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RESUMEN

La erradicacién de Helicobacter pylori, desde su identificacion hasta la relacion que presenta
con las diversas patologias gastrointestinales se ha convertido en un reto a nivel de salud
publica, su tratamiento ha ido variando en los Ultimos afios a causa de que es una bacteria que
no se cultiva de forma rutinaria en un laboratorio y conocer su perfil de susceptibilidad
antimicrobiana es complicado. En la actualidad la triple terapia estandar es la mas aplicada,
consiste en un inhibidor de bomba de protones junto a dos antibiéticos metronidazol,
claritromicina o amoxicilina. La claritromicina es uno de los antibidticos que se usa con
frecuencia en la triple terapia estandar debido a que su eficacia es mayor al 80% en la
erradicacion de la bacteria. Sin embargo, en los Gltimos afios esta eficiencia ha ido decreciendo

debido a que H. pylori ha adquirido mecanismo de resistencia.

La resistencia a la claritromicina se debe a que este macrdélido también se usa en el tratamiento
de infecciones respiratorias y de piel, razon por la cual se convierte en un factor de resistencia.
Asi como, la presencia de mutaciones en el 23S RNAr del microorganismo, el cual se deberia
correlacionar con el perfil fenotipico para que se siga evitando un tratamiento empirico y la

presencia del fracaso terapéutico.

La variacion en los diferentes paises presenta un rango entre el 0 — 60% de resistencia a la
claritromicina, no obstante esta variante depende de cada pais o regién. Los estudios realizados
en nuestro pais son limitados con respecto al perfil de susceptibilidad de H. pylori. En esta
investigacion se realiza el cultivo de biopsias gastricas de antro y cuerpo para aislar cepas de
H. pylori, a las cuales se determina la susceptibilidad antibidtica mediante el uso de la técnica
de tirilla E-test, del mismo modo por técnicas moleculares como PCR y secuenciacion para

identificar las mutaciones puntuales.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el porcentaje de recuperacion en las
muestras clinicas mediante el cultivo es el 42,4%; el perfil de susceptibilidad a la claritromicina
indica un porcentaje mayor al 60% de resistencia a la claritromicina; en cuanto a la
determinacion genotipica se evidencio la presencia de mutaciones puntuales en el 23S RNAr,
en la posicion 2144 (A—G), 2183(T—C), 2221 (G—A). Finalmente, se encontr6 que la
resistencia a la claritromicina ha aumentado, que ciertas cepas resistentes presentaron

mutaciones en el 23S RNAr, de modo que es necesario seguir investigando acerca del perfil de



susceptibilidad antibidtica, para correlacionar la resistencia fenotipica con la presencia de
mutaciones puntuales, y cudl es la méas prevalente.

PALABRAS CLAVES

Helicobacter pylori, claritromicina, resistencia, mutaciones puntuales, 23S RNAr



ABSTRACT

The eradication of Helicobacter pylori, since its identification until the relationship up presents
with the different gastroduodenal disease has become in a challenge at public health level, even
its treatment has been changing in the last years because it is not a bacterium which is not
cultivated as routine in a laboratory and to know its antimicrobial susceptibility profile is
complicated. Inthe actuality the triple therapy is more applied and it consists in an proton pump
inhibitor with two antibiotics metronidazole, clarithromycin or amoxicillin. Clarithromycin is
one of the antibiotics frequently used in triple standard therapy because its effectiveness is
greater than 80% in the eradication of bacterium. However, in the last years this effectiveness

has been decreased because H. pylori has acquired a resistance mechanism

The resistance to Clarithromycin is because this macrolide is used in respiratory tract infections
and skin infection treatments, for this reason becomes a resistance factor. The presence of
mutations in the 23S RNAr of the microorganism, which should be correlated with the
phenotypic profile to continue avoiding empirical treatment and the presence of therapeutic

failure

The variation in different countries showing a range between 0 - 60%. In addition considering
the variation depends of each country or region. The studies made in our country are limited
relative susceptibility profile of H. pylori. In this research technique E-test strip is used to
determine the phenotypic susceptibility of Helicobacter pylori strains isolated from gastric
biopsies from antrum and body. The strains isolated from these samples were also processed

by molecular techniques such as PCR and sequencing to identify point mutations.

The results of resistance and sensitivity to clarithromycin were determined in isolated strains,
the recovery rate in clinical specimens by culture is 42.4%; with respect
to phenotypic susceptibility data shows a percentage higher than 60% of clarithromycin
resistance, just as some strains with MIC variables PCRs were performed and sequenced to
detect the presence of point mutations in the 23S rRNA, being three types of mutations in
position 2144 (a — G), 2183 (T — C), 2221 (G — a). Finally, it was found that resistance to

clarithromycin is higher than certain resistant strains which had shown mutations in the 23S



rRNA, so further research is needed to study susceptibility profile, correlate the phenotypic
resistance with find which of the mutations found is the most prevalent.

KEYWORDS

Helicobacter pylori, clarithromycin, resistance, point mutations, 23S rRNA
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CAPITULO I

1 INTRODUCCION

1.1PROBLEMA

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, produce infecciones gastrointestinales
afectando entre el 50% al 80% de la poblacién mundial; en paises desarrollados la prevalencia
es de 30-50% a diferencia de los paises en via de desarrollo que es mayor al 70% (Vallejos M
etal., 2007) (Hunt, 2010). La infeccion ocasionada por este microorganismo es la mas frecuente
en el ser humano, se presenta inicialmente en la infancia y puede persistir durante toda la vida
de manera asintomatica (Ramirez Ramos & Sanchez Sanchez, 2008). Desde su descubrimiento

se han modificado los conceptos de la fisiopatogenia de la bacteria (F. Sanchez et al., 2007).

Se asocia a diversas enfermedades que afectan al estbmago como al intestino, siendo las
mas comunes la gastritis crénica, Ulceras pépticas, linfoma tipo MALT (Espino, 2010), ademas
es el agente causal de cancer gastrico, debido a que H. pylori es considerado como bacteria
carcindgena tipo | segun la International Agency for Research on Cancer (Romo Gonzélez &
Coria, 2010) (Henao Riveros, Quiroga, Martinez, & Otero Regino, 2009).

La erradicacion de H. pylori es indispensable para el médico clinico, aunque en los altimos
afios se ha vuelto un desafio (Otero Regino, Trespalacios, & Otero, 2009). El tratamiento
recomendado para su eliminacion es la triple terapia estandar la cual usa un inhibidor de la
bomba de protones con dos antibidticos (claritromicina (CLA)), amoxicilina (AMX) o
metronidazol (MTZ)) (Malfertheiner et al., 2012). Este tratamiento presenta una eficacia mayor
del 80%, no obstante esta efectividad ha ido disminuyendo, y puede atribuirse a diversos
factores, como son: dosis inadecuada de los medicamentos, abandono del tratamiento, aparicion
de cepas resistentes a los antibioticos (Henao, Quiroga, Martinez, & Otero, 2009) (Otero Regino
etal., 2009).

La claritromicina es uno de los antibioticos que se usa con frecuencia para el tratamiento
de H. pylori; generalmente las cepas son sensibles con una erradicacion mayor al 90%
(Gonzalez C et al., 2001); sin embargo, cuando las cepas presentan resistencia a la
claritromicina reducen la efectividad de la terapia entre un 20% a 40% (Pajares Garcia, Pajares-
Villarroya, & Gisbert, 2007) (Henao et al., 2009).



Entre las principales causas de la resistencia a la claritromicina en H. pylori se encuentra la
presencia de mutaciones puntuales en el dominio V del 23S RNAr, donde se inhibe la unién de
la claritromicina a la subunidad ribosomal 50S (Occhialini et al., 1997) (Nishizawa & Suzuki,
2014), entre las mas frecuentes se describe A2143G seguida de A2142G y A2142C (Abdollahi,
Savari, Zahedi, Moghadam, & Abasi, 2011) (Occhialini et al., 1997) (Klesiewicz et al., 2014).
Sin embargo, otros estudios revelan que en los ultimos afios han parecido otras mutaciones en
menor proporcion T2243C, C2245T, G2244A, T2289C, T2182C, A2146G, A2147G, A2115G,
G2141A (Nishizawa & Suzuki, 2014)(Wu et al., 2014)(Gonzalez C et al., 2001)

La resistencia primaria a la claritromicina varia en diferentes paises y es considerado como
uno de los principales factores de fracaso terapéutico volviéndose un verdadero reto clinico.
Esta resistencia en América Latina, por ejemplo, fluctia entre el 2% al 60%, siendo en
Colombia donde se encuentra la resistencia més alta con el 60%, Chile 9,1-20%, Venezuela con
el 7%, Costa Rica 6% y Paraguay 2% (Camargo et al., 2015) (Picoli et al., 2014)

En Ecuador los estudios a nivel fenotipico y genotipico de la resistencia a la claritromicina
son escasos, dando a conocer que en el 2003 un estudio realizado en Guayaquil reveld que la
resistencia a la claritromicina a nivel fenotipico es del 9,5% (4 cepas resistentes) sin referencias
de mutaciones puntuales (Debets-Ossenkopp et al., 2003). Ademas se debe considerar que la
prevalencia de resistencia a la claritromicina presenta variabilidad en las diferentes regiones de
un pais como se observa en estudios previos realizados en paises de América Latina como
Colombia (Martinez, Henao, & Lizarazo, 2014) (Acosta, Hurtado, & Trespalacios, 2013).

En el pais el esquema que se sigue, también es la triple terapia estandar utilizando como
antibidtico principal la claritromicina en combinacion con amoxicilina o metronidazol y el
inhibidor de protones (Debets-ossenkopp et al., 2003). Este tratamiento se aplica de manera
empirica sin conocer si presentan alguna resistencia a los medicamentos utilizados para la
erradicacion (Yepes, Rodriguez, Ruiz, & Ariza, 2008). Es asi que en la actualidad es necesario
conocer acerca de la susceptibilidad antimicrobiana, particularmente al macrélido que se usa
frecuentemente para la erradicacion del microorganismo. Por tanto, al no conocer los datos de

resistencia a la claritromicina, puede ocasionar los fracasos terapéuticos.



1.1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el porcentaje de resistencia a la claritromicina en cepas de H. pylori obtenidas
a través del cultivo de biopsias gastricas mediante técnica fenotipica (E-test), técnica molecular
(Reaccidn en cadena de la polimerasa, PCR) y secuenciacion genomica del Hospital Eugenio
Espejo y Hospital de las Fuerzas Armadas durante el periodo de julio a diciembre del 2015?



1.2JUSTIFICACION

La infeccion por Helicobacter pylori afecta a méas del 80% de la poblacién mundial, se
asocia al estado socioeconomico de las personas; por tanto, en paises en via de desarrollo la
presencia de afecciones gastrointestinales causadas por esta bacteria es mayor del 70% en
relacion a los paises desarrollados que es menor del 50% (Bayona, 2013) (Vallejos M et al.,
2007). También se asocia varias patologias gastrointestinales tales como gastritis crénica,
Ulceras pépticas, adenocarcinoma, linfomas tipo MALT y cancer gastrico (Henao et al., 2009)

(Romo Gonzélez & Coria Jiménez, 2010).

Se ha demostrado que en los ultimos afios un importante aspecto del manejo de las
enfermedades gastroduodenales es la erradicacion de Helicobacter pylori, y que los
tratamientos han ido cambiando para lograr su objetivo de suprimir al microrganismo (Javier
Gisbert, 2011)

El tratamiento recomendado, la triple terapia estandar (inhibidor de la bomba de protones y
dos antibioticos MTZ, CLA, AMX) presenta una eficacia mayor al 80% (Otero Regino et al.,
2009), se combina el metronidazol o claritromicina junto con la amoxicilina (Malfertheiner et
al., 2012). Por otro lado, antibiéticos como la levofloxacina (LEV) y tetraciclina (TC) son
recomendados cuando la terapia inicial falla, combinandose la tetraciclina con el metronidazol,
y la levofloxacina como reemplazo de la claritromicina si la resistencia a este tltimo antibidtico
es alta (Otero Regino et al., 2009).

El esquema inicial con triple terapia estdndar ha presentado falla terapéutica en diferentes
partes del mundo, presentando tasas de erradicacion entre 57-73% si el tratamiento dura 7 dias,
con un porcentaje del 67-79% cuando dura 10 dias (Otero Regino et al., 2009) (Paramo,
Rodriguez, & Toledo, 2014)

La resistencia a la claritromicina, ha aumentado cerca del 10% en los Gltimos afios en
América Latina presentando un rango entre el 2-63,1% en los diferentes paises de la region.
Esta variaciéon de la resistencia se le puede asociar al consumo de macrélidos para tratar

enfermedades respiratorias, de piel (Martinez et al., 2014)

En el Ecuador la informacion actual de la resistencia a los macrolidos es limitada. Un
estudio realizado en el 2003, en el Hospital de Solca de Guayaquil, encontr6 una resistencia a

la claritromicina del 9,5% (Debets-ossenkopp et al., 2003). A esto se suma que en paises



vecinos al afio 2009 la resistencia alcanz6 el 20%, indicando la disminucion de su efectividad
provocando fallo terapéutico a nivel clinico (Henao et al., 2009).

En este contexto, es necesario obtener datos de resistencia en el Ecuador mediante pruebas
de susceptibilidad a nivel fenotipico y molecular para detectar si existe resistencia a este
farmaco. Este trabajo busca implementar técnicas fenotipicas (E-test) junto con Reaccién en
cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion, para detectar resistencia antimicrobiana de
Helicobacter pylori en especial a la claritromicina como farmaco de primera linea en el
tratamiento de erradicacion de H. pylori, lo que permitird mejorar el esquema de tratamiento y

evitar tratamientos empiricos con posibles fallos terapéuticos.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 GENERAL

Determinar el porcentaje de resistencia a la claritromicina de cepas de Helicobacter pylori a
través de biopsias gastricas obtenidas mediantes técnicas fenotipica (E-test) y presencia de
mutaciones puntuales por técnicas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR) y
secuenciacion del ADN en el Hospital Eugenio Espejo y Hospital de las Fuerzas Armadas,

durante julio-diciembre del 2015.
1.3.2 ESPECIFICOS

e Establecer protocolos de trabajo para técnica fenotipica para la identificacion de
Helicobacter pylori aislado de biopsias gastrica del Hospital Eugenio Espejo y
Hospital de las Fuerzas Armadas.

e Establecer la frecuencia de resistencia a la claritromicina en las cepas de H. pylori
aisladas de biopsias gastricas mediante técnica de concentracion minima inhibitoria.

e Establecer el tipo de mutaciones puntuales de los genes 23S RNAr por
secuenciacion del ADN

e Implementar la técnica molecular diagndstica dentro del laboratorio de
investigacion.

e Validar la técnica molecular diagndstica dentro del laboratorio de investigacion.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTES

Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza a mas de la mitad de la poblacion mundial.
En las ultimas décadas ha aumentado la prevalencia de la resistencia a los antibioticos que se
usan en el tratamiento para la eliminacion del microorganismo (Rivera, Contreras, Teran, &
Fouillioux, 2004) (Trespalacios, Regino, & Reyes, 2010). La resistencia a la claritromicina
tiene mayor relevancia clinica en comparacion con los otros antibioticos, debido a que es el
antimicrobiano que se usa frecuente en la triple terapia para que exista una mayor eficacia para

tratar Helicobacter pylori (Pajares Garcia et al., 2007).

