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INTRODUCCICON:

Ante el incremento de la incidencia de Helicobacter pylori(H. pylori) en prob]emas.zicido pépticos se ha hecho
necesario el estudio de sensibilidad antimicrobiana a los antibidticos recomendados en la triple terapia
(metronidazol,amoxicilina y claritromicina) en la erradicacion de ésta bacteria en estudio. Se consiguio ¢l
aislamiento de 160 cepas de las cuales 120 pertenecian a pacientes adultos y el resto a nifios . El aislamiento se
llevo a cabo a partir de biopsias de antro y cuerpo de el estomago por medio de cultivo en agar sangre de caballo
al 10% con y sin mezcla de antibidticos. Una vez identificadas las cepas por pruebas de ureasa ,catalasa y
oxidasa , se realizo prueba de sensibilidad mediante la prueba “E TEST” a los antibiéticos recomendados en la
triple terapia (metronidazol ,amoxicilina y claritromicina ).La resistencia a metronidazol fue superior al 50 % en
cepas de nifios y adultos. El porcentaje de resistencia a claritromicina fue el mismo en nifios y adultos .Se
encontraron cepas resistentes a amoxicilina superando en 20 % .Se encontraron cepas resistentes a mas de 2
antibidticos ,5% para cepas de nifios y 10 % para cepas de adultos .Se encontré una combinacion de
antibiéticos(amoxicilina y claritromicina ) con menor resistencia .La zona del estomago en donde se localizo un

mayor patrdn de resistencia fue en el cuerpo para las cepas de adultos y el antro para las cepas de nifios.



FUNDAMENTACION TEORICA :

El estémago esta situado en la porcion superior de la cavidad abdominal,debajo del higado y del diafragma

y aproximadamente cinco sextas partes de la masa gastrica cstan a la izquierda de la linea media. Dicho de otra
manera se considera que esta situado en el epigastro y el hipocdndrio izquierdo. Sin embargo,esta posicion se
modifica con frecuencia.
DIVISIONES: Las tres divisiones del estémago son fondo, cuerpo y piloro. El fondo es la porcién agrandada a
la izquierda y por arriba de la desembocadura del eséfago en el estdomago( 61 62)- El cuerpo ¢s la porcién central
y el piloro la porcidn inferior, tales divisiones se observan en la siguiente figura:
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GLANDULAS :

En ciertas fosas de la mucosa gastrica estdn embebidas numerosas glz’mdu}as tubulares microscdpicas,
particularmente en el fondo y en el cuerpo del estomago. Las glandulas secretan casi todo el jugo gastrico.
liquido compuesto por moco, enzima y dcido clorhidrico . Las células epiteliales que constituyen ta superficie de
la mucosa gastrica (cerca de la luz del estémago) secretan moco. Las células principales (células zimogenas )
secretan las enzima del jugo géstrico. Las células parietales secretan acido clorhidrico y se cree que también

producen la misteriosa proteina llamada factor intrinseco (61 62).

FUNCIONES:

1.- Actia como reservorio al almacenar los alimentos hasta que pueden ser digeridos parcialmente y continuar
L}

por el aparato gastrointestinal.

2.- Secreta jugo gastrico, uno de los jugos cuyas enzima digiceren los alimentos.

3.- Por contracciones de la tinica muscular, produce movimientos de batido 0 mezcla de los alimentos

disgregandolos en particulas pequefias y mezclandolos con el jugo gastrico. En el momento adecuado el

contenido géstrico pasa por contraccidn de ésta viscera hasta el duodeno.

4.- Secreta el factor intrinseco.

5.- Absorbe en cierta medida agua, alcohol y algunos farmacos.

6.- Produce la hormona llamada gastrina en las células ubicadas en la region pildricagg 62)-



BIOLOGIA DE LA SECRECION ACIDA :

Sitio de la secrecién acida : La célula parietal de la mucosa gastrica tiene como funcién producir HCI a una
concentracién de 160 mM, es decir a un pH de 0.8. Dado que el 4cido solamente se requiere durante el periodo
digestivo , existe un sistema de regulacion altamente sofisticado para lograr el control apropiado de la secrecion
4cida . Este sistema incluye interacciones entre la activacion de los receptores en la superficie latero-basal de la
célula parietal (limite con el torrente sanguineo) y la regulacion de la bomba en el lado canalicular de Ia
membrana.

La bomba de 4cido gastrica :La produccién de acido por la célula parietal es debido a la activacion de una
enzima transportadora , la : H'/K'-ATPasa. Esta enzima hidroliza ATP y secreta H" mientras absorbe K'. La
primera mitad del ciclo transfiere la energia del ATP 2 la proteina mediante la formacion de una unidn covalente
fosfo-aspartil en la parte citoplasmica de la enzima. Esta energia se traduce en la salida de protones desde el
interior de la célula hacia la luz de los canaliculos secretorios. La segunda mitad del ciclo utiliza la energia
restante dentro de la proteina, para absorber K” desde la luz del compartimiento canalicular hasta el citoplasma
de la célula parietal. En esta parte del ciclo se pierde la union fosfato. Por lo anterior, el punto de partida de que
la energia que proviene del ATP para trasladarse en energia vectorial de transporte es un proceso en dos partes.
I.a ausencia de K'en la luz del canaliculo secretorio detiene la mitad del ciclo de la enzima y por lo tanto

detiene la secrecion de acido por la enzima 9



ANTECEDENTES HISTORICOS :

La presencia de organismos espirilares en el estomago de mamiferos (principalmente perros ) fue descrito
inicialmente por Bizonnero en 1893 7); tres afios despues en 1896 Salomén describio organismos espirales
"espirilos" tanto en gatos como en perros; en 1906 Baltour observo espiroquetas en gastritis y ulcera intestinal
de perros y monos. En el mismo afio la primera descripcién de éste microorganismo en humanos fue realizada
por Krienitz en 1906; evidencias de la presencia de la bacteria en el epitelio gastrico se remontan a 1924
cuando Lucko y Seth describieron la presencia de considerable produccién de ureasa en el estdmago. En 1938
Doenges describio espiroquetas con la descripcion morfologica actual de Helicobacter pylori en estémagos de

victimas accidentadas 72628 35 41)-

En 1975 Steer y Colin - Jones describieron a la bacteria sobre la superficie luminar de las células epiteliales
de pacientes con ulcera gastrica. El credito de! redescubrimiento de éste organismo y subsecuentes eventos son
atribuibles a Marshall y Warren quienes lograron por primera vez el aislamiento de A pylori y publicaron en

1983 un trabajo en donde se ponia atencion a la estrecha relacién entre H. pylori,gastritis y tlcera

duodenal() 3.6,7,35,41,59.



CLASIFICACION :

El organismo cultivado por Marshall y Warren inicialmente fue clasificado como una especie del género

Campylobacter,sin embargo la secuencia de genes de RNAr y estudios de ultraestructura entre otros indican la

existencia de suficientes diferencias con respecto al género Campylobacter llevando a la designacion de un

nuevo género denominado Helicobacter Las especies aisladas de estomago o intestino de mamiferos han sido

aisladas y estudiadas lo que ha permitido establecer diferencias entre las especies tal como lo indica la siguiente

tabla 1(73.35.66.67):

tabla 1: DIFERENCIAS ENTRE ESPECIES DE Helicobacter.

ESPECIE

H. pylori

H nemestrinae
H. acinonyx
H. helmanii

H. felis
H mustelae
H.rappini

H muridarum

H. hepaticus
H. canis

H. fennielliae
H. cinaedi

HUESPED

humanos
monos

gatos

macaco

cheetah
humanos y
otros mamiferos
gatos y perros
hurones
humano y  otros
mamntiferos

rata y raton

raton
perro
humano
humano

ACTIVIDAD
UREASICA
+

SITiO DE
LOCALIZACION
eslomago

estomago
estomago
estomago

estomago
estomago
estomago e
intestino
estomago e
intestino
higado
intestino
intestino
intestino



MORFOLOGIA:
El organismo presenta una forma de bacilo espiral,es gram negativo.Presenta dimensiones de 0.5-0.6 pum con

cuatro a seis flagelos retraidos.H pylori presenta movilidad debido a la forma en espiral y a la presencia de
flagelos® .Algunas diferencias morfologicas de algunas especies del género Helicobacter pueden observarse

en la siguiente figura 2:



H. pylori )
10.5-0.6pm X 3-5um .
Helicoidal con forma en “S”
2 a3 dobleces, gram(-) .
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ri;. nustelae
\0.5-2 03 um

recto con terminaciones

redondeadas
|

L _

|H. felis

0.4 X 5-7.5 um
}He!icoida] , estrecho
tforma espiral

:5-7 dobleces

. ]

{E muridarum
0.5-0.6pm X 3.5-5 pm
‘Helicoidal con forma en “S”

12-3 dobleces
iftbras periplasmicas a lo
‘Iargo

|

{

rGaslrospiri”um hominis
0.4-0.5 um X 5-8 pm
IHelicoidal estrecho
Iforma espiral

5-7 dobleces

Se han observado formas cocoides ante las que se han postulado como formas viables



pero no cultivablesg 7.35.37.41.65) -

CARACTERISTICAS BIOGUIMICAS:

El género Helicobacter fue establecido en 1989 durante una reestructuracion taxondmica de las especies de
Campylobacter pylori y Campylobacter mustelae . Una serie de datos convincentes producto del analisis de
4cidos grasos celulares, ultraestructura, quinonas respiratorias, susceptibilidad antimicrobiana, requerimientos
de crecimiento, capacidad enzimatica y la secuenciacion en el RNAr 16S, permitieron el establecimiento de un
nuevo género, El microorganismo es microaerofilico con optimo crecimiento a 37 °C . El organismo es
asacarolitico ademas de que su contenido de G+C en su DNA se encuentra entre un 35 a 44%por mol.Las
caracteristicas de algunas especies del genero Helicobacter se mencionan a continuaciongss).

