UU); carriles: 1) ADN de H. pylori ATCC 43504; 2 y 3): ADN de

aislamiento resistente 1Ay 2C.

Este resultado coincide con otro llevado a cabo en el LNRNH en el que fueron
analizados 3 cepas de H. pylori resistentes a claritromicina por PCR-secuenciacion
y encuentra la presencia de la mutacion A2143G en dos de las cepas y la
mutacion A2142C en la otra cepa (Llanes et al, 2010). El predominio de la
mutacion A2143G en aislamientos resistentes a este macrolido también ha sido
descrito por otros autores (Nishisawa y Suzuki, 2014 y Versalovic, 1997) en
diferentes paises y regiones del mundo. Se debe destacar que esta mutacion
tiene un mayor impacto clinico que el resto de las mutaciones relacionadas con la
resistencia a claritromicina (Miftahussurur et al., 2017).
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IV.3. Discusion general

La evaluacion de la PRU en muestras de biopsias gastricas de pacientes con
sintomas dispépticos y lesiones endoscopicas de Ulcera péptica, gastritis atrofica y
gastritis nodular, tuvo un buen desempefio diagnéstico, por lo que puede ser
usada como prueba diagnostica para detectar la infeccion bacteriana. Estas
lesiones endoscoépicas son producidas generalmente por H. pylori (Galban et al,
2012), por lo que el empleo de la PRU pudiera garantizar un diagnéstico rapido y
confiable de la infeccion en instituciones de salud que realizan endoscopias

digestivas altas.

La detecciébn de resistencia in vitro de H. pylori mediante las pruebas de
sensibilidad antibidtica, a partir de los cultivos de biopsia géastrica y la deteccion de
mutaciones de resistencia, tanto de cultivos como directamente de las muestras
de biopsias, constituye la estrategia mas util para recomendar el tratamiento
adecuado a los pacientes, en especial aquellos que han recibido tratamiento
previo de esta infeccion. Sin embargo, estas pruebas son costosas y no estan

disponibles en todos los laboratorios (Savoldi et al., 2018; Chey et al., 2017).

Diferentes comités de expertos internacionales recomiendan esquemas de
tratamiento de la infeccibn por H. pylori basados en evidencias cientificas y
sugieren el empleo de aquellos antibidticos cuyo umbral de resistencia no rebase
el 15% (Savoldi et al., 2018; Chey et al., 2017, Malfertheiner, et al., 2017).

En el presente estudio, la alta frecuencia de resistencia a metronidazol en
aislamientos de H. pylori y su elevado nivel (CIM = 256 ug/mL), corrobora su
persistencia como un fendmeno previamente detectado en nuestro pais (Llanes et
al., 2010), que pudiera comprometer el éxito del esquema de tratamiento mas
empleado en Cuba (metronidazol, amoxicilina mas IBP) (Paniagua & Pifiol, 2017).

La resistencia a metronidazol, a diferencia de la claritromicina, pudiera resultar
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menos relevante desde el punto de vista clinico y pudiera revertirse incrementando
la duracion del tratamiento con metronidazol a 14 dias e incorporar sales de
bismuto al esquema (terapia cuadruple) (Chey et al., 2016, Savoldi et al., 2018;
Malfertheiner et al., 2011).

Esta investigacion representa la primera realizada en Cuba que estudia la
sensibilidad in vitro de H. pylori a la levofloxacina, antibiético de segunda linea que
se recomienda en pacientes con fallas a los tratamientos de primera linea de la
infeccidon (Gisbert, 2009). La cifra de resistencia encontrada rebasa a lo reportado
en otros paises de Latinoamérica y pudiera ser el resultado de la resistencia
cruzada con otras fluoroquinolonas (Martinez et al., 2014; Camargo et al., 2014).
Esta resistencia no resulta un fendbmeno emergente en Cuba, pues previamente
fue detectada la resistencia a otra fluoroquinolona (ciprofloxacina) (Llanes et al.,
2010).

El porcentaje de resistencia a claritromicina en el actual estudio (25 %) resulta casi
dos veces mas elevado que el detectado previamente en Cuba (10 %) (Llanes et
al., 2010), lo que pudiera obedecer al empleo en los ultimos afios del macrélido en
el tratamiento de esta infeccion bacteriana (Paniagua y Pifiol, 2017). Asimismo, la
identificacion de la mutacion A2143G, como causa de la resistencia a la
claritromicina en dos aislamientos estudiados resulta un fendmeno antes

detectado en el pais (Llanes et al, 2010).

La baja cifra de resistencia de los aislamientos de H. pylori a la amoxicilina y
tetraciclina ha sido previamente reportado en Cuba (Llanes et al, 2010), lo que
unido a la baja resistencia a la rifampicina hace que estos antimicrobianos

pudieran ser recomendados en diferentes esquemas de tratamiento en el pais.