En América Latina el rango de prevalencia de la resistencia a la claritromicina varia desde
2% al 61,3%, en las diferentes zonas geogréaficas; en cambio, en otros paises como Espafia
presenta un promedio de resistencia del 6,7% (Martinez et al., 2014) (Pajares Garcia et al.,
2007)

En Colombia, en la Clinica Fundadores de Bogota se realizaron estudios, en pacientes
mayores de 18 afos, acerca de la resistencia a la claritromicina, en el 2009 y 2010, dando el
15% vy 17,72% correspondiente a cada afio revelando que la eficacia en la erradicacion de H.
pylori disminuye (Henao et al., 2009) (Trespalacios et al., 2010). En cambio en el afio 2008 en
el Hospital Universitario de San Ignacio-Bogota se realizd un estudio de susceptibilidad al
antibidtico mediante método de disco de difusion dando como resultado un 60% de resistencia
a la claritromicina (Yepes et al., 2008).

Teniendo en cuenta, que en Colombia ha aumentado la resistencia a la claritromicina,
estudios moleculares detectaron que se debe a la presencia de mutaciones puntuales en el 23S
RNAr, mostrando que la mutacion A2143G es la mas frecuente en las cepas de H. pylori con
respecto a la A2142G (Alvarez et al., 2009)

En el 2001 y 2007 en Chile se realizaron estudios in vitro de susceptibilidad a antibiéticos
para Helicobacter pylori detectdndose inicialmente cepas resistentes a la claritromicina en 2,2%

en el 2001, sin embargo, en el segundo estudio la tasa de resistencia al macrolido incrementa
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dando 20%, siendo un factor notable en fracaso terapéutico (Gonzélez C et al., 2001) (Vallejos
M et al., 2007).

En el Departamento de Endoscopia Digestiva del Hospital de Clinicas de la Universidad
Nacional de Asuncion-Paraguay se realizo aislamientos de 60 pacientes. Mediante la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se obtuvo como resultado que existe un 2,2% de
resistencia a la claritromicina, asi como la aparicion simultanea resistencia al metronidazol del
93% (Farifia et al., 2007)

En el 2014, en el Hospital de Porto Alegre de Brasil durante un afio se recolectaron biopsias
géstricas de varios pacientes a los que se les realizaba la prueba de ureasa, histopatolégico y el
cultivo, para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana se estudiaron 54 cepas
aisladas de H. pylori de las cuales el 11,1% presento resistencia a la claritromicina usando la
técnica de E-test (Picoli et al., 2014)

En el Ecuador los estudios son limitados sobre la resistencia a los macrolidos; sin embargo
se considera que en los Gltimos afios pudo aumentar con respecto a la investigacion realizada
en el 2003 en el Hospital de Solca de Guayaquil, de 86 pacientes se obtuvo el aislamiento de
42 cepas de H. pylori, que mediante concentracion minima inhibitoria se encontrd 4 cepas

resistentes a la claritromicina, que representa el 9,5% (Debets-ossenkopp et al., 2003).

Con estos antecedentes es clara la necesidad de realizar un estudio para determinar la
susceptibilidad de los antibidticos de primera linea de Helicobacter pylori, como es la
claritromicina, para establecer resistencia y presencia de mutaciones puntuales del gen 23S
RNAr.
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2.2 Helicobacter pylori
2.2.1 Historia

Esta bacteria fue descubierta en 1982 por dos investigadores Warren y Marshall, en
Australia a través de biopsias géastricas (Stewart Goodwin et al., 1989). Se observd un
microorganismo espiral, el cual al analizarlo presentaba caracteristicas del género
Campylobacter, en ese entonces fue conocido como Campylobacter pylori (Pajares & Gisbert,
2006), aflos mas tarde aunque este microorganismo era predominante en el ser humano
causando enfermedades géstricas e intestinales, se analiz6 su hibridacion ADN, la bioquimica
y sus caracteristicas de crecimiento in vivo, in vitro (Stewart Goodwin et al., 1989) (Mikkonen,
Kérenlampi, & Hanninen, 2004). Esto demostrd que no pertenecia al género Campylobacter,
creandose por lo tanto un nuevo género Helicobacter que se referia a los organismos que a
nivel morfoldgico son helicoidal in vivo, mientras que in vitro tiene la forma de un bastoncillo
(bacilo), cambiando su nombre a Helicobacter pylori (Stewart Goodwin et al., 1989) (Solnick
& Schauer, 2001)

Aunque Helicobacter fue descubierto décadas atras, es una infeccion bacteriana comun
en el humano (Pajares & Gisbert, 2006), esta bacteria va evolucionando junto con el hombre
que es su reservorio, se considera que puede convivir con el ser humano varios siglos, lo
demuestra el hallazgo de este microorganismo a través de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en momias mexicanas del afio 1350 D.C (Serrano, Candelaria-Hernandez, De la Garza,
& Herrera, 2009) demostrando que la bacteria y el hospedero presentan una compleja relacion,
como resultado presentan variaciones en las diversas enfermedades (Espino, 2010) (Serrano et
al., 2009).

2.2.1.1  Caracteristicas microbioldgicas

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo curvo o en forma de “S”, microaerofilo,
que posee de 4 a 8 flagelos polares de aproximadamente 30um de longitud (Ramirez Ramos &
Sanchez Sanchez, 2008) su funcion es permitirle movilidad, posee una vaina de estructura
lipidica que protege a los flagelos y ayuda a soportar las contracciones ritmicas gastricas y
penetrar en la mucosa gastrica, tiene una membrana externa, un tamafio de 2,4 — 0,4 um de
largo y 0,5 — 1,0 um de ancho (Bayona, 2013) (Morris Brown, 2000)
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Figura 1 Estructura de Helicobacter pylori mediante microfotografia electrénica

Fuente: Owen, R. (1998). Helicobacter - species classification and identification. British Medical Bulletin, 54(1), 17-30.
Obtenido de http://bmb.oxfordjournals.org/content/54/1/17 .full.pdf

2.2.1.2  Caracteristicas microbioldgicas

Helicobacter pylori es una bacteria muy exigente para su crecimiento, debido a que el
ambiente para su desarrollo debe ser microaerofilico (Jorge Sanchez et al., 1999). Las muestras
que se obtienen a partir de biopsias gastricas pueden ser cultivadas en medios no selectivos y
selectivos, los mismos que deben estar complementados con sangre desfibrinada de cordero o
caballo al 7-10%, suero y antibidticos (vancomicina, anfotericina B o polimixina B,
trimetoprim, cefsulodina) (Bayona, 2013). Para evitar que se produzca la colonizacion del
cultivo por agentes contaminantes que frecuentemente dificultan la viabilidad de la bacteria,
con condiciones de una atmosfera de oxigeno (O2) al 5-10%, didxido de carbono (COz) 5-10%,
nitrogeno (N2) 80-90% e incubados a 37°C por 5-10 dias; aunque, otros autores recomiendan
que la incubacidn sea hasta 15 dias (Majalca, Rivera, Ochoa, & Giono, 2001)(Bayona, 2013).

Al cumplir con estas condiciones de crecimiento se puede observar macroscopicamente
colonias translicidas pequefias brillantes, las que se pueden identificar mediante tincion Gram,
catalasa, oxidasa, ureasa que resultan positivas debido a que el microorganismo produce
enzimas ureasa, catalasa y citocromo-oxidasa (Henao Riveros, Quiroga, Martinez, & Otero
Regino, 2009)(Bayona, 2013).
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El cultivo para la identificacion de H. pylori es uno de los métodos mas especificos
presentan una sensibilidad variada 77% - 94%, y especificidad el 100% (Jaime Séanchez,
Canizalez, Ledn, Irineo, & Bernal, 2015) (Majalca-Martinez, Rivera, Ocho-Perez, & Giono,
2001). La recuperacion de las cepas del microorganismo se encuentra entre el 30% al 70%,
considerando el enriquecimiento del medio utilizado, la carga bacteriana que debe ser alta en
la muestra a procesar, ademéas que el procedimiento es largo y tedioso (Patel, Pratap, Jain,
Gulati, & Nath, 2014) (Henao et al., 2009). No obstante, tiene como propdsito la determinacion
de la susceptibilidad a los antibidticos utilizados en el tratamiento de erradicacion contra la
bacteria (Patel et al., 2014) (Majalca-Martinez et al., 2001).

'

l

I
Figura 2 Caracteristicas de las colonias de Helicobacter pylori

Fuente: Lopez, M. et al. (2015). Helicobacterspain. Obtenido de

http://www.helicobacterspain.com/imagenes/placa2.htm
2.2.2 Epidemiologia

A nivel mundial méas del 80% de la poblacion se encuentra infectada con Helicobacter
pylori, presentando gran variabilidad de acuerdo a la zona geografica, edad, factores
socioecondémicos (Picoli et al.,, 2014). En paises desarrollados la infeccion por el

microorganismo es menor al 50% aproximadamente, a diferencia de los paises en vias de
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desarrollo que es mayor del 80 al 90% de la poblacion total (Vallejos M et al., 2007) (Hunt,
2010) (Washingtong, 1998).

Las personas pueden adquirir el microorganismo durante la infancia en un ambiente
familiar, siendo esta forma de transmision mas comdnmente observada en los paises en vias de
desarrollo (70%-78%), mientras que en los paises desarrollados lo adquieren en edades mayores
(Ramirez Ramos & Sanchez Sanchez, 2008) (Ruiz Alvarez, Marin Julia, & Hernandez Triana,
2005).

La alta prevalencia de la infeccion de Helicobacter pylori y las diversas enfermedades
gastrointestinales que producen como gastritis cronica, Ulceras pépticas, adenocarcinoma,
linfomas de MALT, incluso cancer gastrico, constituye un problema de salud publica (Hunt,
2010) (Henao et al., 2009).

La erradicacién de H. pylori por terapia inicialmente presentaba una eficacia del 90%,
actualmente ha disminuido la eficacia terapéutica en un 57-73% si se aplicara 7 dias de
tratamiento y cuando es 10 dias se puede alcanzar hasta 67-79%. Esta disminucion se debe
fundamentalmente a que las cepas del microorganismo han generado resistencia a los
antibidticos del esquema de tratamiento (Trespalacios et al., 2010). Esta resistencia es variable
y se asocia al aumento del fracaso terapéutico en los Gltimos afios, generdndose un rango
aproximado de resistencias a nivel de América Latina para el metronidazol del 12% al 95%,
claritromicina del 2% al 63%, amoxicilina del 0% al 39%, tetraciclina del 0% al 86% (Pajares
Garcia et al., 2007) (Camargo et al., 2015) (Martinez et al., 2014)

2.2.3 Transmision de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori infecta al ser humano colonizando la mucosa gastrica, sin embargo
esta bacteria es diferente de otros organismos porque se considera al hombre como su
reservorio principal y su infeccion se limita al mismo (Cristina et al., 2014). Aunque también
se ha detectado a este microorganismo en otros mamiferos como primates, cerdos, gatos
domésticos, guepardos, 0sos polares, delfines se ha considerado la posibilidad de que exista una
transmision zoondtica aungue no se ha revelado estudios precisos mas que hipotesis (Parra &
Carballo, 1998) (Naranjo et al., 2012).
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La transmision de H. pylori, es principalmente el de persona a persona, sugiriendo que
el contacto intrafamiliar sea el predominante, adquiriendo el microrganismo durante la infancia
en los primeros afios pero con mayor prevalencia a partir de los 10 afios, otros tipos de
trasmision en menor proporcion se puede dar por la ingesta de alimentos y aguas contaminada
(Amieva & EI-Omar, 2008)(Parra & Carballo, 1998) (Palomino & Tomé Boschian, 2012).

Otra caracteristica que se debe conocer de la bacteria para saber de su contagio es su
morfologia, inicialmente la bacteria tiene una forma bacilar espiral pero también se sugiere que
bajo un ambiente con privaciones de nutrientes entre otros aspectos fisicos o quimico, H. pylori
sufre una transformacion morfologica cambiando a una forma cocoide (Regino, 2013). Se cree
que esta forma es latente o estado durmiente, razén por la cual in vitro es viable pero no
cultivable, ademés esta forma morfoldgica sobrevive a ambientes hostiles durante periodos
largos hasta encontrar un ambiente propicio y volver a su forma infectante que es la estructura
bacilar (Amieva & EI-Omar, 2008) (Parra & Carballo, 1998).

Oral-oral S=====
Gastro-oral ===

mmmmmd  Leche materna

) Zoonosis

Fecal-oral ¢

Figura 3 Vias de transmision de Helicobacter pylori

Fuente: Montero, V. (2009). Enfoques ambientales en la epidemiologia de la infeccion por Helicobacter
pylori. Revista Costarricense de Salud Publica, 18(2), 84 - 93. doi:ISSN 1409-1429

2231 Transmision oral — oral

El microorganismo se puede localizar de forma transitoria en la cavidad oral en la placa

dental, saliva, lengua 0 mucosa de mejillas, el modo de contagio es impredecible porque puede
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resultar a través de un beso, uso de utensilios o por consumir agua o alimentos contaminados
(Parra & Carballo, 1998) (Palomino & Tomé Boschian, 2012) (De Argila & Boixeda, 2004).

2.2.3.2 Transmision fecal-oral

La bacteria se puede cultivar mediante muestras de heces, cuando estas son expulsadas
durante la fase aguda de la infeccidn, ademas es mas comun encontrar en las heces de nifios,
por tanto las personas que entran en contacto con la materia fetal como personas que trabajan
en asistencia sanitaria, asi como el contacto con agua previamente contaminada con los
productos fecales (Parra & Carballo, 1998) (Palomino & Tomé Boschian, 2012) (De Argila &
Boixeda, 2004).

2.2.3.3  Transmision gastro-oral

Se asocia con el vémito y los reflujos gastricos, al igual que el uso de instrumentos
contaminados con desinfeccion inadecuada como los instrumentos usados para realizar
endoscopias. Por tanto, también se la relaciona con la transmision iatrogenica (Parra &
Carballo, 1998) (Palomino & Tomé Boschian, 2012) (De Argila & Boixeda, 2004).

2.2.3.4  Transmision a través del agua

Diferentes estudios han referido que el agua es un reservorio y una fuente de trasmision,
debido a que el microorganismo puede sobrevivir en su forma cocoide, dandole mayor
resistencia en estos ambiente acuaticos que presentan temperaturas bajas entre 4 y 15°C, la
propagacién procede de rios, manantiales, pozos, y se lo puede correlacionar junto al estatus
socioeconémico Y situaciones de hacinamiento (Palomino & Tomé Boschian, 2012) (Parra &
Carballo, 1998) (Morris Brown, 2000)

2.2.35 Transmision zoondtica

En los Gltimos afios también se le asocia esta transmision por el contacto de animales
que son posibles vectores de la bacteria como vacas, ovejas, gatos, moscas, monos, cucarachas;
los que se asocian al falta de sanidad. Sin embargo, los estudios todavia siguen siendo
controversiales, sin embargo se sigue considerando como principal reservorio al hombre
(Palomino & Tomé Boschian, 2012) (Morris Brown, 2000)
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2.2.4 Factores de virulencia de H. pylori

La infeccion por Helicobacter pylori promueve diversas enfermedades gastricas e
intestinales, aunque la mayoria de personas no presentan sintomatologia pero desarrolla
afecciones en las diferentes areas en las que se ubique el microorganismo en la persona
(Ramirez & Quintanilla, 2007) (Amieva & EI-Omar, 2008). Esto se debe a que la patogénesis
se encuentra influenciada por la interaccion que tiene la bacteria con el huésped (ser humano),

factores ambientales y los mismos factores de la bacteria (Torres & Rodriguez, 2008).