H.pylori es identificado en base a caracteristicas morfolégicas coloniales, (colonias translucidas, de 1 2 3 mm ,
con borde regular y en forma de gotas de rocio) las colonias microscopicamente se observan como bacilos

Gram negativos helicoidales,en forma de "U" o cocoides.



pero no cultivables( 7.3537.41.65) -

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS:

El género Helicobacter fue establecido en 1989 durante una reestructuracion taxondmica de las especies de
Campylobacter pylori y Campylobacter mustelae . Una serie de datos convincentes preducto del anilisis de
acidos grasos celulares, ultraestructura, quinonas respiratorias, susceptibilidad antimicrobiana, requerimientos
de crecimiento, capacidad enzimatica y la secuenciacién en el RNAr 168, permitieron el establecimiento de un
nuevo género. El microorganismo es microaerofilico con optimo crecimiento a 37 °C . El organismo es
asacarolitico ademas de que su contenido de G+C en su DNA se encuentra entre un 35 a 44%por mol.Las
caracteristicas de algunas especies del genero Helicobacter se mencionan a continuacionss).

H.pylori es identificado en base a caracteristicas morfologicas coloniales, (colonias translucidas, de } a 3 mm ,
con borde regular y en forma de gotas de rocio) las colonias microscopicamente se observan como bacilos

Gram negativos helicoidales,en forma de "U" o cocoides.



CARACTERISTICAS
oxidasa

catalasa

ureasa

hidrolisis del hipurato
produccion H,S (TSI)
yglutamil transpeptidasa
reduccién nitratos
crecimiento microaerobio
25°C

37°C

42°C

susceptibilidad

acido nalidixico 30pg/disco
cephalotina 30pg/disco
crecimiento/ bilis 1%
glicina 1%

hidrolisis acet.de indoxilo

acidos grasos celulares

H.pylori
+

+

Lamber gpG

SIGNIFICADO DE LOS SIGNOS:

+,>90%positivos; -,>90%negativos;

H cinaedi
_l..

+

NA

Lamber gpD

NA no hay actividad; S, susceptible; R, resistente; I, intermedio;

H.fennelliae

+4-

+

NA

+

+

Lamber gpE



El grupo de Lambert gp G esta caracterizado por la presencia de 19:0 ¢yc,3-OH -16:0 y 3-OH -18:0 y la
ausencia de 16:1 y 3-OH -14:0 . El grupo de Lambert D esta caracterizado por la presencia de 12 :0, 3-OH-
12:0 y 3-OH -16:0 y la ausencia de 16:1 y 3-OH -14:0. El grupo de Lambert E, esta caracterizado por la

presencia de un aldehido en el carbono 16 y un dimetilacetilo en el carbono 16y la ausencia de 16:1.

ASOCIACION DE H.pylori EN PATOLOGIAS GASTRODUODENALES .

La infeccién por H pylori ocurre en la poblaciéon humana a través de todo el mundo, la prevalencia de
infeccion aumenta a medida que avanza la edad .La transmisién aparentemente ocurre humano - humano
siendo el humano el principal reservorio de infeccion; se ha observado una posible transmision fecal-oral ya que
ha sido cultivado H.pylori de muestras de heces y de placa dental .Se ha relacionado la transmisién por el
hacinamiento familiar en donde se sospecha una transmision persona a persona 36,7,11,23,28,29,33).

La infeccién por H.pylori es considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de tlcera péptica,
linfoma gastrico y cancer gastrico observandose una tolerancia a la infeccién por décadas sin manifestacion de
sintomas; H.pylori se adapta bien por largos periodos de tiempo sobreviviendo en el medio ambiente gastrico

causando dafio a medida que avanza la edad ,tal como se indica en la siguiente figura( 3).3.6.8.2831y:



El grupo de Lambert gp G esta caracterizado por la presencia de 19:0 cye,3-OH -16:0 y 3-OH -18:0 y la
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12:0 y 3-OH -16:0 y la ausencia de 16:1 y 3-OH -14:0. El grupo de Lambert E, esta caracterizado por la

presencia de un aldehido en el carbono 16 y un dimetilacetilo en el carbono 16 y la ausencia de 16:1.

ASOCIACION DE H.pylori EN PATOLOGIAS GASTRODUODENALES .

La infeccion por H.pylori ocurre en la poblacién humana a través de todo el mundo, la prevalencia de
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La infeccion por H.pylori es considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de tlcera péptica,
linfoma gastrico y cancer gastrico observandose una tolerancia a la infeccion por décadas sin manifestacion de

sintomas; H.pylori se adapta bien por largos periodos de tiempo sobreviviendo en el medio ambiente gastrico
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CONSECUENCIAS CLINICAS DE INFECCION POR Helicobacter pylor.

En el paciente pediétrico, la manifestacion habitual es dolor abdominal y con frecuencia éste es cronico
recurrente. El dolor abdominal crénico recurrente (DACR) definido por Appley, tradicionalmente sc ha
considerado como un trastorno funcional y se le ha comparado con sindrome de intestino irritable. En algunos

estudios recientes se demostrd la asociacion entre DACR y H. pylori en proporcion significativaga).

PATOGENESIS :

Se ha puesto atencién en los factores relacionados con H. pylori y que pueden causar inflamacion y
posterior muerte celular .Los cambios degenerativos que se han observado son atribuibles a la inflamacion
celular sobre la lamina propia ,lo que hace sospechar la presencia de productos que participan en la patogénesis

y en su colonizacién como se indica en la siguiente tabla 23 23.31.41.51y:



CONSECUENCIAS CLINICAS DE INFECCION POR Helicobacter pylon.

En el paciente pedidtrico, la manifestacion habitual es dolor abdominal y con frecuencia €ste es cronico
recurrente. El dolor abdominal crénico recurrente (DACR) definido por Appley, tradicionalmente sc¢ ha
considerado como un trastorno funcional y se le ha comparado con sindrome de intestino irritable. En algunos

estudios recientes se demostro la asociacion entre DACR y H. pylori en proporcion significativagzy.

PATOGENESIS :

Se ha puesto atencién en los factores relacionados con H. pylori y que pueden causar inflamacion y
posterior muerte celular .Los cambios degenerativos que se han observado son atribuibles a la inflamacion
celular sobre la lamina propia ,lo que hace sospechar la presencia de productos que participan en la patogénesis

y en su colonizacion como se indica en la siguiente tabla 23 13 31.41.51):



PRODUCTO GENES PRESENCIA DEL FUNCIONES

GENE EN TODAS
LAS CEPAS
UREASA ure o perum + neutralizar el
acido,proveer
nitrogeno,induccion
de inflamacion
FLAGELO flaA yflaB + motilidad
ADHESINAS hpa A y otras + adherencia a células
epiteliales
SUPER OXIDO sod + resistencia a
DISMUTASA fagocitos asesinos
CATALASA kat A + resistencia a
fagocitos
asesinos
CITOTOXINA Vac A + dafio en células
VACUOLIZANTE epiteliales
Cag A Cag A - desconocido

Se tiene la sospecha de que la mucosa proporciona a la bacteria la capacidad para la ulceracion
debido a que el moco puede retardar la difusion de 4cido clorhidrico. La abundante ureasa en el citosol que se
localiza en la membrana plasmatica de la bacteria ,tiene la capacidad de producir amonio lo cual genera un
microambiente de aumento relativo de pH que ocasiona dafio directo a células epiteliales. La bacteria puede
llevar a cabo la liberacion de endotoxinas y péptidos formilados que participan en la iniciacion de una respuesta

inﬂamatoriag,glmm.