En el actual estudio resulta necesario destacar el elevado porcentaje de

aislamientos de H. pylori multirresistentes, lo cual pudiera comprometer el éxito
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de la terapia de esta infeccion que cuenta con un espectro de antibioticos limitado

en el pais (Paniagua y Pifiol, 2017).

Cuba exhibe una elevada prevalencia de la infeccién por H. pylori (Galbéan et al,
2012, Llanes 2014), la que pudiera provocar un incremento de la recurrencia de la
enfermedad, en especial por el hecho de que la combinacion terapéutica que mas

se emplea es metronidazol, amoxilina y omeprazol (Paniagua & Pifiol, 2017).

El presente estudio tiene como principal limitacion, el bajo nUmero de aislamientos
de H. pylori investigados, pero provee una informacion preliminar que resulta de
interés para definir futuras estrategias terapéuticas de esta infeccion en el pais, en
especial en los fallos de tratamiento de primera linea. Resultaria de utilidad
completar el estudio de la sensibilidad antimicrobiana al resto de los aislamientos
conservados y evaluar nuevos mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas y

la tetraciclina.
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V. CONCLUSIONES

1. La prueba rapida de ureasa mostr6 un desempefio bueno, lo que corrobora
su utilidad como método diagnéstico rapido de la infeccion por H. pylori en

las instituciones de la atencién primaria y secundaria de salud.

2. La elevada multirresistencia a metronidazol y levofloxacina pudiera
comprometer el éxito del tratamiento de la infeccion por H. pylori en nuestro
medio, por lo que se recomienda el empleo de la amoxicilina y tetraciclina,

gue mostraron una elevada actividad antimicrobiana in vitro.

3. La excelente actividad in vitro de rifampicina sugiere el empleo de la
rifabutina en casos de multirresistencia a metronidazol, levofloxacina y

claritromicina.

4. La resistencia a claritromicina estuvo mediada por la mutacion A2143G, lo
gue la convierte en el principal mecanismo involucrado en la resistencia a

este antibidtico.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Realizar el estudio de la sensibilidad antimicrobiana al resto de los

aislamientos de H. pylori recuperados

2. Determinar las bases genéticas de la resistencia a las fluoroquinolonas y

tetraciclina en aislamientos de H. pylori

3. Caracterizar el comportamiento de las variables clinico-epidemiolégicas y

demogréficas de los pacientes en estudio
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VIII. ANEXO0S

VIil. ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento informado del paciente

TITULO DEL ESTUDIO: Diagnostico y resistencia antimicrobiana de Helicobacter
pylori. Instituto de Gastroenterologia, abril-septiembre 2018

INVESTIGADORES PRINCIPALES: Dr. Rafael Llanes, Dra. Lei Fu

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me informa que, por los trastornos digestivos que presento seré sometido a una
endoscopia superior, para obtener 3 biopsias gastricas, con el fin de realizar el
diagndstico de la bacteria patdégena Helicobacter pylori y conocer su sensibilidad a los
principales antimicrobianos utilizados en el tratamiento de los pacientes. Para evitar
molestias se me aplicard anestesia local en la faringe, con xilocaina. Todo ello,
contribuira a una mejor orientacion del médico para la terapéutica de la infeccién por H.

pylori.

Yo, , estoy de acuerdo
que las muestras tomadas se utilicen para el diagndéstico microbiol6gico de H. pylori.
Por tanto:

a.- dado que esta toma de muestra sera realizada por un profesional no me causara
dafios y que este es un acto necesario para establecer el agente causal de la
enfermedad y evaluar su sensibilidad a los antimicrobianos.

b.- el posible beneficio que tendré de este estudio es establecer un mejor diagndstico
de la enfermedad, que unido al estudio de la susceptibilidad antimicrobiana permitan el
tratamiento adecuado,

c.- en cualquier momento me podré retirar del estudio, sin dar razones y sin que ello
modifique la calidad de la atenciéon médica que reciba,

d.- mi identidad no sera revelada y los datos demogréaficos y microbiologico-
epidemiologicos permaneceran en forma confidencial, a menos que sean solicitados
por ley. Los resultados de este estudio podran ser publicados siempre que se cumplan
los principios expuestos anteriormente,

e- este consentimiento ha sido firmado voluntariamente sin que haya sido forzado(a) u
obligado(a), luego de haberse recibido la adecuada informacién,

f.- Cualquier consulta que requiera hacerse en relacion a mi participacion en el estudio,
debera ser formulada al:

Especialista: ..........c.cooviiiiiiiieee FEChAL

Lugar de aceptacion: Consulta de Endoscopia del IGE
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