Los factores de virulencia que posee la bacteria causa dafios a las células epiteliales,
produccion de citosinas que producen inflamacion y dafio al tejido gastrico, ademas el
microorganismo al colonizar el estomago presenta mecanismos de defensa contra el pH acido

para colocarse en la mucosa gastrica (Torres & Rodriguez, 2008) (Olivares & Gisbert, 2006).

H. pylori posee factores de virulencia que ayudan a la colonizacion del epitelio
superficial, la profundidad de las criptas y el espacio entre las células epiteliales (Amieva & EI-
Omar, 2008) (Olivares & Gisbert, 2006).

224.1 Ureasa

La ureasa es una enzima que contiene dos subunidades, representa aproximadamente el
10% del peso de proteinas de la bacteria, la cual se expresa en todas las cepas de H. pylori
(Alzahrani, 2014). Presenta una actividad enzimatica que hidroliza la urea en amoniaco y
bicarbonato que amortigua las condiciones del pH &acido del estdmago, permitiendo alcanzar la
superficie de la mucosa. La ureasa se regula puesto que un aumento excesivo de la alcalinidad
mataria a la bacteria, y esto se produce mediante el Urel transportador dependiente de pH, que
permite la entrada de urea pero una vez que el pH alcanza el valor de 6-7, se inactiva (Beswick
et al.,, 2006). Ademas la ureasa participa como una adhesina, aunque se encuentra
intracelularmente también existen algunas en la superficie bacteriana, uniéndose al complejo
de histocompatibilidad tipo Il (MCHII) y CD74, la unién a estos complejos producen una
respuesta inmunitaria induciendo la apoptosis la cual se la puede asociar al MCHII y junto con
el CD74 participan en el dafio del epitelio gastrico, se asocia con el desarrollo de gastritis
atrofica cronica, incremento de infecciones virales y la carcinogénesis (Beswick et al.,
2006)(Alzahrani, 2014).
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2242 Adhesina

Son proteinas de membrana externa de la bacteria, cuya funcién es importante para la
virulencia de la misma, la adhesion se debe a un tropismo tisular de H. pylori con la superficie
y espacios intercelulares del epitelio gastrico, el mecanismo de esta unidn produce respuesta
inflamatoria en la mucosa, secrecion de toxinas bacterianas, cambios en el citoesqueleto
permitiendo que la bacteria se internalice en las células epiteliales y otras se queden en la
mucosa gastrica, ademas la adhesion le confiere proteccion a la bacteria contra el pH estomacal,
movimientos peristalticos o vaciado gastrico (White, Winter, & Robinson, 2015)(Amieva &
El-Omar, 2008).

Las adhesinas que presenta H. pylori se han relacionado con el dafio epitelial como la

presencia de patologias gastricas, las mas estudiadas son las siguientes:
2.2.4.2.1 HpaA (Helicobacter pylori adhesin A)

Es una adhesina, unién de glucoconjugados a &cido sialico (N-acetil-neuraminil-lactosa)
de la superficie de las células epiteliales gastricas y neutréfilos, codificado por el gen hpaA 'y
es esencial para la colonizacion de la mucosa gastrica. Produce una respuesta inflamatoria y

proliferacion de linfocitos T y B (Barragan, Gutierrez, & Castiblanco, 2015)

2.2.4.2.2 BabA (blood antigen binding adhesion)

Es una proteina que se une al antigeno Lewis fucosilado B de la mucosa géstrica.
Expresa el gen babA, las cepas con este gen ocasionan dafios clinicos como atrofia gastrica,
Ulceras y cancer (Amieva & EI-Omar, 2008), debido a la expresion del sistema de secrecion
tipo IV (T4SS), induce el dafio estructural del epitelio gastrico, ademas presenta algunos efectos
en la adhesion de H. pylori, promueve la inflamacién debido al aumento de infiltracion
granulocitica y expresion de IL-8 (White et al., 2015) (Hagymasi & Tulassay, 2014).

2.2.4.2.3 SabA (sialic acid binding adhesion)

Es una proteina codificada por el gen sabA, se une al &cido sialico de las células gastricas
como al antigeno Lewis-X (Amieva & EI-Omar, 2008). Esta molécula induce el sistema
oxidativo de las células junto con la respuesta inmune para penetrar en la células; contribuye a
la inflamacion crénica y las cepas productoras de esta proteina se asocia a alto riesgo de cancer
gastrico (White et al., 2015) (Hagymasi & Tulassay, 2014).
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2.2.4.2.4 AlpAy AlpB (adherence asociated lipoprotein)
Proteinas de adhesion codificadas por los genes alpA y alpB, se expresan Unicamente
en Helicobacter pylori, por lo cual son proteinas que determinan el tropismo de la bacteria con

el epitelio gastrico. (Hagymasi & Tulassay, 2014)

2.2.4.25 OipA (Proteina inflamatoria externa A)

Es una proteina de superficie se expresa por el gen oipA, considerada como una
adhesina de fase variable que presenta varias funciones entre ellas es la produccion de IL-8,
IL-6 por las células epiteliales ademéas de ayudar en la via de sefializacion de las isla de
patogenicidad cagPAI con la expresion del sistema de secrecion tipo IV aumentando la
inflamacion. Y se la asocia con el riesgo de Ulcera péptica y cancer gastrico (White et al.,
2015)(Hagymasi & Tulassay, 2014).

2243 Porinas

En Helicobacter pylori se las clasifica como Hop (Helicobacter outer membrane porins), se
expresan en forma reducida, algunos estudios sugieren que pertenecen mas a las proteinas de

membrana externa (Hagymasi & Tulassay, 2014). Entre las mas estudiadas tenemos:

P HopE: Son canales prolongados, mediante difusion simple permiten el paso no selectivo
de sustancias hidrofilicas.

» HopZ: Produce el gen hopZ, se ubica en la superficie bacteriana, y se encuentra
regulado por el cambio de pH y por el contacto con las células epiteliales gastricas

» HopQ: Expresada por el gen hopQ, tiene un peso de 70kDa, se ubica en la superficie de

H. pylori modulando su adhesion (Hagymasi & Tulassay, 2014)

2.2.4.4  VacA (vacuolating citotoxin)

Es una citotoxina de 87 kDa presenta dos subunidades A y B que pesan respectivamente
33y55kDa, las cuales contribuyen conjuntamente en la vacuolizacion de las células epiteliales,
considerado como un mecanismo de entrada por su union con la esfingomielina aunque su
mecanismo aun sigue en estudios (Yahaghi et al., 2014). Esta codificada por el gen vacA en
las cepas de H. pylori tiene una expresion variable porque se presenta en un 60% de las cepas.

Son polimérficos con dos regiones y dos variantes alélicas: sefial (s1/s2), intermedio
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(i1/i2), medio (m1/m2) (Alzahrani, 2014) (Gonzélez & Rodriguez, 2011). La presencia de sl
se liga a la actividad citotoxica in vitro de la bacteria y se le asocia a la presencia del gen cagA,
en contraste las cepas s2 que se expresan en poco cantidad y producen una vacuolizacion leve
(Gonzalez & Rodriguez, 2011). En cambio, cuando en las cepas existe la combinacion de las
variantes alélicas las funciones que producen en el epitelio gastrico son mas o menos agresivas,
como el genotipo con s1/m1/il que produce mas toxina vacuolizante y se relaciona con la
presencia de Ulcera péptica y cancer gastrico, en cambio las cepas con el genotipo s2/m2/i2 en
la mucosa gastrica no presenta cambios inflamatorios agudos (Olivares & Gisbert,
2006)(Suarez, Reyes, & Herreros, 2011) (Gonzalez & Rodriguez, 2011)

2.245  CagA (cytotoxin-associated gene A)

La isla de patogenicidad cag de H. pylori (cag PAI) es un conjunto de genes que
codifican para un sistema de secrecion tipo IV (T4SS), ademds no se expresan
constitutivamente hacia el interior de las células epiteliales y no existen homdlogos del mismo
en otras especies de Helicobacter (Alzahrani, 2014). EI CagA (gen A asociado a la citotoxina)
es una proteina que interactia con la tirosin-fosfatasa (SHP-2), codificado por el gen cagA,
activandose diversas cascadas de sefializacion, produciendo diversos factores proinflamatorios
como IL-8 que provoca dafio epitelial, cambios en el citoesqueleto debido a la elongacion y
proliferacion celular, otro efecto es la perdida de polaridad celular, asociandole al desarrollo de
cancer gastrico, siendo un factor importante de riesgo (Nicole et al., 2009) (Gonzélez &
Rodriguez, 2011).

2.2.4.6  LPS (lipopolisacarido)

Esta conformado por el Polisacarido O (antigeno O) en el que se destaca la expresion
de los antigenos de Lewis que incluyen Lewis B, Lewis Xy Lewis Y; el oligosacarido central
y el lipido A (endotoxina A) que al interactuar la bacteria con el huésped su respuesta inmune
disminuye (Barragan et al., 2015). Esta respuesta inmunoldgica baja logra que la infeccion por
H. pylori persista por mas tiempo en relacion a infecciones mas agresivas (Olivares & Gisbert,
2006).

El lipopolisacarido de H. pylori le otorga mimetismo a la bacteria, evade la respuesta

inmune durante infecciones de largo plazo como también participa en la colonizacion y
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adhesion de la misma al huésped (Barragan et al., 2015). Por tanto, el LPS de H. pylori permite
la unién con la membrana basal del epitelio géstrico, afectando la integridad de la mucosa
gastrica debido a que disminuye la actividad del pepsindgeno 1, es asi que la pepsina por su alta
capacidad mucolitica/proteolitica produce las ulceras pépticas (Olivares & Gisbert, 2006)
(Solnick & Schauer, 2001).

2.2.4.7  Flagelos

Helicobacter pylori presenta de 4 a 8 flagelos polares, recubiertos por una vaina de
lipoproteinas que los protege del medio &cido del estomago (Ramirez Ramos & Sanchez
Sanchez, 2008). El flagelo contiene dos proteinas llamadas flagelinas FlaA y FlaB. Las cuales
le facilitan la motilidad de la bacteria para la colonizacion a través de la mucosa gastrica y poder
protegerse del &cido gastrico (Olivares & Gisbert, 2006). La eliminacion o mutacion de estas
flagelinas (FlaA / FlaB) da lugar a bacterias no moviles con incapacidad de colonizar la cavidad
estomacal (Torres & Rodriguez, 2008) (Olivares & Gisbert, 2006).

2.2.5 Aspectos clinicos

Helicobacter pylori es una bacteria patdgena que coloniza el estbmago causando
patologias tales como gastritis, Ulceras pépticas, adenocarcinoma géstrico (Henao et al., 2009).
Esto se puede evidenciar cuando la bacteria causa dafio al epitelio gastrico o proceso de
inflamacion cronica que se vuelve irreversible dafiando la mucosa gastrica (Suarez, Reyes, &
Herreros, 2011).

Cuando la infeccidn se encuentra avanzada empiezan a presentar dafios a nivel gastrico
y aparece la sintomatologia gastricas como distencién abdominal, meteorismo, nduseas, vémito
entre otros (Ramirez & Quintanilla, 2007). Si el microorganismo no se erradica adecuadamente,
la respuesta inicial aguda se vuelve severa que sigue lesionando el epitelio gastrico provocando

un proceso crénico (Suarez et al., 2011).

2.2.5.1  Gastritis cronica
Es una inflamacidn crénica de la mucosa gastrica donde se genera atrofia leve, grave e

incluso puede desarrollar adenocarcinoma (Suérez et al., 2011).

La infeccion causada por Helicobacter pylori presenta dos fases: aguda y cronica.
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Fase aguda; Se caracteriza por presentar una alta proliferacion bacteriana como alta
inflamacién del epitelio y mucosa gastrica, la sintomatologia se vuelve inespecifica, se
desarrolla la hipoclorhidria. Por otro lado, la respuesta inmune empieza a producirse después
de semanas iniciada la infeccion y la presencia de la bacteria en las heces es alta (Harris, Godoy,
& Guiraldes, 2001).

Fase cronica: Se caracteriza por una disminucion de la inflamacién del epitelio hasta
volverse una gastritis superficial cronica difusa, la respuesta inmune se vuelve ineficaz para
combatir la bacteria, la persona infectada se vuelve asintomatica y puede permanecer asi por
varios afios (Gamez Escalona, Mulet Pérez, Miranda Moles, & Mulet Gdmez, 2007). En algunos
casos ciertos pacientes pueden desarrollar complicaciones como ulceras pépticas y
adenocarcinoma. Sin embargo la bacteria en la gastritis crénica tiende a ubicarse la lesion del
epitelio comdnmente en al antro (Harris et al., 2001) (Suérez et al., 2011). Finalmente la

relacién de la gastritis con la presencia de H. pylori es de un 100% (Naranjo et al., 2012).

2.25.2  Ulcera péptica

Es una lesion en la mucosa que recubre el tubo digestivo localizada en el estomago o la
primera porcion del duodeno. Actualmente se le asocia a la presencia de Helicobacter pylori o
el consumo de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (Moreira & Lopez,
2004) (Suérez et al., 2011).

Ulcera gastrica: Lesiones en el epitelio en el area prepildrica o se asocian a las Glceras

duodenales, la secrecidn del acido tiende a ser normal o baja, se presentan alteraciones en el
esfinter pildrico lo que aumenta el reflujo gastrico duodenal en algunos pacientes (Naranjo et
al., 2012)

Ulcera duodenal: Presencia de ulceraciones en el duodeno, existe una alteracién en la

secrecion del acido la cual se incrementa al igual que el vaciamiento gastrico. Se encuentra
asociada principalmente a la presencia de H. pylori en la mucosa antral, su sintomatologia es

inespecifica (Naranjo et al., 2012) (Suarez et al., 2011).

El dafio que cause la Ulcera a nivel del estbmago o duodeno depende de la cepa y
virulencia; ademas sino se trata adecuadamente, causa complicaciones como hemorragias
digestivas, dispepsias entre otras; por tanto, esta patologia disminuye cuando se erradica la
bacteria (Harris et al., 2001) (Naranjo et al., 2012)
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2.2.5.3 Linfoma de Tejido Linfatico Asociado a Mucosas (MALT)

Histoldgicamente son linfomas no Hodking que se localizan en la mucosa del tracto
digestivo, se asocia generalmente a la presencia de infeccion por H. pylori estimulada por la
presencia de las cepas de gen CagA que activa a los linfocitos B al unirse a la tirocin-sinasa
provocando el desarrollo del tejido linfoideo formando acimulos de linfocitos B (Suérez et al.,
2011) (Harris et al., 2001).

Existe una relacion entre los pacientes con gastritis cronica con H. pylori y el linfoma
tipo MALT, dado que existe una regresion en un 75% después de la erradicacion del
microorganismo para formar estos linfomas (Suarez et al., 2011) (Harris et al., 2001) (Naranjo
etal., 2012).