MECANISMO DE PATOGENICIDAD:

Desplies de que la bacteria a llegado a la lamina propia del estomago esta comienza a liberar endotoxinas y
péptidos formilados que llevan a la estimulacion de macrofagos ocasionando la liberacion de citocinas (factor
necrdtico tumoral o € interleucinas ) contribuyendo a la inflamacion y degeneracion de la mucosa acompaiiada
de infeccion. Factores quimiotacticos como FAP(factor activador de plaquetas) y peptidos formilados como el f-
metiolnil-leucil-phenilalanina(FMLP)son quimiotacticos para granulocitos estimulando la liberacion de
derivados oxigenados,radicales libres y proteasas de granulocitos. Algunos péptidos formilados pueden también
activar células cebadas dando como resultado la liberacion de mediadores proinflamatorios y citocinas .Un

panorama general del mecanismo de patogenicidad puede observarse en la siguiente figura 43931y

UAEA LSS
NH,+H;N-C-OH +H:0

J
N s +Ha €O3

TACIORES PEFIIDOS INDOIGKINAS
QUIMIQ PORMIAPOS
mcncoa\
P
MIGRACICON \L
TRANS “-/\\‘
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Durante la colonizacion del epitelio géstrico se ha propuesto que la bacteria reconoce una region fucosilada
del antigeno del grupo sanguineo conocido como H y Lewis B expresados sobre la superficie de la celula

huespedis).

EPIDEMIOLOGIA:

Se ha encontrado en diferentes estudios que la prevalencia de infeccion por Hpylori en personas
asintomaticas incrementan la prevalencia de gastritis que a su vez se incrementa a medida en que avanza la
edad.(ls,;g),

La prevalencia de H. pylori depende en gran parte de el nivel socio-economico, larazay condiciones
higieno-sanitarias. En paises del primer mundo la correlacion con la edad es significativa de tal manera que la
prevalencia de 1 a 20 afios es del 20% y del 80% a partir de los 40 afios() 3,.En paises del tercer mundo (como
la india) la prevalencia de infeccidn es del 60 % en personas de 1 a 20 afios y del 80 % a partir de los 20
aflos(10). Se ha sugerido que la manipulacion de secreciones del tracto digestivo superior puede ser un
mecanismo de transmisién ,dicha transmisién persona a persona esta apoyada por trabajos en diferentes
instituciones|) 3¢). Se menciona también una posibilidad de transmision intrafamiliar persona a persona y por
especies distintas a la humana es decir una posible zoonosis( s 41y. El reservorio de H.pylori aun se desconoce,
aun cuando se ha demostrado la viabilidad de el organismo durante largo tiempo en el agua. La prevalencia de la

infeccion segun diferentes patologias y su distribucion en funcién de la edad se muestran en la figura5,;y:



Durante la colonizacion del epitelio gastrico se ha propuesto que la bacteria reconoce una region fucosilada
del antigeno del grupo sanguineo conocido como H y Lewis B expresados sobre la superficie de la celula

huesped;g).

EPIDEMIOLOGIA:

Se ha encontrado en diferentes estudios que la prevalencia de infeccion por Hpylori en personas
asintomadticas incrementan la prevalencia de gastritis que a su vez se incrementa a medida en que avanza la
edad.25 19),

La prevalencia de H. pylori depende en gran parte de el nivel socio-econémico, larazay condiciones
higieno-sanitarias. En paises del primer mundo la correlacion con la edad es significativa de tal manera que la
prevalencia de 1 a 20 afios es del 20% y del 80% a partir de los 40 afios) 7). En paises del tercer mundo (como
la india) ia prevalencia de infeccion es del 60 % en personas de 1 a 20 afios y del 80 % a partir de los 20
afios(|0). Se ha sugerido que la manipulacion de secreciones del tracto digestivo superior puede ser un
mecanismo de transmisién ,dicha transmision persona a persona esta apoyada por trabajos en diferentes
instituciones(; 36). Se menciona también una posibilidad de transmisidn intrafamiliar persona a persona y por
especies distintas a la humana es decir una posible zoonosis( s 41y. El reservorio de H.pylori aun se desconoce,
aun cuando se ha demostrado la viabilidad de el organismo durante largo tiempo en el agua. La prevalencia de la

infeccion segun diferentes patologias y su distribucién en funcién de la edad se muestran en la figura5;):
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DIAGNOSTICO:

Dentro de los métodos que permiten el diagnéstico de la infeccion por H.pylori se
clasifican en dos grupos :los que requieren endoscopia y toma de biopsia de la mucosa
gastrica (métodos invasivos) y los métodos no invasivos (no requieren endoscopia)
fundamentalmente técnicas seroldgicas y prueba del alientogs7s,13,1429323541). La
clasificacion de los métodos de diagnostico asi como su sensibilidad y especificidad pueden

resumirse como se indica en la siguiente figura 6:

METODO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
HISTOLOGYA 93-953% 95-983¢
CULTIVO 77-95% 1o

PBA BRAPIDA

UREASA 89-38% 93-59%
FROTIS 95% 603
PCE {BIOPSIA) 85-36% $0-100%

KETOLO SEASIBILIDAD ESPECIFICIDAD
PIA ALIZNTO 99-932 90-5322

KO INVASIVOS ZF0derkuicsf.y 88-95% £6-55%

PCR{OTROS
FLUIZOS) 85-963¢ 90-100%

La ¢leccion de una prueba va a depender sobre todo de la situacién clinica del paciente .
En pacientes asintomaticos la endoscopia es una herramienta importante para el diagndstico

de ulcera péptica u otras lesiones gastroesofagicasg).El sistema de deteccion de H.pylori
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basado en biopsia, tal como ensayo rapido de ureasa, microscopia o cultivo de el
organismo es también apropiado. La sensibilidad de el diagnostico se incrementa si mas de
una prueba de éstas es realizadajs). En pacientes asintomaticos una prueba no invasiva
puede realizarce y una titulacidn seroldgica lo cual se recomienda en ésta situacién .Si el
resultado obtenido es positivo, se recomienda una confirmacién de H. pylori utilizando el
ensayo del alientog);. Pacientes que tienen previos antecedentes de terapia de erradicacién y
que presentan una recurrencia de sintomas puede considerarce una nueva terapia de
erradicacion si a(n sigue siendo H.pylori positivo. En un mismo plano si no hay
anormalidades endoscOpicas ,una prueba no invasiva se recomienda y la prueba del aliento
es la mejor opcidn ,ya que la serologia no es recomendable en un periodo comprendido de 6
a 12 meses después de la terapia de erradicacidns 1o14). La evaluacién de la terapia de
erradicacion de H.pylori se recomienda un método no invasivo, la prueba del aliento es
recomendable. La prueba del aliento puede realizarce de 4 a 8 semanas después del final de
tratamiento para evitar falsos negativos, causados por una supresion temporal de la
infeccidng s3). Si la prueba del aliento no es disponible, una titulacion serolégica o una
prucba basada en biopsia puede realizarse después de 6 a 12 meses de culminado el

trataxniento(s,lo,14,41).

HISTOLOGIA:

La observacion de microorganismos espirales en los cortes histoldgicos de biopsias
endoscopicas de la mucosa gastrica, es un método sencillo de diagnostico de la infeccion

por Hpylori . Es caracteristica su localizacién en intimo contacto con el epitelio de
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superficic en plena barrera mucosag 2.13.33). La tincion de plata de Warthin-Starry es el ideal
para evidenciar los bacilos; en general las tinciones habituales, hematoxilina-eosina y
Giemsa son suficientes para obtener una correcta visualizaciong 235 41). La especificidad de
la prueba histoldgica y probablemente la sensibilidad dependen de la experiencia de el
patologo, ya que puede ser dificil la identificacion de H. pylori donde haya pocas bacterias o
que presenten morfologia atipica. La limitacién principal de el uso de histologia es Ia
calidad de la biopsia, si la biopsia es pequefia se tiene una recuperacion pobre o es
inapropiada para fijarse o teflirse(3 41y. Con el estudio histologico se llega a tener de un 93 a

un 98 % de sensibilidad y de 95 a 98 % de especificidad;;3 41y .

CULTIVO:

Es el método de eleccidn,aunque presenta ciertas dificultades técnicas,las muestras han
de ser procesadas con cierta rapidéz en el laboratorio de microbiologia,requiriendo para el
cultivo una atmosfera microaerofilica y medios enriquecidos,como agar sangre o Skirrow
(medio selectivo con antibioticos)™. El crecimiento es lento apareciendo pequeiias
colonias entre el tercero y septimo dia de incubacién.(**%)

Una variedad de medios de cultivo selectivos y no selectivos son disponibles
comercialmente para cultivar Hpylori (1335, el uso de multiples medios incrementa la
sensibilidad H.pylori requiere un medio ambiente microaerofilico, elevada humedad e
incubacién de 35 a 37°C por un méximo de 7 a 10 dias ; generalmente los cultivos positivos

son detectados después de 3 a 5 dias de incubacidng, .

)
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H.pylori es identificado en base a caracteristicas morfolégicas coloniales, (colonias
translucidas, de 1 a 3 mm , con borde regular y en forma de gotas de rocio) las colonias
microscopicamente se observan como bacilos Gram negativos helicoidales,en forma de "U"
o cocoides, bioquimicamente son ureasa, catalasa y oxidasa positivas. La adicién de sales
de tetrazonio ayudan en la identificacién de colonias de H.pylori cultivadas sobre placas de
medio de agargs).