2.2.5.4  Céncer géstrico

Una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial es el cancer gastrico, y las
personas infectas con H. pylori presentan mayor riesgo de desarrollarlo. La asociacion entre la
gastritis crénica y el adenocarcinoma gastrico se evidencia desde las ultimas décadas. La
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional para Investigacion en Cancer
(IARC) declararon a Helicobacter pylori como una bacteria carcindgena tipo I; sin embargo,
no todas las afecciones donde el microorganismo esta presente desarrollan cancer ya que se
deben considerar el gen de la cepa bacteriana como la susceptibilidad del paciente y la

incidencia de cancer gastrico en el pais(Suarez et al., 2011) (Harris et al., 2001).

El desarrollo de esta patologia presenta cambios secuenciales de la mucosa gastrica
iniciando desde una gastritis aguda que progresa a gastritis cronica multifocal atréfica con
hipoclorhidria, presencia de metaplasia y displasia intestinal hasta la formacién del cancer, y
no solo se ubica en la region antral del estomago sino que es de variante intestinal (Naranjo et
al., 2012) (Suéarez et al., 2011).

Aunque se realice la erradicacion del microorganismo si el paciente presenta
predisposicion puede producirse el cancer debido a que existe una progresion de lesiones pre-
cancerosas, que inicialmente no pueden ser identificadas a nivel endoscopico (Naranjo et al.,
2012).

Existen dos tipos de adenocarcinoma gastrico:
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Adenocarcinoma tipo Intestinal: Es el mas frecuente, puede iniciar en la infancia y el

periodo de latencia es largo lo cual impide su diagndstico temprano y clinicamente se lo puede
detectar en la etapa adulta. Presenta varios eventos secuenciales desde una gastritis cronica
activa, a una gastritis atréfica multifocal. Presente de una metaplasia intestinal, displasia y

carcinoma invasivo (Ramos & Sanchez, 2008)

Adenocarcinoma tipo difuso: puede ser por infeccion con Helicobacter pylori. Se

caracteriza porque no presente una lesion pre-cancerosa no definida (Ramos & Sanchez, 2008)

2.2.6 Diagnostico de H. pylori

La prevalencia de la infeccidn por Helicobacter pylori ha aumentado mundialmente y
varia segun la edad, raza, zona geografica, estado socioecondémico, y desde sus primeros
hallazgos a partir de biopsias géstricas se ha desarrollado varios métodos para la deteccion de
la bacteria (J. I. Moncayo et al., 2006) (Patel et al., 2014).

El diagnostico para la infeccion de H. pylori ha desarrollado diversos métodos, segun la
técnica usada se clasifican en invasivas o directas y no invasivas o indirectas (Martin, Argila,
& Boixeda, 2001). Todas las pruebas presentan ventajas y desventajas en su uso e identificacion
del microorganismo, sin embargo no se puede considerar a una sola como el estandar de oro
(Patel et al., 2014). No obstante, la combinacion de méas de una prueba suelen dar un
diagnostico mas satisfactorio, siendo asi el uso de las pruebas invasivas para propdésitos clinicos

y las no invasivas para fines epidemiologicos (Gonzalez F, Serrano H, & Harris D, 2007).

A pesar de las altas tasas de prevalencias, el diagnostico en los nifios es mas dificil en
relacién al adulto; de este modo, en un consenso segin el método RAND/UCLA, establecieron
que la endoscopia eséfago-gastroduodenal (EGD) no es conveniente para todos los nifios con
dispepsia, sélo estaria indicada en los casos con antecedentes familiares de Glcera péptica y/o
la infeccidon por Helicobacter pylori (Molano, Pifieros, & Lopez, 2008) (Alonso, Ruiz, &
Riveros, 2014), en nifios mayores de 10 afios, con sintomas que persisten por mas de 6 meses y
lo suficientemente severos como para afectar las actividades de la vida diaria (Gilger, 2005).

En caso de sospecha de presencia del Helicobacter pylori, el diagnostico puede hacerse
a través de métodos no invasivos indoloros y de facil uso para la poblacion pediétrica,
obteniendo rendimientos similares (Kodaira, Escobar, & Grisi, 2002) (Gonzalez F et al., 2007).

En cambio, las Guias de la Sociedad Americana de Endoscopia Digestiva (ASGE), el
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Grupo Europeo para el estudio del Helicobacter pylori (EHSG) y la Asociacion Americana de
Gastroenterologia (AGA) recomiendan que la endoscopia deberia ser reservada para pacientes
con signos de dispepsia, individuos positivos a Helicobacter pylori que fallé el tratamiento,
pacientes mayores de 45 afios y en menores de 45 afios con sintomas gastricos frecuentes y
fuertes (Uehara et al., 2007)

2.26.1 Técnicas invasivas

2.2.6.1.1 Prueba rapida de la ureasa

Helicobacter pylori se caracteriza por producir ureasa la cual hidroliza la urea en
dioxido de carbono (CO2) y amoniaco (NHs) (J. Moncayo et al., 2011). La deteccion de la
enzima se la realiza mediante una prueba cualitativa que va a detectar la enzima ureasa mediante
una biopsia gastrica donde la liberacion de amoniaco cambia de pH y se lo detecta por el cambio
de color (Patel et al., 2014)

Los primeros kits que utilizaron CLO test de Kimberly-Clark y Pylori tek de Serim
(Kimberly-Clark, 2006)(Serim, 2012) se basan en realizar mediante una tira de reactivo
verificar el cambio de color debido a que la biopsia géastrica tiene actividad de la enzima ureasa
por lo que hidroliza urea para forma iones y aumentar el pH produciendo el cambio de color.

Estos tests tienen una sensibilidad y especificidad superior al 90% y los resultados se
obtiene mayor a las 24 horas y dependen de densidad bacteriana (Patel et al., 2014) (Bermudez,
Torres, & Rodriguez, 2008).

Hoy en dia existen otros Kits comerciales como la prueba de ureasa 0 RUT gue usa como
indicador un pH quimioluminiscente para obtener un resultado inmediato incluso se la puede
realizar por via endoscopica usando pH biosensor que da el resultado en un minuto con una
sensibilidad de 92% y especificidad del 95% (Patel et al., 2014). La especificidad alta se debe
a que las bacterias diferentes a H. pylori son escasas o nulas en la parte gastrica, ademas es
rapido de bajo costo y se usa facilmente en pacientes que se someten a endoscopias; en cambio

la sensibilidad es menor por el consumo de antibidticos (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008)

2.2.6.1.2 Histologia
La bacteria fue detectada por primera vez mediante cortes histoldgicos los cual permiten
observar su presencia y la reaccion inflamatoria del tejido, la lectura de estos corte se realiza

mediante el uso de tinciones como Giemsa la mas comun, debido a que es facil de realizar,
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econOmica; otras tinciones como hematoxilina-eosina, de Warthin-Starry con nitrato de
plata(Bermldez, Torres, & Rodriguez, 2008) estas ultimas ayudan a evaluar el nivel de

inflamacidn junto con la colonizacion de la bacteria (Patel et al., 2014).

La finalidad del analisis histoldgico es determinar el nivel del dafio del tejido y observar
la presencia del microorganismo H. pylori. La sensibilidad y especificidad de la técnica es del
90% y 95% respectivamente, los resultados se obtienen a partir del 3 dia. Sin embargo en la
deteccion de la bacteria este método presenta algunas desventaja para su sensibilidad que son:
la densidad, distribuciéon no uniforme en el tejido gastrico del microorganismo, el nimero y
tamanio de la biopsia, tincién que se emplee como la experiencia del analista (Bermudez, Torres,
& Rodriguez, 2008).

Otros métodos complementarios para detectar H. pylori a partir del tejido son la
inmunohistoquimica y técnica de FISH (fluorescent in situ hybridization), esta ultima presenta
un 98 % de sensibilidad y 100 % de especificidad, el tiempo de respuesta para detectar al
microorganismo es aproximadamente 3 horas mayor al método histoldgico convencional,
aunque lo complicado son los costos y el uso de microscopios de fluorescencia,
oligonucledtidos fluorescentes especificos que identifican los genes pertenecientes al 16S
RNAry 23S RNAr (Patel et al., 2014) (BermUdez, Torres, & Rodriguez, 2008).

2.2.6.1.3 Cultivo

Helicobacter pylori se puede aislar mediante el cultivo microbiol6gico, una técnica del
100% de especificidad, pero depende del medio que se utilice para su aislamiento (Majalca-
Martinez et al.,, 2001). Los medios que tiene mejor resultados en el aislamiento del
microorganismo son el Agar Casman, agar Columbia y agar Brucella, los cuales debe estar
suplementado con 7% al 10% de sangre de caballo, cordero junto con antibi6ticos
(vancomicina, anfotericina B o polimixina B, trimetoprim, cefsulodina), la conservacion de
estos medios debe ser a 4°C no por mas de 20 dias (Majalca-Martinez et al., 2001). La bacteria
debe ser cultivada en ambiente microaerdfilo de 5% -10% de CO2, 80% -90% de N2 y 5% -10%
de O, temperatura de 37°C de 5-10djias, aunque otros autores recomiendan que la incubacion
sea hasta 15 dias (Majalca-Martinez et al., 2001) (Bayona, 2013). A nivel del laboratorio el
medio mas usado es el agar Columbia con 7% de sangre de cordero desfibrinada y suplemento

DENT (vancomicina, anfotericina B, trimetoprim, cefsulodina) para obtener cepas de
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Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas, con una especificidad alta (Bayona, 2013)
(Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).

La identificacion de la bacteria se lo realiza mediante la morfologia de la colonia que
son colonias pequenas, transldcidas, brillantes de aproximadamente 1mm de diametro, tincion
Gram para observar bacilos gram-negativos espiralados, ademas da positivo para ureasa,
catalasa, oxidasa, incluso se la identifica porque es sensible a cefalotina y resistente al acido
nalidixico (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008) (Majalca-Martinez et al., 2001).

La sensibilidad de esta técnica se encuentra afectada por las condiciones que se deben
considerar para el crecimiento del microorganismo, por tanto se bebe tomar en cuenta el
transporte, almacenamiento de la muestra, medio de cultivo y la condiciones para incubar.
Incluso se debe considerar la cantidad de biopsias que debe ser de 2 a 5 muestras por la
distribucion no uniforme del microorganismo en el tejido gastrico y la experiencia del analista
(Bayona, 2013) (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008). Siendo asi que la sensibilidad de esta
técnica es de aproximadamente del 77% al 94% considerando que la recuperacion del
microorganismo es a partir del 30% al 70% de biopsias altamente infectadas (Majalca-Martinez
etal., 2001) (Henao et al., 2009).

La finalidad del cultivo microbioldgico es la identificacion del microorganismo y la
determinacion de la susceptibilidad a los antibidticos utilizados en el tratamiento de H. pylori,
y a través de esta técnica se puede obtener cepas puras las cuales pueden ser usadas para otros
procedimientos como la obtencion de antigenos especificos o en métodos moleculares
(Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).

2.2.6.1.4 Técnicas moleculares

La reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) permite detectar el &cido
desoxirribonucleico (ADN) de H. pylori y la caracterizacion de genes y mutaciones especificas
asociadas a la resistencia a antibioticos a partir de biopsias gastricas, de cepas aisladas en

concentraciones minimas (Patel et al., 2014).

Los genes utilizados para detectar H. pylori son gen ureA, gen gimM o ureC, genes que
codifican 16S RNAr, 23S RNAr y Hsp60. Otros genes patdgenos como cagA, vacA. El gen
glmM ha sido empleado para la deteccion de H. pylori con una alta sensibilidad y especificidad
(Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008)
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Sin embargo la mayoria de métodos basados en PCR tiene una sensibilidad del 100%,
se puede realizar su andlisis a través de diversas muestras como directo de la biopsia géstrica,
material incrustado en parafina como también de cepas aisladas. No obstante la extraccion de
ADN vy la sensibilidad del método se pueden alterar debido a la distribucion desigual del
microrganismo en el tejido (alta, minima o nula colonizacion), presencia de lipidos u otros
componentes que inhiben la reaccion de PCR que puede dar falsos negativos (Patel et al., 2014)
(Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).

A pesar de lo anterior mencionado la sensibilidad y especificidad de la técnica molecular
sigue siendo alta y hay diferentes como por ejemplo PCR convencional, PCR-RFLP, PCR en
tiempo real entre otros; dependiendo de la técnica que se use tiene ventaja al cuantificar y
detectar H. pylori, ya que lo pueden detectar en ambas formas morfolégicas como también
permiten analizar las mutaciones como respuesta a la resistencia de antimicrobianos detectando
los fallos terapéuticos, se la puede utilizar para identificar la diversidad genética (Bermudez,
Torres, & Rodriguez, 2008) (Patel et al., 2014).

2.2.6.2 Técnicas no invasivas

2.2.6.2.1 Prueba del aliento

La prueba del aliento se basa también en la actividad de la ureasa de H. pylori, pero en
este caso con urea marcada. Como resultado de la ingestion de una suspension de urea marcada
con CBo C¥, ocurre la hidrdlisis de la urea y se forma anhidrido carbdnico que se absorbe en
los tejidos, se difunde a la sangre, es transportado a los pulmones y de alli es exhalado a través
del aliento. La cantidad de CO2 marcado que se exhala esta en relacion directa con la intensidad
de la hidrolisis de la ureasa del microorganismo y, por tanto, con la presencia de H. pylori (Patel
etal., 2014). La prueba del aliento es un método cualitativo que, a diferencia de la prueba de la
ureasa rapida, estudia toda la superficie del estdbmago, son muy altas su sensibilidad y
especificidad, tanto en pacientes que no han sido tratados previamente, como en aquellos que
si han recibido un tratamiento erradicador. También es considerada la mas fidedigna de las
técnicas no invasivas en contraste con otros métodos indirectos, como la serologia, cuando su

resultado es positivo indica infeccion actual (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).
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2.2.6.2.2 Serologia

Las pruebas seroldgicas para el diagnéstico de la infeccion por H. pylori se basan en la
deteccion de anticuerpos séricos de clases 1gG o IgA contra antigenos especificos de este
microorganismo. Las técnicas mas empleadas para la deteccion de anticuerpos son: ensayo
inmunoenzimatico de enzima ligada (ELISA), aglutinacion en latex, inmunoensayos sobre
papel de nitrocelulosa (immunoblotting) e inmunocromatografias (ICM) (Bermudez, Torres, &
Rodriguez, 2008) (Patel et al., 2014).

La técnica mas empleada, es el ELISA estdndar y sus variantes. Son muchos los juegos
comerciales basados en esta técnica, gran parte de los cuales contienen mezclas de antigenos
especificos de H. pylori, con lo cual se ha disminuido la reactividad inespecifica, y por tanto se
ha aumentado la especificidad de los ensayos hasta un 98% (Bermudez, Torres, & Rodriguez,
2008).

Los inmunoensayos sobre papel de nitrocelulosa (immunoblotting), como el Western
Blot, son muy Utiles para evaluar la respuesta inmune contra antigenos especificos, como VacA
y CagA, lo que permite establecer relaciones entre el desarrollo de patologias mas severas y la

presencia de determinados antigenos de H. pylori (Patel et al., 2014).

La limitaciéon principal de la serologia es su incapacidad para distinguir entre la
infeccion activa y una infeccion previa con H. pylori, ya que los niveles de anticuerpos persisten
alrededor de 6 meses en sangre y esto puede determinar la obtencion de falsos positivos. Por
otra parte, dada la heterogeneidad de las cepas que circulan en las diferentes zonas geograficas
y las variaciones en las preparaciones antigénicas de los diferentes juegos seroldgicos
comerciales, es necesario validar cada juego comercial en la poblacion particular donde se

pretenda hacer extensivo su empleo (Bermuadez, Torres, & Rodriguez, 2008)

2.2.6.2.3 Deteccion de antigenos en heces fecales

La deteccion de antigenos de H. pylori en heces fecales, mediante técnicas
inmunoenzimaticas, se ha empleado para el diagndstico inicial de la bacteria y para confirmar
la erradicacion de la misma después del tratamiento (Javier Gisbert, Del Mar Cabrera, &

Pajares, 2002). La primera prueba comercial desarrollada fue Premier Platinum HpSATM
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(Meridian Diagnostics), que constaba de una mezcla de anticuerpos policlonales para el
reconocimiento de los antigenos y aunque su sensibilidad era buena, la especificidad no era
suficiente (Patel et al., 2014). Estas pruebas han sido sustituidas por otros que contienen
anticuerpos monoclonales, los cuales muestran una muy buena especificidad. Esta técnica tiene
la ventaja de ser totalmente no invasiva y por tanto muy util para el diagnostico de la infeccion
en pacientes de cualquier edad, sobretodo en nifios (Javier Gisbert et al., 2002) (Patel et al.,
2014).

Las pruebas comerciales basadas en la deteccion de antigenos en heces fecales se ven
afectados por varios elementos, entre los que se destacan: la excrecion de los antigenos muy
diluidos o degradados, cuando hay problemas de diarreas u obstrucciones intestinales,
respectivamente; lo que compromete la sensibilidad de estas pruebas. Otro aspecto que limita

su uso extensivo, son sus altos precios (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).
2.2.7 Tratamiento

En una infeccion cronica con H. pylori, la bacteria no puede ser eliminada por el sistema
inmune del hospedero, por lo que, para erradicar la infeccion, se requiere del uso de antibidticos;
desafortunadamente no existe un tratamiento ideal y la eleccion del mismo debe hacerse con
base en lo patrones de susceptibilidad locales. El tratamiento para la infeccion por H. pylori
debe aplicarse después del diagndstico clinico (Alvarez et al., 2009).

La eficacia en la erradicacion de la infeccion depende de diversos factores, como la
susceptibilidad de las cepas a los antibioticos que se utilizan, la duracién y cumplimiento del
tratamiento por los pacientes, incluso se consideran las caracteristicas de las lesiones gastricas
(Pajares Garcia et al., 2007).

En la actualidad, las recomendaciones de la terapia antibiotica para la infeccion por H.
pylori se basa en diversos aspectos como la duracién del tratamiento y las patologias
gastroduodenales presentes. De esta manera, algunas guias como Consenso de Maastricht
recomiendan la combinacion de tres farmacos (un inhibidor de la bomba de protones y dos
antibidticos). Este esquema terapéutico consigue una erradicacion de 70 al 90%, de acuerdo a

como se realicen las combinaciones de los antibidticos, entre los mas usados se encuentran
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amoxicilina (AMX), tetraciclina (TC), metronidazol (MTZ) y claritromicina (CLA) (Otero
Regino et al., 2009).

La asociacion de los antibi6ticos usados en la triple terapia son la amoxicilina y
claritromicina o el metronidazol y la claritromicina junto con un inhibidor de la bomba de
protones. Sin embargo, cuando fracasa el tratamiento de primera linea se emplea tratamientos
de rescate asociando otra combinacidn antibiotica de tetraciclina y metronidazol, logrando una
eficacia aproximada del 80% (Pajares Garcia et al., 2007).

Como se ha comentado anteriormente, la eficacia actual de la triple terapia estandar ha
ido disminuyendo, debido a que la resistencia a los antibidticos utilizados ha aumentado dando

como resultado el fracaso terapéutico (Otero Regino et al., 2009).
2.2.8 Resistencia a los antibidticos

La finalidad de los antibioticos desde su descubrimiento es proteger al organismo de
otros patégenos que causan diversas enfermedades infecciosas, entre estos microorganismos
encontramos virus, parasitos, hongos y bacterias. Cada uno de estos microorganismos presenta
mecanismo de defensa y han cambiado su genética para poder resistir y adaptarse a los cambios
ambientales como a la respuesta del hospedero, desarrollado cepas resistentes como respuesta

a un fenémeno evolutivo (Cabrera, Gomez, & Zufiiga, 2007)(Gracia, 2001)

Las causas de estas resistencias se originan en un control inadecuado de la
administracion de los mismos, por incumplimiento del tratamiento, que ocasiona que las
infecciones se prolonguen sin presentar el efecto deseado, en ocasiones puede desencadenar en

algo cronico o muerte (OMS, 2015)

Helicobacter pylori, ha desarrollado resistencia a los antibidticos que se usan en su
tratamiento como a penicilinas, macrolidos, tetraciclinas, quinolonas y cada una de las tasas de

resistencia son variables (Pajares Garcia et al., 2007).

Metronidazol, presenta una prevalencia de resistencia muy amplia, es asi en Europa
presentan una resistencia mayor a 68% y en América Latina tiene un rango del 12.5% al 95%.
Otro antibiotico de uso comun en la erradicacion de H. pylori es la claritromicina que en

América Latina presenta un rango de resistencia del 0% al 60% en cambio en Europa va desde
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el 3% al 25%. Otros antibidticos como la amoxicilina y tetraciclina tiene una prevalencia de
resistencia muy baja (Pajares Garcia et al., 2007).

La claritromicina tiene mayor relevancia y eficacia para la erradicacion de H. pylori
que el metronidazol, sin embargo si ambos antibioticos se usan en la terapia contra H. pylori y
presentan la resistencia se produce un fallo erradicador mayor al 90%, por lo tanto cuando se
emplea por primera vez el esquema terapéutico es mejor no asociar ambos antibidticos (Pajares
Garcia et al., 2007).

2.2.9 Resistencia a la claritromicina en Helicobacter pylori

Los macrélidos son compuestos que presentan un anillo lactonico que varia desde 8 a
62 atomos, a este grupo pertenecen varios antimicrobianos, sin embargo cuando se trata de
antibidticos el anillo tiene un tamafio de 14, 15 y 16 atomos que estan unidos por enlaces
glucosidicos a diversos desoxiazucares aminados (Cobos-Trigueros, Ateka, Pitart, & Vila,
2009).

Los antibioticos de esta familia presentan mecanismos de resistencia adquirida como es
el cambio estructural del lugar de unién del ribosoma con el macrdélido, presencia de enzimas
inactivantes (Cobos-Trigueros, Ateka, Pitart, & Vila, 2009).

La claritromicina, macrélido de 14 carbonos en el anillo lactonico, es el farmaco de
primera eleccion para la erradicacion de H. pylori, ademas es el mas estable en medio acido
como el del estbmago, su vida media es mas larga que los otros macrolidos por lo que su
penetracién en el tejido gastrico es mayor (Farifia et al., 2007). Sin embargo, su efecto puede
ser bactericida o bacteriostatico dependiendo directamente de la concentracién y proliferacion
del microorganismo como de la susceptibilidad a los antibioticos que presenten las cepas
tratadas (Klesiewicz et al., 2014).

Una de las causas de la resistencia a la claritromicina se debe a que existe un consumo
previo de macrdlidos en otras infecciones como respiratorias o de piel, induciendo a
resistencias cruzadas, por la presencia de mutaciones puntuales en el gen 23S RNAr (Henao et
al., 2009) (Pajares Garcia et al., 2007)
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2.2.9.1  Mutaciones puntuales en el 23S RNAr

La resistencia a la claritromicina en Helicobacter pylori se debe a mutaciones
postranscripcionles 0 mutacion puntual situada en el dominio V peptidiltransferasa del 23S
RNAr (gen rrn) de la subunidad ribosomal 50S (Tanih & Ndip, 2013) (Klesiewicz et al., 2014)
(Cobos-Trigueros, Ateka, Pitart, & Vila, 2009), la union del macrélido al ribosoma se encuentra
afectado por modificacion del sitio activo porque impide las translocacion del aminoacil-RNA,
factor de elongacion EF-Tu, GTP del sitio A al P del ribosoma, interfiriendo con la etapa de
elongacion de la sintesis proteica y una disminucion en la fijacion, es decir que afecta la union
pero no la sintesis de proteinas (Mégraud & Corti, 2009), ademas las mutaciones que se presenta
son espontaneas, indica que se da una sustitucion de adenina por citosina o guanina en la
posicidn 2142 (A2142C, A2142G), o adenina por guanina en la posicion 2143 (A2143G); otras
sustituciones son A2115G, G2141A, T2182C (Castro & Vargas, 2009) (Picoli et al., 2014)
(Mégraud & Corti, 2009) T2243C, C2245T, G2244A, A2146G, A2147G, A2115G, T2289C
son menos frecuentes (Nishizawa & Suzuki, 2014)(Wu et al., 2014)(Gonzélez C et al., 2001)

Helicobacter pylori tiene dos copias del RNAr, las cepas resistentes pueden presentar
heterogeneidad del 23S RNAr o la presencia de un 23S RNAr mutado junto a un tipo silvestre,
ambos puntos de mutacion en el dominio V del 23S RNAr confieren un fenotipo bacteriano de

resistencia a la claritromicina (Versalovic et al., 1996) (Nishizawa & Suzuki, 2014)

2.2.10 Deteccion de la resistencia a la claritromicina
2.2.10.1 Prueba Epsilon (E-test)

Es un método que evalua la susceptibilidad antimicrobiana, se basa en usar una tirilla
plastica impermeable que presentan impregnacién de gradiente logaritmico del antibiotico a
evaluar y en un lado de la tirilla presenta una escala de lectura que corresponden a 15 diluciones
dobles que corresponde a concentracion minima inhibitoria clinicamente importantes
(Jaramillo, 1998)

A nivel del area clinica es importante determinar la sensibilidad de los antibidticos a
través de pruebas de susceptibilidad en cultivo microbiologico como dilucion de agar (DA),
tirilla de gradiente (E-test), o difusién en disco, del cual segtn el Clinical Laboratory Standards

Institute (CLSI) el método de referencia es la dilucidn en agar. Sin embargo, debido a que su
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procesamiento es muy largo y complejo no se aplica a la rutina del area de microbiologia (Avila
et al., 2009). Estudios han demostrado que la prueba épsilon o tirilla de gradiente (E-test), tiene
una sensibilidad del 99% vy especificidad del 98% para pruebas de susceptibilidad con los
antibidticos que se usan en el esquema de erradicacion, ademas esta técnica en comparacion
con la de dilucién en agar permite obtener lecturas directas de concentraciones minimas
inhibitorias sin realizar varios indculos y diluciones, siendo una técnica que se puede realizar

facilmente en el laboratorio de rutina (Arévalo et al., 2008).

La aplicacion e interpretacion de la técnica de gradiente para detectar la susceptibilidad
a la claritromicina se basa en los puntos de cortes que constan en EUCAST para indicar si es
sensible, intermedio o resistente al antibi6tico en estudio (Arévalo et al., 2008) (Avila et al.,
2009).

2.2.10.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite amplificar una
0 varias partes del ADN in vitro para obtener una secuencia de interés clinico. Presenta una
sensibilidad de un 98% y especificidad del 100% para identificar alteraciones o mutaciones
genéticas de microorganismos (Premoli, Gonzalez, Millan-Mendoza, Percoco, & Vielma,
2004), por tanto el uso de estas técnicas son de utilidad para identificar microorganismos
dificiles de cultivar o muy poco comunes en la rutina del laboratorio como es el caso H. pylori
(J. I. Moncayo et al., 2006).

La presencia de métodos moleculares para la deteccion de H. pylori se lo puede realizar
a través de muestra invasivas como biopsias gastricas 0 no invasivas como placas dentales,
heces entre otros. La pruebas de PCR ayudan a identificar la bacteria mediante el uso de
secuencias de nucleétidos, del mismo modo permite identificar si existen mecanismo de
resistencia por la presencia de mutaciones puntuales (Vallejos, Cerda, Valenzuela, & Toledo,
2003) (Premoli et al., 2004).

La claritromicina que es uno de los antibidticos de primera linea en el esquema de
erradicacion del microorganismo, cuando se presenta resistencia es una de las principales
causas del fallo terapéutico, por tanto es necesario realizar un analisis de la secuencia del 23S

RNAr gen rrn para identificar si presenta mutaciones puntuales y el tipo de mutacion (A2142G
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y A2143G) para asociarle con el nivel de resistencia y ayudar al clinico a la toma de decisiones
para el esquema terapéutico en la erradicacion del microorganismo (Vallejos et al., 2003) (Avila
et al., 2009) (Acosta et al., 2013).
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

Claritromicina: macrdlido con un anillo lactonico conformado por 14 atomos unidos por
enlaces glucosidicos a diversos desoxiazucares aminados (Cobos-Trigueros, Ateka, Pitart, &
Vila, 2009)

Concentracion minima inhibitoria (MIC): es la concentracion minima del antibiotico que
inhibe el crecimiento visible del microorganismo después de la incubacion a 37°C, se expresa
en pug/ml (Horna & Silva, 2005)

E-test (prueba épsilon): método que evalla la susceptibilidad a antibiéticos usando una tirilla
plastica impermeable con impregnacién del antibiotico mediante un gradiente logaritmico, a
un lado de la tirilla presenta una escala de lectura de 15 diluciones dobles que corresponde a

niveles de concentracién minima inhibitoria clinicamente importantes (Jaramillo, 1998)

Helicobacter pylori: bacilo gram negativo curvo o en forma de “S”, microaer6filo, que posee
de 4 a 8 flagelos polares, tiene una membrana externa, un tamafio de 2,4 — 0,4 um de largo y
0,5- 1,0 um de ancho (Morris, 2000).

Microaerofilo: microrganismo que necesita oxigeno libre para crecer, el mismo que debe
encontrarse a una concentracion inferior a la que se encuentra en la atmdsfera (ONSALUS,
2015).

Mutacién puntual: son mutaciones causadas por sustitucion, adicién o eliminacion de
nucleétidos dentro de una seccion o gen de ADN o ARN, algunas pueden hacerse visibles a
nivel fenotipico y otras detectadas a nivel molecular (Barahona & Pifiero, 1994).

Pirimidina: compuesto orgénico formado por el anillo pirimidinico que contiene cuatro
carbonos y dos nitrogenos, tiene tres derivados que forman parte de los acidos nucleicos: timina
(T), citosina (C) y uracilo (U), las dos primeras forman parte del ADN vy la ultima esta presente
en el ARN (Burriel, 2008).

Purinas: se basan en el anillo purinico, compuesto por dos anillos fusionados que contiene
cinco carbonos y cuatro nitrégenos, son heterociclicos aromaticas que forman parte de la

estructura de los &cidos nucleicos (ADN, ARN). Son adenina (A) y guanina (G) (Burriel, 2008).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): es una técnica que permite obtener y amplificar
varias cantidades de ADN in vitro a partir de muestras pequefias (Premoli, Gonzélez, Millan,
Percoco, & Vielma, 2004).

Resistencia a antibioticos: se refiere a la resistencia de una bacteria a un farmaco al que
inicialmente era susceptible por intercambio de caracteristicas de resistencia o alteracion en su

estructura genética (OMS, 2015).