Durante el transporte es esencialmente mantener el especimen de biopsia a 4°C,evitando
la desecacién y el contacto entre el especimen y el airey;). Cuando las condiciones son
satisfactorias la biopsia tiene que ser sembrada dentro de las primeras 24 horas .Una de las
alternativas de transporte es congelar la biopsia a -70°C en nitrégeno liquido y
posteriormente descongelarse antes de realizar el cultivo(13).Para la transportacion de
biopsias la solucion salina es recomendable por periodos cortos (<6 horas); si la realizacion
de cultivo demora demasiado se recomiendan medios més complejos como el medio Stuart
o caldo infusién cerebro-corazén suplementado; los medios pueden contener glicerol
siempre y cuando los especimenes de biopsia sean transportados por un periodo muy
prolongado o que tengan inmediatamente que ser congeladas a -70 ® C dentro de un medio
fluido. (41)

La sensibilidad de! cultivo de biopsia se encuentra entre el 77 vy 95 % en tanto la

especificidad es del 100%.(41)
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PRUEBA RAPIDA DE UREASA:

Helicobacter pylori posee una intensa actividad ureasica (conversidn enzimatica de la
urea en amonio y CO2 ). Esta caracteristica se ha aprovechado para disefiar un sistema de
diagndstico rapido que consiste en introducir una biopsia endoscopica en un caldo de urea
de Christensen; s1 la actividad ureasica es elevada se produce un cambio cromatico del
amarillo al rosa. Para facilitar la prueba, se han confeccionado diversas pruebas comerciales
de facil manejosen el CLO-test y HUT-test, el uso de rojo de fenol se usa como un
indicador de pH; el retrazo en el cambio de color puede deberse a la cantidad de bacterias
presentes en la biopsia. La sensibilidad de la prueba rapida de ureasa depende sobre todo de
el niimero de bacterias presentes en el especimen de biopsia; 10* organismos son requeridos
para un resultado positivo. La especificidad de la prueba disminuye debido a que puede
haber contaminantes bacterianos que desdoblan a la ureasa dando un resultado falso-
positivo, este mismo caso se puede dar en la interpretacion de la prueba cuando la muestra
presenta trazas de sangre. (13)

Actualmente se dispone del método Hpfast que utiliza un indicador que provee un
gradiente de colores que ayudan en la cuantificacién de el nimero de organismos presentes.
La sensibilidad de la prueba rapida de ureasa se encuentra entre ¢l 89 al 98 % y la

especificidad es del 93 al 98%.

TINCION DE GRAM:

Mediante una extension y tincion de Gram se puede diagnosticar de una forma sencilla,

rapida y econémica la presencia de A pylori en la biopsia endoscopica.(1)
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El 4cido graso bacteriano puede ser detectado en especimenes utilizando Ia tincién de

Ziehl-Nielsen .(13)

La sensibilidad y especificidad de el método es del 95% y 60 % respectivamente.(1)

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

Esta nueva técnica en repunte es extremadamente sensible y especifica para deteccion
de Hpylori a partir de material genético (DNA).(13) La principal ventaja potencial de la
PCR es que puede permitir el diagndstico de H.pylori mediante un método no invasivo de
fluidos no gastricos como saliva ya que algunos autores sugieren que la cavidad oral es el
sitio inicial de la infeccion.(40)Un camino para incrementar la sensibilidad de la técnica es
la realizaciéon de una segunda PCR sobre los productos de amplificaciéon con los primers
internos para la primera secuencia amplificada existiendo un elevado riesgo de
contaminacion.(13)

La senstbilidad de la técnica PCR es del 85 al 96% y la especificidad se encuentra entre el

90 y 100%.(40)

PRUEBA DEL ALIENTO:

Es particularmente utilizada en la deteccién de H.pylori en el huesped.(6) Debido a que
el organismo posee una potente actividad ureasica, es posible que sea detectado mediante
carbono 13 o carbono 14 marcado presente en urea. El sujeto ingiere urea radiomarcada, la
cual en presencia de ureasa da como resultado la formacién de amonio y bicarbonato

radiomarcado. Este bicarbonato es facilmente absorbido en el torrente sanguineo y



posteriormente excretado por la expiracion pulmonar en diéxido de carbono tal como lo

indica la figura 7:

En la prueba respiratoria con carbono 14 se detecta con un contador de centelleo,en tanto
que para carbono 13 es neceario la utilizacion de un espectrofotometro de masas. (6) La
sensibilidad y especificidad de la prueba del aliento es del 90 % y 95%
respectivamente;(1,40) sin embargo la especificidad es también muy buena para otras
bacterias ureasa positivas ,que pueden estar presentes en el estomago incluyendo bacterias
entericas como Proteus sp lo que da como resultado un falso-positivo. Teoricamente es
posible €stos casos en pacientes dafiados por hipoclorhidria.(13) En un estudio reciente se
observo que en personas que fuman y la excrecion elevada de CO; no guardan ninguna

relacion con una reduccién en la infeccion por H. pyloriy,
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SEROLOGIA:

El diagnéstico de estudio via serologia es posible a través de la deteccion de la
produccion de anticuerpos contra proteinas celulares que se encuentran en la membrana
externa de el microorganismo (H.pylori),7) .Los ensayos serolégicos son recomendados
después de terapia de erradicacion. La infeccién de la mucosa gastrica por H.pylori da como
resultado una respuesta inmune tanto local como sistémica, incluyendo lo que es la
elevacién de niveles de Igp ¢ IgA en suero y elevacidon de IgA secretora ¢ IgM en
estomago.(30,40)Suscesivamente la erradicacién de el organismo da como resultado una
progresiva caida en el titulo de anticuerpos. (6) La  especificidad de la serologia es
generalmente satisfactoria ya que H.pylori es la Unica bacteria que no comparte antigenos
con otras bacterias excepto para flagelina de Campylobacters
Para la realizacion de la prueba se dispone de preparacion cruda de antigenos por sonicado
0 extraccion con glicina. (6,13)El problema con la serologia es que después del tratamiento
de erradicacion de la bacteria la IgG disminuye lentamente y unicamente después de
aproximadamente 6 meses comienza un descenzo del 50% en los titulos de
anticuerpos.(42,6)La sensibilidad de la prueba se encuentra entre el 88 y 95 % vy la

especificidad del 86 al 95 %.(13,40)



TRATAMIENTO:

Hpylori es sensible in wvitro a un gran numero de antibidticos
(penicilinas,amoxicilina,cefalosporinas,macrélidos,quinolonas , etc.), pero no se conoce con
exactitud la efectividad de dichos antimicrobianos in vivogs).En los altimos afios se ha
podido comprobar que los antibidticos son més eficaces in vivo si se¢ establece una

e xoege es . . . L. 4
inhibicién intensa de la acidez gastrica’*™*".

Presenta una intrinseca resistencia a
bloqueadores de los receptores -H2 (por ejemplo cimetidina y ranitidina) ,polimixina y
trimetropim.(24,25,41)

El metronidazol es una base debil con un pka de 2.52,se encuentra en su forma ionizada
a un pH de 7.4 incrementando su ionizacion a medida que disminuye el pH. Unicamente en
su forma ionizada el metronidazol puede difundirse facilmente a través de la membrana
lipidica. Bajo circunstancias normales el metronidazol puede difundirse facilmente a
sangre y jugo gastrico.(16) La prevalencia de resistencia a metronidazol es elevada en
paises desarrollados va del 11 al 70% ,mientras en paises en vias de desarrollo se encuentra
alrededor del 95% de resistencia.(38,41,63)

La amoxicilina contiene 3 grupos ionizables con valores de pka de 2.68, 7.49 y 9.63, la
amoxicilina existe en una forma tonizable en el rango de pH entérico ,sin embargo éste
existe como un zwitterion con una carga neta de 0 entre pH 3 y 6. La lipofilicidad de
amoxicilina es relativamente baja,ademas de difusiéon pasiva a través de las membranas

biologicas suele ser también baja. Se ha observado una mayor tolerancia a amoxicilina

utilizada en los régimenes de terapia anti-H pylori.(16) .Recientemente se encontrd que no
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hay una interaccion farmacocinética entre amoxicilina y omeprazole en sujetos positivos
para H. pylori (a3).

Claritromicina es una base debil con un pka de 9.20, se encuentra en su forma ionizable
en plasma y jugo gastrico ,presenta una elevada tipofilicidad a un pH de 7.4 en donde
expresa su mayor concentracion en tejido, la secrecion activa de jugo gastrico con una
clevada concentracion de claritromicina explica éste efecto. La prevalencia de resistencia a
claritromicina generalmente no es mayor del 10 %.(39,41)

Diferentes estudios se han realizado tratando de verificar la efectividad de variados
esquemas de tratamiento por ejemplo :
Lanzoprazol+amoxicilina + metronidazol daba buenos resultados de erradicacion superior
al 93 %us.a7, En algunos casos en donde se cuenta con un alto nimero de cepas resistentes
a metronidazol, se ha utilizado una combinacién de un inhibidor de la bomba de protones +
claritromicina + tinidazol, consiguiendose una erradicacion menor al 8%ys).En un estudio
se propuso la sustitucién del macrolido (claritromicina)por Roxithromicina + amoxicilina +
lanzoprazol el % de eradicacién fue mayor al 80%;4s. En el instituto de investigaciones
clinicas en Houston Texas se realizo un estudio en donde se evaluo la combinacion de
ranitidina, citrato de bismuto y claritromicina, presentando una efectividad en la
erradicacion de un 86% en pacientes con ulcera duodenal e infeccién por H. pylori o) Se
ha observado que la aplicacién por periodos cortos de tiempo hace mas tolerante el
esquema de tratamiento reduciendo notablemente las recurrencias de infecciongsosz) .
La FDA aprob6 un regimén a pacientes con enfermedad tlcero péptica que incluia la triple

terapia ,dispensada en un blister consistente de:
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Subsalicilato de bismuto( 262g / 2 tabletas )
Metronidazo!l (259 mg) y
Tetraciclina (500 mg)
Todas tomadas en 4 tiempos por dia durante 14 dias (10.41).