Secuenciacion: es un procedimiento mediante el cual se va a determinar la secuencia de

nucledtidos especifica de ADN o de un fragmento del &cido nucleico (Boto, 2010).

Transicion: es un tipo de mutacion puntual que se realiza de manera espontanea, sustituyendo
las bases nitrogenadas como es una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina
(Muller-Esterl, 2008) (UCV, 2010).

Transversion: es una mutacion que se realiza de manera espontanea, se sustituye una base por
otra bases, como es una purina por una pirimidina o una pirimidina con una purina (Muller-
Esterl, 2008) (UCV, 2010).
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio, se deriva como parte del proyecto de investigacion 13295 “H. pylori,
mutaciones génicas, resistencia a los antimicrobianos y posible fallo terapéutico” desarrollado
en la Escuela de Bioanalisis de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, financiado por

la misma.
3.1.Tipo de estudio

Se trata de un estudio observacional descriptivo transversal, ya que se pretende conocer la
resistencia a la claritromicina en cepas de Helicobacter pylori, aisladas de biopsias gastricas
obtenidas durante un periodo especifico, a través del uso de técnicas fenotipicas y el uso de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como herramientas molecular para identificar

mutaciones en el 23S RNAr.

3.2 Poblacion de estudio y muestra

Se utilizaron biopsias gastricas como muestra principal provenientes de pacientes que
acuden al area de Gastroenterologia de Hospital Eugenio Espejo, Hospital de las Fuerzas
Armadas N°1 durante el periodo julio — diciembre 2015, las cuales fueron transportadas para
su procesamiento fenotipico al Instituto de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos (INSPI-Quito). Para la seleccion de las muestras se utiliz6 un Muestreo
Simple Aleatorio (MSA), (Explorable.com, 2009) a partir de los registros de los pacientes a los
que se le realiza endoscopia y biopsia, segin los criterios de inclusion y exclusion como se

detallan.

3.3 Criterios de inclusion

v’ Paciente mayores de 18 afios que van a ser sometidos a endoscopia digestiva
v" Pacientes que hayan sido informados del propdsito de estudio, han aceptado y firmado
el consentimiento informado

v Muestras que presenten crecimiento en cultivo microbiol6gico de Helicobacter pylori
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3.4 Criterios de exclusién

v' Pacientes menores de 18 afios que son sometidos a endoscopia digestiva

v Pacientes que hayan consumido antibioticos e inhibidores de protones previo a la

intervencion (3-5 dias).

v' Pacientes que se encuentren gastrectomizados, presenten hemorragias digestivas.

v" Pacientes que no firmen el consentimiento informado referente a la investigacion.

3.5 Tamano de la muestra

Se realizé el estudio dentro de la poblacién determinada en el proyecto de investigacion

L13295 “H. pylori, mutaciones génicas, resistencia a los antimicrobianos y posible fallo

terapéutico”, el cual determind que es una poblacion finita debido a que mensualmente asisten a

la consulta externa de gastroenterologia del Hospital Eugenio Espejo y Hospital de las Fuerzas

Armadas N°1. Se calculé tomando en cuenta que acuden aproximadamente 800 pacientes/mes

a realizarse endoscopias digestivas, teniendo un universo total de 4800 en 6 meses del estudio.

N[Z1-]**D *q

n=—
d2x (N —1)+[Za-w] *p *q

FORMULA
DATOS
Muestra N ?
Error alfa A 0,05
Nivel de confianza | 1-a 95%
Z (1-a) Z(1-a) |1,96
Prevalencia *P 0,095
Complementodep | Q 0,905
Poblacion 4800
Precision D 0,04
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*p: La prevalencia de resistencia a la
claritromicina de Helicobacter pylori es de
9.5% en un estudio realizado en Guayaquil
en el afio del 2003 (Debets, Reyes, Mulder,
Peters, & Savelkoul, 2003)



B 4800[1.96]2 * 0.095 * 0.905
0.042 % (4800 — 1) + [1,96]2 * 0.095 * 0.905

n

_ 4800 (3.8416) * 0.0859
~0.0016 * (4799) + (3.8416) = 0.0859

n

158535
=801
n = 197.95

n~ 198

Para encontrar cepas de Helicobacter pylori en pacientes sintomaticos en los dos
hospitales con el nivel de confianza del 95% y un error del 5%, se obtuvo un tamafio muestral

minimo necesario en estudios descriptivos aproximadamente de 198 pacientes adultos mayores.

En la practica, por multiples razones, durante el transcurso de la investigacion pueden existir
pérdidas de los sujetos previstos a ser incluidos en el estudio, tomando en cuenta este importante
aspecto, decidimos tomar un incremento de un 6% del tamafio muestral calculado, lo que es

equivalente a tomar 210 pacientes del total de la poblacion.

3.6 MATERIALES Y REACTIVOS

REACTIVOS
Columbia Blood Agar OXOID
Mueller Hinton Agar OXOID
Brain Heart Infusion Agar OXOID
CampyGen 2,5L Sachet OXOID CNO0025

DENT Helicobacter pylori selective OXOID (ANEXO 1)

supplement
Oxidasa HARDY DIAGNOSTIC
Clarithromycin MIC Test Strip LIOFILCHEM DIAGNOSTIC

Cristal violeta, Lugol, Alcohol-Cetona,

Coloracion GRAM .
Safranina
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Agua destilada

Peréxido de Hidrégeno (H20>)

Glicerol

Solucion salina 0,9%

TAE Buffer (Tris-acetate-EDTA) 40X PROMEGA
Agarosa PROMEGA

Ladder 100pb PROMEGA

GoTaq Green Master Mix 2X PROMEGA
Syber gel stain PROMEGA

Kit extraccion DNA

Genomic DNA Purification Kit

WIZARD - PROMEGA

(ANEXO II)

Kit de purificacion DNA

SV Gel and PCR Clean-Up System

WIZARD - PROMEGA

(ANEXO 11)

Primers gen 23S RNAr

PROMEGA

MATERIALES
Cajas petri
Portaobjetos
Hisopos estériles PURITAN
Puntas desechables con filtro
10pl -100 pl -500ul - 1000ul AXYGEN
Pipetas de 0,5 -10uL; 20 -200pL; BIOPETTE
100-1000ul
Tubos eppendorf 1,5mL
Gradilla
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Asas

Pinzas

Bisturis N°21

Tubos 0,2mL (PCR)

Mechero bunsen

EQUIPO

Gel Doc XR (Fotodocumentador) BIO-RAD

Termociclador Mastercycler gradient EPPENDORF

Microscopio optico MOTIC BA310E
Estereomicroscopio OLYMPUS

NanoDrop 2000 THERMO SCEINTIFIC
Estufa 37°C JOUAN EB280
Refrigerador -70°C ILSHIN DEEP FREEZER
AnaeroJar 2,5L AGO0025A

3.7 PROCEDIMIENTO
3.7.1 FASE I

3.7.1.1 Aprobacién del estudio y firma del consentimiento informado

Se present6 el protocolo inicial del trabajo frente al Comité de Bioética de PUCE el
cual fue aprobado, seguidamente se realizé un oficio al centro de docencia e investigacion del
Hospital de Especialidades Eugenio Espejo y Hospital de las Fuerzas Armadas N°1, también al
jefe del area de gastroenterologia del hospital con el fin que se apruebe la utilizacion de las
muestras.

Consentimiento informado: el paciente firmé una autorizacion para usar su muestra

gastrica en la investigacion. ANEXO 11
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Ya que el contacto con el paciente es indirecto los datos seran tomados por los médicos

que realizaron el procedimiento y comprobados mediante las historias clinicas.
3.7.1.2 Toma de muestra

Se baso en el procedimiento endoscopico del establecimiento de salud ANEXO IV
Se requiere biopsias provenientes de:

*  Antro: 1 de cara anterior y 1 de cara posterior: total de 2 muestras

*  Cuerpo: 1 de cara anterior y 1 de cara posterior: total de 2 muestras (Bayona, 2013)

3.7.2 FASE Il

3.7.2.1 Transporte de las biopsias gastricas

* Las biopsias obtenidas se depositaron primero en los tubos estériles que contiene
solucion salina al 0,9% previamente rotuladas, luego se depositaran en envases que
contengan formol.

* Las muestras se transportaron a temperatura de 2-8°C, el tiempo es de 5 horas desde la
toma de la muestra hasta su procesamiento (Bayona, 2013) (Majalca, Rivera, Ochoa, &
Giono, 2001).

3.7.3 FASE Il
3.7.3.1 Sembrado de las biopsias gastricas

* Las biopsias gastricas son cortadas en varios pedazos con bisturi sobre un portaobjetos
completamente estéril. Luego se recoge la muestra con un asa y sembrar en Columbia
Blood Agar con 7% de sangre de cordero y suplemento DENT.

* Posteriormente cada caja se coloca en una jarra de anaerobiosis con ambiente
microaerofilico creado por el uso de Campygen (5% de CO2, 90% de N2y 5% de O )
durante 7-15 dias a 37°C

* Para la identificacion de las cepas de H. pylori se realizé tincion GRAM, citocromo

oxidasa, produccion de catalasa y produccion de ureasa. ANEXO V
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3.7.3.2 Preservacion de muestras

* Las cepas obtenidas luego de 7 y 15 dias de incubacion fueron conservados en BHI +
glicerol al 20% +10% suero humano, y almacenados a -70°C. ANEXO VIII

3.74 FASE IV
3.7.4.1 Antibiograma

* Enagar Mueller Hinton con 7% de sangre de cordero, se coloca 250 pl del caldo de BHI
que contiene las cepas de H. pylori que fueron incubadas en este medio por 3-5 dias,
con 2 -3 McFarland (6-12 x108UFC/ml), estriar con un hisopo estéril

*  Se coloco las tiras de E-test de claritromicina e incubo en ambiente microaerofilico por
5-6 dias a 37°C. ANEXO IX

* Se leyd el halo de susceptibilidad y se compararon los puntos de corte con los
establecidos por el EUCAST. ANEXO X

3.7.5 FASEV

3.7.5.1 Amplificacién del 23S RNAr, estudio de las mutaciones puntuales en cepas de
Helicobacter pylori resistentes a la claritromicina

3.7.5.1.1 Extraccion de ADN de las cepas de H. pylori

Obtenido el analisis de susceptibilidad a la claritromicina, se escogieron 7 cepas
considerando su MIC, mediante su interpretacion dada por el EUCAST de sensible (S),
intermedio (I) y resistente (R). Se realizd la extraccion de ADN de estas cepas segun el

protocolo y especificaciones del Kit de Extraccion Wizard®. ANEXO XI
3.7.5.1.2 Amplificacion del gen 23S RNAr

Se amplificaron mediante PCR convencional, se usaron los siguientes cebadores K1 (5°-
CCA CAG CGA TGT GGT CTC AG-3’), complementaria a la posicion 2191 a 2210 y K2
(5°CTC CAT AAG AGC CAA AGC CC-3’), complementaria a la posicion 2596 a 2615, la
reaccion de amplificacion del fragmento de 425pb sigue el protocolo detallado en el ANEXO
XII
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Se usé como control positivo la cepa PHPE-014 y como control negativo agua de grado

biologia molecular.

La amplificacion del fragmento del 23S RNAr se evidencio mediante la electroforesis
en gel de agarosa al 2% por 90min con 90V. Se revel6 el gel y se tomd una fotografia con el
fotodocumentador Gel Doc XR,

3.7.5.1.3 Purificacion y secuenciacion
3.7.5.1.3.1 Purificacion

La purificacion de los productos amplificados de 425pb del gen 23S RNAr se realiz
mediante el Kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification de Promega, siguiendo el
protocolo del fabricante detallado en el ANEXO XIIlI.

3.7.5.1.3.2 Secuenciacion

Los productos purificados fueron colocados en microtubos de 1,5 mL en un volumen de
20uL, rotulados de acuerdo la base de datos originada en excel, sellados con parafilm,
empacados y enviados a la empresa MACROGEN. ANEXO XIV

Una vez obtenidos los resultados se realiz6 el analisis de los mismos en el programa
bioinforméatico, MEGA 7.Ink, se ingresaron las secuencias obtenidas de las muestras, las cuales
se compard con la secuencia tipo del GenBank U27270.1, y se identifico la presencia o no de
mutaciones puntuales en el 23S RNAr de H.pylori. ANEXO XVI
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Poblacion de estudio

Se recogieron 210 biopsias gastricas provenientes de antro y cuerpo de cada paciente, del
Hospital de Especialidades Eugenio Espejo y Hospital de las Fuerzas Armadas N°1, en la que
participaron 136 pacientes de género femenino y 66 del género masculino. La edad promedio

es de 52 anos.

Tabla 1 Caracteristicas de los datos demograficos de los muestra recogidas

CARACTERISTICAS N %
DEMOGRAFICAS

EDADA (ANOS)

<30 22 10.5
30-49 65 31.0
50-69 82 39.0
70 Y MAS 33 15.7
GENERO®

Femenino 136 64.8
Masculino 66 31.4
SIN DATOS® 8 3.8

Los pacientes se distribuyeron en grupos de edad y segin su género
A La mayor cantidad de pacientes se encuentran en el rango de edad 50-69 afios
B El género mas predominante en los pacientes es el femenino
C Del total de pacientes, se encontré que algunos no tenian datos o estaban incompletos.
Elaborado: Katherine Guzman
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4.2 Estudio histopatologico

De las 210 biopsias gastricas, se reveld que 145 pacientes (69%) son positivos para
Helicobacter pylori mediante la tincién de hematoxilina eosina, en el que se determinoé que el
diagnostico mas predominante es la gastritis cronica no atrofica con 28,6% (60) pacientes, el
resto de las formas diagnosticas presentaronl3,3% (28) gastritis cronica con metaplasia
intestinal, 10,9% (23) gastritis cronica folicular, 1,9%(4) gastritis atréfica, 3,8% (8) gastritis

cronica erosiva, 9,5%(20) gastritis cronica difusa y 1%(2) adenocarcinoma.

Tabla 2 Presencia de Helicobacter pylori a nivel histopatolégico y microbioldgico con

relacion al diagnostico anatomo-patolégico.

DIAGNOSTICO Presencia de Helicobacter pylori
i CRECIMIENTO
HISTOPATOLOGICO CULTIVO

Gastritis cronica no 60 15
atrofica

Gastritis cronica 23 23
folicular

Gastritis cronica atréfica 4 4
Gastritis cronica erosiva 8 8
Gastritis cronica difusa 20 20
Gastritis cronica con 28 15

metaplasia intestinal

Adenocarcinoma 2 2
Negativo 54 0
Sin Datos 11 2
TOTAL 210 89

Relacién del crecimiento microbiolégico con la presencia de H. pylori en el diagnostico histopatoldgico, vy el
cambio morfoldgico del tejido géstrico.

Elaborado: Katherine Guzman
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4.3 Cultivo

A nivel microbioldgico se obtuvieron 89 pacientes positivos para Helicobacter pylori que

corresponde al 42,4% de recuperacion.

A las mismas muestras que se realizaron pruebas fenotipicas: tincion gram, oxidasa,

catalasa, urea (10%) a las cuales el resultado fue del 100%.

4.3.1. Relacién Cultivo -Histopatoldgico

La concordancia entre el histopatolégico y microbiolégico es aceptable (K=0,449;
p=0,0005), este resultado se debe a la toma heterogénea de las biopsias gastricas, como el

transporte y manipulacion en su procesamiento.