La sustitucion de amoxicilina por tetraciclina da como resultado una disminucion en la
cura y no es recomendable excepto en nifios pequefios en donde las tetraciclinas son
contraindicadas, el porcentaje de erradicacion con la utilizacion de ésta triple terapia es del
85%.(41)

La cuadruple terapia (en donde la triple terapia se combina con el uso de un inhibidor de
la bomba de protones) ha sido descrita por ser la mas eficiente. Estudios en Suiza
reportaron que el regimén por 7 dias con la cuadruple terapia fue extraordinariamente
efectiva obteniendose un 98% de erradicacion.(41)

INHIBIDOR DE LA BOMBA DE PROTONES : Existen en el mercado variados productos
con estas caracteristicas pero en general el mecanismo de accidn consiste en la union del

farmaco con la H* K*-ATPasa. inactivandola®*35626%,

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD:

Los resultados més significativos que un laboratorio clinico puede proporcionar, son
aquellos que orientan al médico acerca de la terapéutica con antimicrobianos que se hayan

de administrar al pacientes).
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Subsalicilato de bismuto( 262g / 2 tabletas )
Metronidazo! (259 mg) y
Tetraciclina (500 mg)

Todas tomadas en 4 tiempos por dia durante 14 dias 40.41)-

La sustitucién de amoxicilina por tetraciclina da como resultado una disminucién en la
cura y no es recomendable excepto en nifios pequefios en donde las tetraciclinas son
contraindicadas, el porcentaje de erradicacion con la utilizacion de ésta triple terapia es del
85%.(41)

La cuadruple terapia (en donde la triple terapia se combina con el uso de un inhibidor de
la bomba de protones) ha sido descrita por ser la mas eficiente. Estudios en Suiza
reportaron que el regimén por 7 dias con la cuadruple terapia fue extraordinariamente
efectiva obteniendose un 98% de erradicacién.(41)

INHIBIDOR DE LA BOMBA DE PROTONES : Existen en el mercado variados productos

con estas caracteristicas pero en general ¢l mecanismo de accion consiste en la union del

farmaco con la H* K*-ATPasa. inactivandola®*>>%%6%,

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD:

Los resultados mas significativos que un laboratorio clinico pucde proporcionar, son
aquellos que orientan al médico acerca de la terapéutica con antimicrobianos que se hayan

de administrar al pacientesg).
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METODO DE BAUER-KIRBY

Es una prueba de difusién en disco unico. Las pruebas de difusion en disco utilizan
discos de papel embebidos en cierta concentracion de solucion de antibidticos, y que
subsecuentemente se han dejado secar. Cuando se siembra una placa o disco de agar en
forma uniforme con un cultivo particular de bacterias, y se colocan discos con antibigticos
sobre la superficie de la placa, el antibidtico se difundira desde el disco hacia el medio. En
donde el cultivo sea resistente al antibiético, ocurrira el crecimiento hasta llegar al disco, y
aun por debajo de éste 21, 56, 57, 58)-

TIPO DE MEDIO USADO :Debe usarse un medio que permita un crecimiento rapido y
fuerte y que no inhiba la difusién del antibidtico o interfiera con ella. El medio mas
adecuado parece ser el agar de Mueller-Hinton. Este medio permite el buen crecimiento de
casi todos los patégenos. y puede complementarsele con sangre al 5 % para aislados
exigentes. El pH del medio de cultivo debe de permanecer a 20°C entre 7.2 'y 7.4 (s).
PROFUNDIDAD DEL MEDIO :Se ha establecido que la profundidad promedio del medio
debe de ser de 4 mm. Esto se obtiene colocando 25 ml del medio de cultivo en una caja de
90 mm de diametro, o 60 ml en una caja con 150 mm de didmetros7).

TAMANO DEL INOCULO :Un inoculo estandar ouede obtenerse “levantando “ de tres a
10 colonias de los cultivos que se estudicn, y haciéndolas crecer de dos a cinco horas en
caldo de fosfato de triptosa. Luego habra de diluir ¢l cultivo de ser necesario, con agua
estéril o con solucién salina, para compararlo con un estiandar que contenga 0.5 ml de

BaCls al 1 % en 99.5 ml de H;SO,4 al 1 % . El estandar y el microorganismo en suspension



se colocan en tubos iguales y se comparan entre ellos, utilizando una buena fuente de
iluminacién contra un fondo blanco que tenga una linea negra ancha a lo largo del fondo.
No deben usarse cultivos del dia anterior ya que estos contendran una gran cantidad de
bacterias muertasss, 3)-

APLICACION DEL INOCULO: Debe extenderse uniformemente el inoculo sobre toda la
superficie del disco o placa ligeramente humedo. Habra que hacer esto con un hisopo
estéril mojado en el inoculo estandar. El hisopeo no debe estar demasiado mojado, y no
debe dejar marca sobre la superficie del aguarsy, ss s0).

APLICACION DE LOS DISCOS: Los discos tendran que ser aplicados muy pronto
después de haber sembrado el inoculo. El retraso provocara un periodo de crecimiento de
los organismos antes de que los antibidticos tengan oportunidad de difundirse en el medio.
Los discos tendrdn, naturalmente que scr aplicados asépticamentc, mediante ¢l uso de
forceps flameados o de aplicadores especiales de discos. Los discos se colocaran de modo
que queden aproximadamente a 24 mm del centro y a 15 mm del borde de la caja ).
ELECCION DE DISCOS: Nunca se debe de utilizar discos cuya fecha de caducidad se haya
vencido y tratar de almacenarlos adecuadamente para evitar que se deterioren en su
concentracion. Para las bacterias Gram negativas se sugieren los siguientes:
ampicilina,colimicina, cefalotina, nitrofurantoina, cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina,
carbenicilina, gentamicina y sulfametoxazol-prim. En el caso de las bacterias Gram
positivas, los discos seran:ampicilina,cefalotina, estreptomicina, eritromicina, tetraciclina,
penicilina, meticilina, clindamicina, gentamicina, nitrofurantoina y sulfametoxazol-primse,

57
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PERIODO DE INCUBACION: Deben incubarse las placas a poco de haberles aplicado los
discos. El retraso puede dar por resultado zonas de inhibicién mayores de las normales, a
causa de la difusién del antibiético antes de que se haya iniciado el crecimiento
bacterianogsy, sg).

INTERPRETACION: Mida los halos de inhibicion en torno a cada disco. La medida se
hace en mm y es la del didmetro del halo, incluido e! disco. La medicién se debe hacer a las
24 horas de la inoculacion y sélo incluye las 4reas de inhibicién completa. Para medir con
mayor facilidad se recomienda un calibrador (Vernier) o una reglilla transparente
especialmente grabada para tales lecturas. Cuando los discos se corren sobre la superficie
del agar, se obtendran zonas ovaladas; los discos que quedan muy cerca del borde externo

de la caja. producen zonas excéntricas. En ambos casos, mida el didmetro menorss, 57).

METODO DE DILUCION EN DISCO:

Puede lograrse esto por incubacion de las diluciones de antibidtico y de los inoculos de
cultivo durante un tiempo predeterminado, y anotando en el resultado st hay presencia o no
de crecimiento. El método de dilucidn en tubo es util para conocer la susceptibilidad de
microorganismos que requieren CQO,, atmoésferas estrictamente anaerobias o medios
enriguecidos, que no pueden ser probados por el método de la difusion en agar s, 57. s8)-

Debe tenerse muy presente que la concentraciéon inhibitoria minima (MIC) no es

necesariamente la bactericida minima(MLC);s¢).
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A) De las soluciones concentradas, mantenidas en congelacion, haga las diluciones
apropiadas de cada antimicrobiano hasta obtener una concentracion de 200 pg o
unidades por ml.

B) De la solucién anterior continie haciendo diluciones hasta obtener las que se usarén
segln su plan establecido. Empléese técnica aséptica y tubos de ensayo estériles, con
tapén o caperuza, en nimero de 10. Los tubos de ensayo deben ser de tamafio pequeiio,
de 13 por 100 mm las diluciones deben ser en serie y en volimenes de 0.5 ml para que la
gama o limites sean:100,50,25,12.5,6.25,3.1,1.5,0.75 y 0.37. El dltimo tubo no debe
contener nada de antibidtico y servira como control de crecimiento.

C) Se ponen en cada tubo 0.5 ml de cultivo de la prueba, diluido para que contengan
aproximadamente 10° organismos viables por ml. Para la mayoria de cultivos esta
concentracion se obtiene diluyendo un cultivo en caldo (hecho de un dia para otro) hasta
1:1000, en caldo fresco.

D) Incubense hasta 37°C durante 18 horas, o hasta que el Gltimo tubo crezca.

E) Se informa de los resultados tomando la cantidad menor de antibiético requerida para
inhibir el crecimiento del cultivo. por ejemplo, si el sexto tubo es el primero que haya
mostrado crecimiento, la concentracion inhibitoria minima para ese antibidtico sera la

del tubo inmediato anterior, que esta a 6.25ug por 0.5 ml 0 3.1 pg por mlsy, sg).

PRUEBA DE SENSIBILIDAD “E TEST”:
Se ha encontrado una correlacion entre el método de dilucion en disco y la prueba “E

TEST” que va del 86 al 99.5%.(4



Es una técnica cuantitativa para determinar la sensibilidad antimicrobiana para ambos
tipos de bacterias, Gram positivas y Gram negativas. El sistema comprende un gradiente
predefinido antimicrobiano el cual es usado para determinar la concentracion minima
inhibitoria (MIC),en pg / ml, de los agentes individuales contra microorganismos para
probarse en medio de agary 22, s0).

PRINCIPIO DE USO:

La prueba “E TEST * esta basada sobre la combinacion de los conceptos de la técnica
de dilucién en caldo y la de difusion. La prueba “E TEST” consiste de una tira plastica
inerte no porosa de 5 mm de ancho y 60 mm de longitud. Por un lado de la tira se encuentra
la escala de lectura calibrada en ug / mi para la MIC. Un predefinido gradiente de
concentraciéon exponencial seco y estabilizado se encuentra inmobilizado sobre la otra

superficie de la tira con la concentracion maxima en a y la concentracidén minima en b como

se observa en la figura :

Antibiotip

earrier

Aeading
scale
{MIC pg/mi)
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El rango del gradiente de concentracion continuo va de 0.002 a 32 ug / ml, de 0.016 a

256 ug /ml 6 0.064 a 1024 pg / ml ,dependiendo del antibidticoo).

CONSERVACION:

Todas las tiras “E TEST” deben ser conservadas en un congelador a
-20°C.
La vida media de todos los antibidticos es de 2 a 5 afios desde el momento de su
manufactura. Estan disponibles contenedores que contienen silica gel, ademas contienen
una etiqueta que indica la fecha de expiracion y las recomendaciones para su mejor

conservaciong, o).

MEDIO:

El medio a utilizar debe de contener de 4 = 0.5 mm de medio enriquecido y
suplementado dependiendo de el tipo de bacteria que se va a probar. En todas las pruebas
de susceptibilidad el cambio de medio puede afectar la concentracion minima inhibitoria
(MIC). El medio con altos niveles de antagonistas como Timidina y timina, los cuales
afectan los resultados para suifonamidas y trimetroprim. Cambios significativos debidos a
la osmolaridad y nivel catiénico influye en los valores de MIC para B-lactamicos,
aminoglicosidos y tetraciclinas. En tanto los cambios en el pH pueden afectar la actividad

de Lincosamidas, estreptograminas, macrélidos, aminoglucosidos y quinolonasgu, 22, 60). La
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incubacién con CO; disminuye el pH del medio para drogas sensibles al pH, los valores de

MIC bajo condiciones de CO, pueden diferir los resultados que a temperatura ambiente(gg).

PREPARACION DEL INOCULO:

Emulsionar un niimero apropiado de colonias aisladas de cultivo de la noche anterior,
ajustar la correcta turbidez del inoculo utilizando el estandar de turbidez de McFarland N°
1, es preciso recordar que el estindar de McFarland no garantiza un conteo correcto de
colonias de células viables (ufc/ml)y, 60, 63). Al momento de aplicar, la tira no debe de

moverse la tira una vez colocada en la placa de agarsp).

INCUBACION:

Las placas de agar deben de ser incubadas inmediatamente para evitar efectos adversos.
Recomendaciones para incubacion:
AEROBIOS: 35°C /16 a 18 horas en atmdsfera ambiental para aerébios de no dificil
crecimiento y anaerobios facultativos.
BACTERIAS DE DIFICIL CRECIMIENTO: 35°C /18 a 24 horas en atmosfera al 5 % de

COa.
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ANAEROBIOS: 35°C/ 24-48-72 horas en atmésfera anaerobio, de 80 a 85 % de nitrégeno,

del 5 al 10 % de COz Y 10 % de Hz((,a).

INTERPRETACION:

La lectura se realizara en el punto de completa inhibicién de crecimiento, se recomienda

leer el valor de MIC en el punto de interseccion de la elipse de inhibicidng, 22, 60)-

JUSTIFICACION TEORICA :

El incremento de la incidencia en problemas acido pépticos relacionados con la
presencia de H pylori en la mucosa gastrica se ha vuelto importante hoy en dia, por lo que
son necesarios estudios que estén encaminados a disponer de informacion de resistencia a
los antibidticos recomendados en el esquema de tratamiento aprobado por la FDA
(Administration of Drugs and Food en 1997) para contar con alternativas de tratamiento

cuando se fracasa en un primer intento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA :

Frente a los datos seroepidemiolégicos en México que revelan una infeccién por
H.pylori en el 20 % de los nifios menores de un afio, del 50 % a los 10 afios y del 80 % a los
25 afios y ante la escasez de informacioén en nuestro pais con relacidon al estudio de
sensibilidad antimicrobiana de H pylori, éste estudio pretende esclarecer la sensibilidad a
los antibidticos de eleccidn para tratamiento por medio de una prueba comercial de
sensibilidad conocida como “E TEST” en biopstas de estdmago de antro y cuerpo tanto en
nifios como en adultos con enfermedad acido péptica que acuden al hospital de Pediatria y

de Especialidades del Centro Médico Nacional siglo XXI.

OBJETIVOS:
l.- Determinar la sensibilidad de Hpylori a los agentes antimicrobianos
(claritromicina,metronidazo! y amoxicilina ) recomendados en el esquema de tratamiento

aprobado por la FDA tanto para nifios como en adultos con enfermedad é4cido péptica .

2.-Estudiar y comparar el patron de sensibilidad de las cepas de H. pylori de antro y cuerpo

de estémago, en niftos y adultos con enfermedad acido péptica.

40



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA :

Frente a los datos seroepidemiologicos en México que revelan una infeccion por
H.pylori en el 20 % de los nifios menores de un afio, del 50 % a los 10 afios y del 80 % a los
25 afios y ante la escasez de informacién en nuestro pais con relacion al estudio de
sensibilidad antimicrobiana de H.pylori, éste estudio pretende esclarecer la sensibilidad a
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HIPOTESIS :

Ante la asociacion de Helicobacter pylori en pacientes con enfermedad dcido péptica
en México y considerando que no se han reportado estudios relacionados con la sensibilidad
de cepas a los antibioticos recomendados en la triple terapia aprobada por la FDA, se
espera obtener una resistencia de cepas a metronidazol superior al 50 %, una resistencia no
mayor al 10 % en claritromicina y ausencia de resistencia para amoxicilina en ambas
poblaciones de estudio, verificando si en México el comportamiento de resistencia es igual

al encontrado en paises en vias de desarrollo

Con relacién a lo hallado por Atherthon y Kyi se espera un mayor patrén de resistencia

en la region del antro del estdmago en ambas poblaciones de estudio .

PROGRAMA DE TRABAJO :

Disefio de estudio :Transversal,prospectivo descriptivo y observacional..

Descripcién del estudio : S¢ incluyd un grupo de nifios con dolor abdominal cronico
recurrente para busqueda de infeccion por H pylori y que estuvieron dispuestos a recibir
terapia de erradicacién; asi mismo un grupo de adultos con pronostico de enfermedad acido
péptica y que estuvieron dispuestos a recibir terapia de erradicacion que fueron captados

durante el periodo comprendido de septiembre de 1996 a septiembre de 1997.
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HIPOTESIS :

Ante la asociacion de Helicobacter pylori en pacientes con enfermedad acido péptica
en México y considerando que no se han reportado estudios relacionados con la sensibilidad
de cepas a los antibioticos recomendados en la triple terapia aprobada por la FDA, se
espera obtener una resistencia de cepas a metronidazol superior al 50 %, una resistencia no
mayor al 10 % en claritromicina y ausencia de resistencia para amoxicilina en ambas
poblaciones de estudio, verificando si en México el comportamiento de resistencia es igual

al encontrado en paises en vias de desarrollo

Con relacién a lo hallado por Atherthon y Kyi se espera un mayor patrén de resistencia

en la region del antro del estémago en ambas poblaciones de estudio .