Tabla 3 Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas de H. pylori

Género Pruebas Fenotipicas
) ) ) ) ) Tincion )
Microbiolégico  Femenino  Masculino Oxidasa  Catalasa  Ureasa
GRAM
n/% n/% n n N n
Cepas
Helicobacter 57/64 32/35,9 89 89 89 89
pylori

Elaborado: Katherine Guzman

4.4 Antibiograma

De las 89 cepas aisladas se realizaron 78 antibiogramas usando el método de E-test se halld
el 67,9% (53) cepas Resistentes, 28,2% (23) cepas Sensibles a la claritromicina y 3 cepas
Intermedias. En el Grafico 3, se observa que 15 muestras de las cepas de H. pylori resistentes,

presenta un MIC 256pg/ml.
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Tabla 4 Interpretacion del antibiograma realizado con MIC claritromicina

CLARITROMICINA N %
SENSIBLE ( S)? 22 28,2
INTERMEDIO (I) 3 38

RESISTENTE (R)? 53 67,9

Las cepas aisladas de H. pylori, presencia de cepas Intermedias y un alto porcentaje de cepas Resistentes.

2Puntos de corte establecidos por EUCAST, 2016

Elaborado: Katherine Guzman
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Elaborado: Katherine Guzman

Con respecto a las enfermedades se presentaron cepas resistentes: gastritis cronica no

atrdfica (8,9%), gastritis cronica atréfica (3,8%), gastritis cronica folicular (19,2%), gastritis

cronica difusa (17,9%), gastritis cronica erosiva (6,4%), gastritis cronica con metaplasia

intestinal (8.9%), adenocarcinoma (2,5%)
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Tabla 5 Relacion del diagnostico con el perfil de susceptibilidad a la claritromicina

CLARITROMICINA

DIAGNOSTICO
RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
GC no atréfica 7 0 3
GC atréfica 3 0 0
GC folicular 15 1 7
GC difusa 14 1 6
GC erosiva 5 1 0
GC metaplasia
) _ 7 0 6
intestinal
Adenocarcinoma 2 0 0

*GC: Gastritis cronica. Puntos de corte tomados del EUCAST, 2016

Elaborado: Katherine Guzman

4.5 Electroforesis del gen 23S RNAr

Las 7 cepas analizadas, se amplificaron para el fragmento 425pb 23S RNAr, todas las
muestras sensibles, intermedio y resistente a nivel fenotipico a la CLA amplificaron debido a
que todas las cepas de H. pylori presentan el 23S RNAr ya sea en su forma silvestre o con

mutacion, el cual se identifica mediante la secuenciacion.
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Gréfico 2 Corrida electroforética de PCR para detectar la presencia del 23S RNAr

En el pocillo 1 se colocé marcador de peso molecular 100pb, pocillo 2 control negativo, pocillo 3 control positivo
(PHPEQ14), en los pocillos 4 al 10 se colocaron respectivamente las siguientes muestras PHPM 14, PHPE 80, PHPE 22,
PHPM 34, PHPM 28, PHPE 25, PHPE 18 las cuales amplificaron para el gen 23S RNAr.

Elaborado: Katherine Guzman

4.6 Presencia de mutaciones puntuales en el gen 23S RNAr

Se analizaron 7 cepas, al realizar el analisis completo de las secuencias se encontr6 que una
muestra resistentes y una intermedia presentan mutaciones A2144G, mientras que otras
resistentes presentaron las mutaciones T2183C, G2221A, por Gltimo también se encontré que
otras cepas resistentes no presentaron ninguna mutacion. Las cepas que presentaron las
mutaciones tiene una MIC variable de 0,38 hasta 256 pg/ml
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Tabla 6 Mutaciones puntuales en el gen 23S RNAr, resistencia a la claritromicina.

MUTACION GEN 23S RNAR

MUESTRA

PHPM 14

PHPE 80

PHPE 22

PHPM 28

PHPM 34

PHPE 18

PHPE 25

MIC (pg/ml)

CLA
0,094 (S)
0,38 (1)
8 (R)
24 (R)
0.5 (R)
3 (R)

24 (R)

POSICION BASE

NITROGENADA

2144 A—-G
2144 A—G
2183 T—-C
2221 G—A

Presencia de mutaciones, cambio de base nitrogenada en cuatros cepas que segun los puntos de corte del
EUCAST, 2016 son intermedio y resistentes
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DISCUSION

La infeccion de H. pylori tiene una prevalencia mayor del 80% a nivel mundial, con mayor
afeccion en los paises en vias de desarrollo. Este microorganismo produce diversas
enfermedades gastrointestinales como gastritis cronica, ulceras péptica, linfoma tipo MALT y
cancer gastrico; los individuos inicialmente pueden ser asintomaticos, pero cuando aparecen
los sintomas es necesario el diagndstico temprano para prevenir que incremente la patologia y
efectuar el tratamiento de erradicacion, sin embargo en los ultimos afios el diagndstico y

eliminacién han constituido un importante problema de salud.

Por tanto, los métodos diagnosticos empleados para el anélisis de H. pylori han variado
clasificandolos por su deteccion de manera directa e indirecta como invasivos y no invasivos,
cada uno de ellos con una sensibilidad y especificidad variada (Ritcey et al., 2014)(Blancas,
2004). En la préctica clinica, el analisis histopatologico es el mas frecuente realizado en el pais,
en este estudio se encontrd la presencia 69% de biopsias géastricas con infeccion por H. pylori,
en cambio mediante el cultivo que es considerado también como el estdndar de oro por su alta
especificidad aunque con sensibilidad variable (70%-90%), se obtuvo en este trabajo el 42,4%
de la presencia de la bacteria, en contraste con un estudio realizado en el 2003 en Guayaquil
que obtuvieron un 71,4% de cultivo positivo (Debets-ossenkopp et al., 2003), no obstante el
aislamiento bacteriano presenta una tasa de recuperacion entre el 30% y 70% (Henao et al.,
2009) (Arismendi-morillo et al., 2011) demostrando que la recuperaciéon obtenida en este
estudio fue moderada en su procesamiento, coincide con otros estudios en Colombia donde se
encontr6 que la recuperacion de Helicobacter pylori a partir de las biopsias gastricas presentan
un rango desde 43% hasta 82% (Figueroa, Cortes, Pazos, & Bravo, 2012) (Trespalacios et al.,
2010) (Yepes et al., 2008) (Bustamante-rengifo et al., 2013), la variabilidad en el aislamiento
del microorganismo se le atribuye a varios factores desde la recoleccidn de la muestra clinica,
su localizacién y calidad, el transporte debido a que la bacteria es un organismo labil al oxigeno,
condiciones atmosféricas y la desecacion, las condiciones de incubacion, los medios de cultivo,
ademas de que las muestras pueden tener un sobrecrecimiento por agentes exdgenos o agentes
enddgenos (Mégraud & Lehours, 2007) (JP Gisbert, 2000) por otra parte la estructura cocoide
de H. pylori que se da en condiciones desfavorables como aerobiosis, temperaturas altas,
incubacion extendida en agua u otras soluciones tanto in vivo como in vitro lo que dificulta el
cultivo, y por ello existen nimeros fracasos al realizar ensayos con las técnicas de cultivo (Cava
& Cobas, 2003) (Sarem & Corti, 2016).
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Hay que mencionar, ademas que el cultivo es costoso, se necesitan varias muestras (>4)
provenientes de antro y cuerpo, no esté disponible en los laboratorios de rutina debido a que es
un método tedioso y dificil de realizar ya que H. pylori es un microorganismo fastidioso y de
lento crecimiento (7-14 dias) (Khalifehgholi et al., 2013) (Majalca-Martinez et al., 2001).

En este estudio la finalidad del cultivo era detectar la susceptibilidad antibiotica frente a la
claritromicina, debido a que es frecuentemente aplicado en la terapia triple estandar, dando
una eficacia mayor al 90%, sin embargo segun el Consenso de Maastricht IV si existe
resistencia a la claritromicina la tasa de éxito en la terapia se encuentra entre el 10%-30%,
también informa que después del primer fracaso terapéutico con uso de la claritromicina se
deberia considerar que en cada region del pais antes de dar el segundo tratamiento realizar las
pruebas de susceptibilidad, con la probabilidad que se produzca alta resistencia al antibiético
(60-70%) (Malfertheiner et al., 2012).

El método recomendado por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) es la
dilucion en agar pero por su compleja metodologia y el alto costo, se optan por otras
metodologias como la prueba épsilon (E-test)varios estudios demuestran que tiene sensibilidad
y especificad mayor al 95% (Arévalo et al., 2008); por tanto el método aplicado en este estudio
es latirilla por gradiente (E-test) de claritromicina con un MIC (0,016 — 256 pg/ml), indicando
que la resistencia presente en este estudio es del 67,4%, que contrasta con la publicacion
realizada por la misma técnica en el Hospital de Solca de Guayaquil en el afio 2003 que report6
resistencia a la claritromicina del 9,5% (4 cepas resistentes). El resultado obtenido demuestra
que ha aumentado en comparacion con estudios reportados en América Latina que indica que
el nivel de prevalencia de resistencia a la claritromicina se encuentran en un rango de 2% al
63,1% que ha ido incrementando en la Gltima década (Martinez et al., 2014). Sin embargo se
mantiene dentro del margen establecido de probabilidad de resistencia por el Consenso de
Maastricht 1V, también es necesario sefialar la importancia de hacer el seguimiento localmente
a la frecuencia de la resistencia, ya que existen variaciones geogréaficas en la prevalencia de la

resistencia a la claritromicina dentro de un mismo pais (Henao et al., 2009).

Efecto que se observa al comparar este estudio con el del 2003, algo semejante ocurre en
otros paises como Colombia en el que se han realizado estudios en diferentes zonas del pais
acerca de la resistencia a la claritromicina, es asi en ciudades de Pereira y Armenia (2009) es
el 2.2%, Bogoté en 2008, 2009, 2010 indicaron 60%, 15% y 17.72% respectivamente, Tumaco
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(2012) es del 19,8% de resistencia a la claritromicina; en cambio en Brasil en 2009, 2011 y
2014 presenta el 8%, 20,8% y 11,1% de resistencia a la claritromicina correspondientemente;
Paraguay (2007) es del 2%; Chile en 2001 y 2011 se evidencid una resistencia del 2,2% y 9,1%;
en otros paises como Espafia (2006), Taiwan (2014) los porcentajes de resistencia son 21,4% y
11,6%. El resultado de la elevada resistencia a la claritromicina se puede asociar al consumo
previo de macrélidos para tratar enfermedades respiratorias y de piel.

La resistencia a la claritromicina en Helicobacter pylori se le asocia a modificaciones
postranscripcionales o mutaciones puntuales situadas en el dominio V peptidiltransferasa del
23S RNAr, estas mutaciones estan asociadas con la perdida de union del macrolido al ribosoma
(Tanih & Ndip, 2013) (Klesiewicz et al., 2014), otros mecanismos realizados en menor
proporcion son impermeabilidad de la membrana o la formacion de bombas e-flujo (Yonezawa
et al., 2013) (Occhialini et al., 1997) (Nishizawa & Suzuki, 2014). La presencia de mutaciones
puntuales en el 23S RNAr es considerado como el principal mecanismo de resistencia a la
claritromicina, debido a que se inhibe su union con la subunidad ribosomal (Wu et al., 2014)
(Nishizawa & Suzuki, 2014). Estas mutaciones incluyen la transicion, de una adenina a guanina
en la posicion 2143, 2142 y transversion en 2142 de adenina a citosina (Nishizawa & Suzuki,
2014).

Los estudios han demostrado que la mutacion A2143G es la mas estable y prevalente que
se ha reportado en las cepas resistentes a la claritromicina a nivel fenotipico, seguida de
A2142G y A2142C. (Wu et al., 2014). Los métodos genotipicos mas usados para deteccion de
estas mutaciones son PCR-RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
o0 Restriction Fragment Length Polymorphism), PCR en tiempo real (Klesiewicz et al., 2014),
otros estudios también aplican la PCR seguida de secuenciacion, PCR por hibridacion (Acosta
etal., 2013). A nivel de América Latina como de paises europeos y del continente asiatico
reportan que la mutacion A2143G esta presente en mas del 70% de las cepas resistentes, en
proporcion media A2142G Y A2142C (>10%, >2%)(Wu et al., 2014) (Lins, Lima, & Magalh,
2010) (Acosta et al., 2013).  Sin embargo se han presentado en menor proporcion otro tipo de
mutaciones como en diferentes partes del mundo como T2243C (Iran), C2245T, G2244A,
T2289C, T21822C (Asia)(Mégraud & Lehours, 2007), A2146G, A2147G, A2115G, T2289C,
G2141A (South Africa, Taiwan) (Tanih & Ndip, 2013) (Wu et al., 2014).
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El estudio demostro que las cepas resistentes de Helicobacter pylori tiene gran variabilidad
en la MIC (pg/ml), por tanto se seleccionaron algunas cepas para realizar su anlisis genotipico
mediante la PCR convencional seguido de la secuenciacion. Los resultados obtenidos indican
que la cepa sensible no presentd ningun tipo de mutacién junto con unas cepas resistentes, en
las cuales se consideran que presento otro tipo de mecanismo de resistencia probablemente la
presencia de bombas e-flujo (Kim, Kang, Eun, Han, & Choi, 2002); en cambio las cepas
restantes con MIC Resistente se identificaron tres tipos de mutaciones A2144G, G2221A,
T2183C, también se observa una mutacion en una cepa con MIC intermedio. La primera
mutacion encontrada en este estudio reveld una mutacion de A a G en la posicion 2144, la
misma que coincide con estudios realizados en Asia donde esta mutacion es la mas frecuente
como en Japon (90%), Tailandia (40,5%), Corea(57,1%), Turquia (29,7%) la cual contribuyen
con la resistencia a la claritromicina, presentandose con MIC variables de 8 a 256 pg/mL, en
cambio en este estudio la MIC en la que presento esta mutacion se encuentre de 0,38 a 8 pg/mL
(Zaidi et al., 2009) (Sezgin et al., 2008) (Agudo et al., 2009), contribuyendo a que esta mutacién
también puede estar presente en concentraciones bajas de claritromicina detectadas a nivel
fenotipico. Sin embargo, la mutacion de T a C en la posicion 2183 presente en Corea (7,1%)
con una MIC baja de 2 pg/mL, contrasta con el encontrado en este estudio debido que la MIC
es alta. (Yoon, Park, Lee, Kim, & Kim, 2014).

Por ultimo, este estudio reveld la presencia de una nueva mutacion G2221A el cual puede
estar presente en MIC bajas y su asociacion a la resistencia al antibidtico no es clara, debido

gue no existen reportes previos de esta mutacion.