PROGRAMA DE TRABAJO :

Disefio de estudio :Transversal,prospectivo descriptivo y observacional..

Descripcion del estudio : Se incluyd un grupo de nifios con dolor abdominal crénico
recurrente para busqueda de infeccion por H.pylori y que estuvieron dispuestos a recibir
terapia de erradicacién; asi mismo un grupo de adultos con pronostico de enfermedad acido
péptica y que estuvieron dispuestos a recibir terapia de erradicacién que fueron captados

durante el periodo comprendido de septiembre de 1996 a septiembre de 1997.
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POBLACIONES DE ESTUDIO:

(ADULTOS)

criterios de inclusion y exclusion : Para el caso de los adultos se estudiaron pacientes con
enfermedad 4cido péptica atendidos en el servicio de Gastroenterologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS; se incluyeron pacientes

mayores de 18 aflos sin importar sexo.

No se incluyeron mujeres embarazadas, ni pacientes con enfermedad crénica degenerativa
o hematooncolégica, ni pacientes con tUlcera complicada. Tampoco fueron incluidos
pacientes que hubieran recibido antibidticos o inhibidores de la bomba de protones en los

ultimos 30 dias ni pacientes con HIV.

(NINOS)

Criterios de inclusién y exclusion : Se estudiaron nifios con dolor abdominal crénico
recurrente atendidos en el servicio de gastroenterologia del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional siglo XXI. Se incluyeron nifios de 2 a 17 afios de edad(de acuerdo a la
clasificacion propuesta en la enciclopedia médica moderna ) sin importar el sexo sometidos
a endoscopia de tubo digestivo alto por dolor abdominal crénico y que fueron captados

durante el periodo de septiembre de 1996 a septiembre de 1997 .

No se incluyeron pacientes que hubieran ingerido antibidticos o inhibidores de la bomba

de protones en los ultimos 30 dias, ni pacientes con infeccién por HIV.
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MATERIAL

tubos ependorff 1.0-.5ml (Elkay)
puntas para micropipeta (Labsystems)
contenedor de transporte
criotubos!.0-1.5mlI(Nunc)

hisopos

tubos de 13X100 con rosca(Pyrex)
matraz erlenmeyer 125ml y 2000(Pyrex)
pipeta graduada de 10 ml(Pyrex)
portaobjetos (Corning)

cajas para refrigeracidn

asas bacterioldgicas

mechero bunsen

cajas petri de plastico 8.5¢cm(Corning)
pinzas

cinta testigo

boligrafo de tinta indeleble

guantes (Exam-Tex)

bata

probeta graduada de 1000mi(Pyrex)
agitador magnético

espatula

a1



EQUIPO
Micropipetas(Labsystelﬁs)
campana de flujo laminar{Nuaire)
homogenizadores de vidrio
incubadora de CO,
microscopio (Nikon)

balanza analitica (Sartorius)
refrigerador 4°C

congelador a -20°C

plancha de agitacioén (Lab-line)
sistema de autoclave (Fehlmex)
computadora

impresora.

44



REACTIVOS

solucién salina 0.85%

tiras impregnadas de :
-metronidazol

-amoxicilina

-claritromicina

base de agar sangre

caldo bruscella

glicerol

sangre desfibrinada de caballo
peroxido de hidrogeno 3%
caldo urea con rojo de fenol
prueba comercial para oxidasa
tincién de gram

-cristal violeta

-lugol

-mezcla alcohol-acetona
-safranina

aceite de inmersion
nefelometro Mc Farland

mezcla de antibidticos
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-acido nalidixico
-anfotericina B
-sulfametoxasol-trimetropim

-vancomicina
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METODOLOGIA :

1.-Toma de la muestra: Se practicé endoscopia tomando 2 biopsias tanto de la region
antral como del cuerpo trasladdndose en tubos ependorff con 300 pl de solucién salina
sobre hielo frappe (aproximadamente a 4°C ).

2.-Procesamiento: Cada biopsia fue macerada con homogenizadores de vidrio
esmerilado y se inocularon en placas de agar sangre de caballo al 10 % con y sin
antibioticos. Se incubaron a 37°C en una atmésfera microaerofilica con generacion de
CO; (Campy pak plus ) de 3 a 10 dias.

3.-Identificacion: Para el caso de observacion de desarrollo colonial puntiforme con
borde regular en forma de gotas de rocio y presencia de B hemolisis en agar sangre de
caballo al 10 %, se realizaron pruebas confirmatorias de ureasa, catalasa y tincién de
Gram (bacilos cortos delgados,Gram negativos en forma espiral o en forma de “U” ).

4 -Sensibilidad: Las cepas aisladas se les realizé estudio de sensibilidad antimicrobiana
mediante la prueba “E TEST” (modificacion de la técnica de dilucién en disco) para
claritromicina, amoxicilina y metronidazol, observando la Concentracion Minima
Inhibitoria de susceptibilidad de acuerdo a los siguientes valores de cohorte :
Amoxicilina 4pg/ml, Claritromicina 8pg/ml y 32pg/ml para Metronidazol.
5.-Preservacion: Las cepas estudiadas se suspendieron en caldo brucella mas glicerol al

15 % y se conservaron a -70°C en nitrégeno liquido.
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DIAGRAMA

FLUJO
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RESULTADOS:

Se estudio la resistencia de 120 cepas de adultos y de 40 cepas de nifios de acuerdo a ia
metodologia descrita.

Se consigui6 el aislamiento de 40 cepas de nifios .

La interpretacién de la prueba de sensibilidad “E TEST” se determiné de acuerdo a la
zona en donde se observd la elipse de inhibicién manifestada por la ausencia de
colonias en la zona proxima a la tira de E TEST en el medio de cultivo .

A=Resistente

B= Escasamente sensible

C=Sensible.
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RESISTENCIA DE CEPAS DE H.pyiori DE ADULTOS A LOS DIFERENTES ANTIBIOTICOS
RECCOMENDADOS EN LA TRIPLE TERAPIA
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METRONIDAZOL AMOXCILINA CLARITROMICINA
ANTIBIOTICOS

La resistencia de cepas aisladas de adultos fue mas acentuada en metronidazol
alcanzandose un porcentaje mayor al 60 %(69.16%) lo que pone en duda su aplicacién
clinica . El porcentaje es muy parecido al encontrado en paises en vias de desarrollo .
A la fecha no se han reportado cepas resistentes a amoxicilina , en este estudio se
encontré una resistencia del 20.83 % del total de las cepas. La resistencia a

claritromicina fue del 22.5% lo que da un 77.5% de cepas sensibles a éste antibiético.
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RESISTENCIA DE CEPAS DE H.pylori DE NINOS A LOS ANTIBIOTICOS RECOMENDADC
EN LA TRIPLE TERAPIA
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METRONIDAZOL AMOXICILINA CLARITROMICINA
ANTIBIOTICQS

La resistencia en cepas de nifios fue mayor para metronidazol (80%) poniendo en duda
su aplicacién clinica , se encontré un porcentaje del 20% de cepas resistentes a
amoxicilina ,la resistencia a claritromicina fue igual a la encontrada en las cepas de
adultos del 22.5%.Claritromicina y amoxicilina son los antibiéticos con menor patrén de

resistencia al igual que en las cepas de adultos.
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L)

MULTIRESISTENCIA DE CEPAS DE H.pylori DE ADULTOS A LOS DIFERENTES
ANTIBIOTICOS RECOMENDADOS EN LA TRIPLE TERAPIA

PORCENTAJE DE RESISTENCIA

METRO- METRO- AMOX- AMOX-
AMOX CLARITRO CLARITRO CLARITRO-
METRO
ANTIBIOTICOS

Se encontraron cepas resistentes a mas de dos antibiéticos (10% ) siendo el pronostico
reservado en la erradicacién de éstas cepas .Considerando que la triple terapia consiste
en la combinacién de 2 antibidticos y un inhibidor de la bomba de protones , la
resistencia a 2 antibidticos fue mayor en la combinacién de metronidazol y
amoxicilina(16.66%),para metronidazol y claritromicina fue del 15% de resistencia ,la

combinacién que brinda una menor resistencia es amoxicilina y claritromicina (12.5%).
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MULTIRESISTENCIA DE CEPAS DE H.pylori DE NINOS A LOS ANTIBIOTICOS
RECOMENDADOS EN LA TRIPLE TERAPIA
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AMOX CLARITRO CLARITRO CLARITRO-
METRO
ANTIBIOTICOS

Se observo una resistencia de un 5% de cepas a mas de dos antibiticos .La
combinacién que presenta un menor porcentaje de resistencia es amoxicilina y
claritromicina (7.5%) .La combinacion con mayor porcentaje de resistencia fue

metronidazol y claritromicina (20%).La resistencia a metronidazol y amoxicilina fue del

15%.
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RESISTENCIA DE CEPAS DE Helicobacter pytori EN LAS REGIONES
DEL ESTOMAGO DE PACIENTES ADULTOS (n=120)
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antro cuerpo antro-cuerpo
pacientes positivos en :

Se encontr6 una mayor resistencia en la region del cuerpo para amoxicilina(4%) y
metrontdazol(14%)en tanto que para claritromicina se observo una mayor resistencia en
la region del antro.el mayor patron de resistencia en ambas regiones fue ia de

metronidazol.[:] comportamiento de resistencta s muy similar en ambas regiones para

jos tres antibidticos.
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PACIENTES POSITIVOS EN :

La resistencia a amoxicilina y claritromicina fue la misma en ambas regiones (1%).E!

patron de mayor resistencia a los antibioticos {ue registrado para metronidazol,(9 y5 %)

resultando la zona del antro la mas afectada.l:l patron de resistencia para amoxtcilina y

claritromicina fue el mismo en ambas regioncs.
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Diversos estudios han reportado la susceptibilidad de H. pylori a varios agentes
antimicrobianos  utilizando diferentes métodos para determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria(MIC). En la actualidad no se cuenta con un método estindar de
sensibilidad para H. pylori debido a la escasez de crecimiento y a los numerosos
aditivos en el medio de cultivo y a la atmésfera microaerofilicagis 41y .En éste estudio se
consiguié determinar la susceptibilidad de cepas de H. pylori a los tres antibidticos de
mayor manejo en la triple terapia usando un nuevo método de determinacion de
sensibilidad a antimicrobianos conocida como E TEST.Se encontré una resistencia
marcada a metronidazol(69.16 y 80% en cepas de adultos y nifios respectivamente ) muy
similar a los reportes encontrados por varios centros de estudio en paises en vias de
desarrollo en donde el porcentaje rebas6 facilmente el 50 % 7,13.16.41y . En un estudio
realizado con nifios espafioles se encontrd una resistencia de un 10% en 1991 y 16 %
en 1994 para metronidazol que contrasta notablemente con lo encontrado en paises en
vias de desarrollo.3g 41).Entre los hallazgos mas sobresalientes se destaca un 10.84% de
mayor resistencia a metronidazolen cepas aisladas de la poblacién infantil que en las
cepas aisladas de adultos.De acuerdo a los resultados el uso de este antibidtico se pane
en duda sin embargo no se cuenta con suficientes argumentos de su efectividad in
vivo ; varios autores han destacado ésta clevada resistencia atribuyéndola a situaciones
en las quc muchos pacientes tienen previo contacto con nitroimidazoles por otras

razones terapéuticas;i 39,41 -
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La resistencia a amoxicilina no ha sido reportada por lo que se considera uno de los
antibi6ticos de eleccidon en la triple terapia ; en este estudio se encontré una resistencia
mayor al 20 % lo que puede levantar la sospecha de que su manejo en éstas poblaciones
a sido inadecuado. Como puede observarse la sensibilidad a amoxicilina es del 80
porciento por lo que puede ser recomendado como uno de los antibidticos de eleccidn
para establecerce en el esquema de triple terapia. Algunos autores han encontrado una
sensibilidad mayor al 80 % de cepas de Helicobacter pylori utilizando amoxicilina y un
inhibidor de la bomba de protones argumentando que se favorece su absorcion del
antibiotico al aumentar el pH del estomagows 4 La resistencia a claritromicina resulto
ser igual en  ambas poblaciones de estudio(22.5%), sin embargo al igual que
amoxicilina siguen siendo recomendados en la triple terapia por su 77.5 % de
sensibilidad en las cepas de H.pylori . En otras partes del mundo se ha reportado una
resistencia cercana al 12 % a claritromicina ademas de que se ha obtenido una
erradicacién mayor del 54 % utilizando éste antibidtico como monoterapia g 40.41.42).-Es
importante mencionar que la sensibilidad a amoxicilina y claritromicina sigue siendo de
importancia en las cepas de esta poblacion de estudio tratindose de un pais en vias de
desarrollo.

Se encontraron cepas multirresistentes a mas de dos antibidticos obteniéndose un 5 %
para ccpas de nifios y un 10 % para cepas de adultos lo que hace complicado el
implementar un esquema eficiente de erradicacion con éstos tres antibidticos en éstos

paciente.
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Se han llevado a cabo estudios en diferentes partes del mundo en donde se ha propuesto
combinaciones de antibidticos como alternativa en aquellas cepas que son dificiles de
erradicar (39.4042) Se ha propuesto por varios autores que la presencia de un inhibidor de
la bomba de protones puede tener un efecto sinergista o facilitar la absorcién de algin
antimicrobiano, la implementacién de este dispositivo con alguna combinacién de
antibiéticos con baja resistencia puede tener un panorama mas alentador en aquellas
cepas resistentes a los antibidticos de mayor manejo en la triple terapia. En éste estudio
la combinacion de amoxicilina y claritromicina resulto ser la combinacién mas baja de
todas las combinaciones por lo que se recomenda coino primer punto en una propuesta
de erradicacién . La combinacidén mas alta resulto ser amoxicilina metronidazol
(16.66%) en ccpas de adultos y metronidazol claritromicina (20%) en nifios. Vartos
estudios han demostrado la existencia de una fuerte asociacion en la colonizacion de la
mucosa gastrica con Helicobacter pylori en la region del antro debido g la presencia de
una menor cantidad de cé¢lulas parietales en esta zona (17,18 38.39.42). En este estudio en lo
que se refiere a la resistencia en las regiones del estomago se encontr6 una resistencia
mayor en el cuerpo(23 de 120 )} en las cepas de adultos 'y en las cepas de nifios ¢l
blanco principal fue el antro (11 de 40) podria argumentarse con éste resultado que la
zona de mayor resistencia para helicobacter pylori en los adultos es la zona del cuerpo
mientras que para los nifios resulta ser el antro aunque el patron de resistencia a los

antibiéticos fue muy similar en ambas regiones del cstomago.
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CONCLUSIONES:

Una vez terminaga la parte experimental se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1.- La resistencia metronidazol fue superior al 50% tanto para cepas de nifios como para
adultos.

2.- El porcentaje de resistencia a claritromicina fue igual tanto en cepas ue niftos como
de adultos .

3.- Se encontraron cepas resistentes a amoxicilina superando un patrén de resistencia

del 20% .

4.-Se encontraron cepas resistentes a mas de dos antibidticos 5% en cepas de nifios y 10
% para cepas de adultos .

5.- La combinacién de amoxicilina claritromicina resulto ser la de menor resistencia por
lo que puede sugerirse en un esquema de tratamiento.

6.- La zona en la que se localizo mayor resistencia en las cepas de adultos fue el cuerpo

, en tanto la zona de mayor resistencia para las cepas de nifios fue el antro.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS :

De acuerdo a lo encontrado en este estudio se recomienda la combinacion de
amoxicilina y claritromicina como antibiéticos de eleccion en la triple terapia.

Es importante considerar que los resultados obtenidos en este estudio son de
sensibilidad in vitro. La utilizacién de la técnica “E TEST” resulto ser de gran utilidad
en la determinacion de sensibilidad de las cepas de Helicobacter pylori a los tres
antibiéticos recomendados en la triple terapia, considerandose al final de la parte
experimental como una técnica sencilla, confiable y reproducible.Se recomienda ademas

correlacionar éstos resultados con otro métode de sensibilidad.

ANEXO:

Medio de cultivo Agar sangre de caballo al 10%

ABAr o e, 11g
Caldo Brusella .......cccoeveierininnnannnnn 28g
Sangre de Caballo ..............cceeunee. 100ml
Aguacaliente ............ceoeiieninannn. 1100ml
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A) En un matraz de 2 Litros se disolvi6 el agar y el caldo brusella , se esterilizé durante
15mina 121°C y 151b.

B) Se dejé enfriar de 40 a 45 °C

C) Se incorporo la sangre de Caballo y se agito ligeramente evitando la formacion de
burbujas .

D) Se colocé aproximadamente 10 ml de medio en cada caja y se irradiaron por 15
minutos con luz ultravioleta.

Medio de cultivo agar sangre de Caballo al 10% con antibiéticos

Se prepard el medio de cultivo como se indico anteriormente agregando la siguiente

mezcla de antibiéticos después de incorporar la sangre .

Acido nalidixXico .......ovcvviinennnnn. 100mg
Trimetropin.........ccoevviienveninnnn. 50mg
Vancomicing .........ocovevniirinninnnn. 30 mg
Anfotericina ..............oooiiienn 20 mg

Prueba de Ureasa para la identificacion de H.pylori

L5 P 0.03g
D-PBSal 1X......oooiiiiiiiiiiieniinnns 50.00ml
Rojodefenol.....................ll 0.10ml

A)Se disolvi¢ la urea ep D-PBS.Se filtré con membrana de 0.22 pt a un matraz estéril .
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B)Se adicioné el rojo de fenol al 1% en condiciones de csterilidad .

C)Se conservo en refrigeracion.

Reactivo para prueba de catalasa
Peroxido de hidrogeno................. 30mi

Agua desionizada ..................... 100ml

Reactivo comercial para oxidasa
Cologar una asada de la cepa sobre la superficie si se registra un cambio obscuro la

prueba es positiva.
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