Por lo tanto, el estudio indica que el porcentaje de resistencia a la claritromicina ha
aumentado en relacion con los trabajos realizados a nivel de América Latina, y mostrando que
si existe variabilidad en las diversas zonas geograficas, que incluso podria corresponder a la
presencia de diferentes mutaciones puntuales en relacién a las mas estudiadas (A2143G,
A2142G), permitiendo evaluar que el tratamiento aplicado en nuestro pais no deberia ser de
manera empirica, dado que se deberia conocer si el paciente tuvo algun consumo previo de
macrolidos ya que puede ser un indicio para presentar cepas resistentes a la claritromicina en la

actualidad.
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CONCLUSIONES
La presencia de infeccion por H. pylori mediante cultivo fue de 42,4%, en relacion al
histopatolégico que es del 69%. Encontrandose en este estudio que la concordancia
entre ambos métodos para la deteccion de H. pylori es aceptable (k=0,449), se alude que
es debido a la dificultad y tiempo en el transporte y manipulacion de las muestras
clinicas hasta el laboratorio de microbiologia donde se realiz6 su procesamiento para el
cultivo.
Se observé que las lesiones causadas en el tejido gastrico por la presencia de H. pylori
indica que la més frecuente es la gastritis cronica no atrofica, de esta se recuperd por
medio del cultivo el 30% a diferencia de las otras lesiones que se recuperaron en su
totalidad.
La resistencia a la claritromicina presente en las cepas aisladas provenientes de las
biopsias gastricas es de 67,9%, con presencia de 3 cepas intermedias. La mayoria de
cepas in vitro presentan un MIC > 256 pg/ml.
Con relacién a las lesiones las cepas mas resistentes se encontraron en la gastritis
cronica folicular (19,2%) seguida de la gastritis cronica difusa, las demas lesiones
presentaron porcentajes bajos de las cepas resistentes.
Las cepas analizadas a nivel genotipico, las resistentes presentaron tres mutaciones en
la posicion 2144 (A—GQG), 2183(T—C), 2221 (G—A), mientras que la cepa intermedia
presentd la 2144 (A—G), las cuales no presentan una relacion directa con la
concentracion minima inhibitoria (MIC) indicando que las mutaciones pueden estar
presentes desde el rango de resistencia mas bajo hasta el mas alto de MIC in vitro.
Los datos encontrados en los hospitales de estudio indica que la resistencia a la
claritromicina ha aumentado, indicando que el porcentaje de resistencia es mayor al
establecido a nivel de América Latina. Sin embargo se encuentra dentro del rango de
60% - 70% segun la guia del Consenso de Maastricht 1V, se puede considerar que los
pacientes que participaron en el estudio ya recibieron un tratamiento previo o
consumieron macrolidos para tratar otro tipo de infecciones (respiratorias, piel), por
tanto la utilizacion de este antibidtico de manera empirica no es aconsejable ya que la
eficiencia del tratamiento disminuye y decrece la capacidad del medicamento para la
erradicacion de H. pylori
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RECOMENDACIONES
Se sugiere ampliar el estudio de la resistencia a la claritromicina, debido a que los valores
de susceptibilidad pueden variar en las diferentes zonas geogréaficas o regiones del mismo pais,
como se observa en estudios realizados en América Latina, razon por lo que podria estar

fallando el tratamiento de erradicacion.

Es recomendable que los médicos antes de dar un segundo tratamiento de erradicacion, si
el primero ha fallado consideren la prevalencia de la region ante el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana, y como lo especifica el Consenso de Maastricht IV se realice el cultivo o

pruebas moleculares para detectar la resistencia a la claritromicina.

El método molecular més recomendado es la PCR-RFLP, sin embargo, a través de este
estudio se propone usar PCR convencional con la secuenciacion debido a que en los ultimos
afios las mutaciones puntuales en el 23S RNAr han aumentado y cambiado, es necesario

conocer cuales son las mas prevalentes en el pais.

Se sugiere que el estudio de las mutaciones puntuales se realice en todas las cepas
resistentes para encontrar que tipos de mutaciones estan presentes y correlacionarlo con la
resistencia fenotipica, ademas se recomienda el uso de primers/cebadores que identifique las
dos copias de 23S RNAr presente en H. pylori, para identificar si existe heterogeneidad o
presencia de un gen mutante y un gen salvaje del 23S RNAr, para relacionarlo con el fenotipo

de resistencia a la claritromicina.

Se recomienda la realizacion de un sistema de control y educacion del uso de antibioticos,
0 seguimiento del consumo previo de macrolidos, debido a que el bajo control en su consumo

es considerado una de las razones para el incremento de la resistencia antibiética.
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ANEXOS

ANEXO | Componente antimicrobiano del Helicobacter pylori Selective Supplement
(Dent)

OXOID QUALITY ASSURANCE
PRODUCT SPECIFICATION

HELICOBACTER PYLORI SELECTIVE SUPPLEMENT (DENT) (OXOID) SROI47E
Formula

Per vial (each vial is sufficient to supplement 500ml of medium)

Vancomycin 5.0mg
Trimethoprim 25mg
Cefsulodin 25mg
Amphotericin B 25mg
Description

A selective supplement for the isolation of Helicobacter pylori from clinical specimens.

Directions

To one vial aseptically add 2ml of sterile distilled water and mix gently to dissolve the contents completely.
Avoid frothing. Add the contents of 1 vial aseptically to 500ml of sterile Columbia Blood Agar Base
(CMO0331), cooled to 50°C and add 35ml laked horse blood (SR0048). Mix well and pour into sterile Petr
dishes.

Physical Characteristics

Pale yellow pellet
Sterility - passes test

Bacteriological Tests using Optimum Inoculum Dilution

Reactions after incubation at 37°C for 3-5 days under microaerophilic conditions

(for details refer to Oxoid M I - Atmosphere Generation Systems)

Helicobacter pylori ATCC® 43526 Pinpoint-0.5mm colourless colontes
Helicobacter pylori ATCC® 43504 Pinpoint-0.5mm colourless colonies
Proteus hauseri ATCC® 13315 Imm grey spreading colonies
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 1-2mm grey colonies

Candida albicans ATCC® 10231 No growth

Enterococcus faecalis ATCC® 19433 No growth

Escherichia coli ATCC® 25922 No growth

Figura 4 Helicobacter pylori Selective Supplement (DENT)

OXOID. (2008). Helicobacter pylori Selective Supplement (Dent). Obtenido de ThermoFisher Scientific:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/BT-SPEC-0496.pdf
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ANEXO Il Componentes del Kit de extraccion y purificacion de DNA

o

Promega

L. Product Components md Storage Cond i ons

Smal-Scale Isolation {miniprops)
PRODUCT st CAT.¥
Wizard” Genomic DNA Purification Kit 500 isolations A1125
Each system contains sufficient reagents for 500 solations of genomic DNA from 300p] of wholz blood
samples, [ncludes:

500m] Call Lysis Solution

250ml Nuclei Lysis Solution

125ml  Pmotein Precipitation Sdution
100m] DNA Rehydration Solution
|.25m| RMase A Solution

Large-5cake [wlation (maxiprep)

= = = = =

Ttems Available Separately

FEOOUWET LFd CAT. ¥
Cell Lysis Solution i AT933
Nuclei Lysis Solution 1L ATH3
DNA Rehydration Sohution S0mi AT963
RMazz & [Smg/mi) imi 7973

Storage Conditioms: Store the Wizand ® Genomic DNA Parifiction Kt at room temperature (15-30°C). See product
lahe] for expiration date.

2 Fremmg Corporation - F00 Wosh Holow foed - Madhen, Wl 537184099 Uts - Toll Frew in WA 300-556-9508 - 608-2P-R150 - fen 608-177- 1518
TRAGSD © isand 1354 e,

Figura 5 Componentes y condiciones del Wizard Genomic DNA Purification Kit

Fuente: Promega. (2014). Wizard Genomic DNA Purification Kit TM050. Obtenido de
https://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Manuals/0/Wizard%20Genomic%20
DNA%20Purification%20Kit%20Protocol.pdf
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2.  Product Components and Storage Cond i ions
PRODULCY SIze CAT.#
Wizard® 5V Gel and PCR Clean-Up System 250 prepa ASTE2

Each system contains safficient meagents for 250 purifications. Inciedex

«  100ml Membmpe Bnding Sehtion
. Toml Membmpe Wash Solution (concen trated)
. 13ml Nuclease-Fres Watar

. 250 Wizard® SV Miniodumns

. 250 Colection Tobes (2ml)

Storsge Cond itions: Store 311 components 88 room lemperstmre [ 2 -25°C), No refrigerationis required. Kesp
Membrans Binding Sobation protected from light. See expiration dste an product label

Feorssign Corporation - [0 Wasmdy Molkrw Bosd - Madsees, W 5011 500 URA el | ree s LA B0 150 00 008 TR0 00 P 0B J T 400 ) |
- g TR - i 03010

Figura 6 Componentes y condiciones del Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Fuente: Promega Corporation, S. (15 de 07 de 2014). Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up System Technical Bulletin
TB308. Recuperado el 01 de 08 de 2015, de
https://www.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/wizard%20sv%20gel%20a

nd%20pcr%20clean-up%20system%20protocol.pdf
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ANEXO 111 Consentimiento Informado para el paciente que participa en el estudio

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO
DE INVESTIGACION
Titulo de la investigacion: “H. pylori, mutaciones génicas, resistencia a los
antimicrobianos y posible fallo terapéutico*
PATROCINADOR/A: PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
Investigador/a principal: Dr. Jorge Reyes
Co - Investigadores:
Katherine Guzman
Eduardo Morales
Teléfono de contacto: 0994551824

e-mail: jorgereyes83@gmail.com

Antecedentes:

Helicobacter pylori es una bacteria que se encuentra en el estbmago y que produce
inflamacion crénica. En el Ecuador, es necesario demostrar la necesidad de realizar un
perfil de sensibilidad de muestras de H. pylori antes de prescribir un tratamiento antibiético
evitando un posible fallo terapéutico.

¢ Cuél es el proposito del estudio?

El estudio intentara determinar la resistencia a antibacterianos utilizados para el tratamiento
de H. pylori y las cepas resistentes de este patdgeno que se podrian asociar al fallo

terapéutico.
¢ Qué sucedera en este estudio?

Durante el estudio un personal entrenado realizara el procedimiento para extraccion del

material bioldgico (biopsia gastrica) que serviran para la investigacion de H. pylori

¢ Cuédles son los posibles beneficios de participar en este estudio?
Los resultados inmediatos obtenidos de las pruebas realizadas en el estudio, ayudara al
personal médico para mejorar el tratamiento y disminuya el fallo terapéutico, por tanto los

resultados seran de mucha importancia para los futuros usuarios de nuestra casa de salud.

¢ Tengo que participar?
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La decision de participar en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, todos los servicios que usted recibe en este hospital continuaran, sin ningun
cambio. También puede optar por retractarse mas adelante y dejar de participar, incluso si
usted estuvo de acuerdo al principio. Y no se le paga por participar y usted no tiene que
pagar nada por participar en este estudio

¢ Mis registros se mantendran en privado?

Se mantendra la confidencialidad de cualquier informacidn personal que se obtiene en
relacion con este estudio y solo ante recurso legal se facilitara a los entes oficiales si asi se
solicita. Los datos se introducirdn en una base de datos segura, a la que s6lo los
investigadores con clave, tendran acceso. Usted serd identificado por un nimero en la base

de datos.

FIRMAS

Su firma en este formulario indica que usted ha entendido satisfactoriamente la informacién
sobre su participacion en el proyecto de investigacion y estd de acuerdo en participar. De
ninguna manera renuncia a sus derechos legales, ni libera a los investigadores de sus
responsabilidades legales y profesionales. Usted es libre de retirarse del estudio en cualquier

momento sin poner en riesgo su atencion medica.

Si tiene mas preguntas sobre los asuntos relacionados con esta investigacion, por favor

pongase en contacto con:

Nombre del contacto: Jorge Reyes
Teléfonos: 0994551824

Email: jorgereyes83@gmail.com

a) Nombre del/la participante Firmay fecha
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c) Jorge Reyes/ Katherine Guzman Firma y fecha
Eduardo Morales

Una copia firmada de este formulario de consentimiento se le ha entregado a usted para que
la guarde y la conserve.

RETRACCION:
Titulo del estudio:

Fecha:

Motivo de la retraccion (obligatorio):

a) Nombre del/la participante Firmay fecha
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ANEXO 1V Proceso de endoscopia digestiva alta

El endoscopio consiste en un tubo de fibra dptica largo y flexible, con una cdmara, La fuente

de luz se consigue mediante arco de xenén (300 W) o filamento de Tugsteno (150 W),

conectada a un video, que permite ir viendo el interior del tubo digestivo, contiene

canalizaciones en su interior que permiten (Beilenhoff, Neumann, Rey, & Biering, 2008):

v

v

El ingreso de aire o liquido para distender el tubo digestivo e inspeccionarlo, asi como
lavar la zona inspeccionada,

Introducir unas micro pinzas para la realizacion de biopsias y tomar muestras de tejido
para su estudio microscopico, extraer pequefios cuerpos extrafios que se hayan ingerido
accidentalmente, polipos de la mucosa digestiva, cauterizar varices o lesiones
hemorragicas, etc.

Introducir microtijeras, y otras herramientas para realizar intervenciones en el es6fago,

estdmago o intestino (extraccion de polipos, tumores, etc.).

PREPARACION DEL PACIENTE

sk

No deben ingerirse por el paciente alimentos ni liquidos de 6-8 horas antes del examen,
por ello se realiza el procedimiento en la mafiana.

Siete dias antes del procedimiento usted debe dejar de usar aspirina y productos que
contienen &cido acetil salicilico, asi como medicamentos para aliviar el dolor que se
pueden obtener sin receta tales como: ibuprofeno (buprex, advil), naproxeno (apronax)
y productos similares. El tomar tales productos puede aumentar el riesgo de sangrado
durante el procedimiento o después de él. Después del procedimiento su médico le dira
cuando podré volver a tomar esas medicinas sin peligro

En pacientes con obstruccion del esdfago o a la salida del estbmago el ayuno debera ser
mas prolongado, incluso puede ser necesario un lavado géastrico previo.

En cuanto a la sedacion los criterios varian debido a que el paciente debe informar al
médico si sufre de alergias, ayudando asi a los que cuidan de su salud a escogerle el
anestésico que lo adormecera para que no sienta dolor o molestias durante el
procedimiento entre los diferentes centros y culturas.  Esta demostrado que los

pacientes de mas edad toleran mayor la endoscopia sin sedacion que los jovenes.
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sk

*

Debe acudir acompafiado de un adulto que se responsabilice del traslado a su domicilio
después de la exploracion.

No podra conducir un vehiculo en las 12 horas siguientes a la prueba

Debe retirarse los lentes, dientes postizos o puentes removibles antes del
procedimiento.

Antes del procedimiento se le proveera de una bata, ademas si

No puede tomar alcohol las primeras 24 horas después de la sedacion.

(Gonzalez, Davalos, Chavez, & Reyes, 2012) (Fabregas, 2002)

INTRODUCCION DEL ENDOSCOPIO

El paciente se ubica en la posicién decubito lateral izquierdo con la cabeza apoyada en
una pequefia almohada.

Colocar el protector bucal se sostiene el tubo del endoscopio por la marca de 30cm.

Se pasa el extremo del endoscopio al interior del protector bucal, observandose por el
ocular.

La vision puede ser dificil en algunos pacientes que aplican con fuerza la lengua contra
el paladar, en otros, los episodios nauseosos disminuyen si se indica al paciente respirar
profundo

Considerar dos observaciones importantes: No avanzar sin vision y ante la duda retiras
el endoscopio.

El endoscopio en el interior permite realizar una rotacion en sentido horario de 90°, se
visualiza la incisura angular y antro

También se observa:

v" Curvatura menor con la incisura situada al final.
v" Los pliegues longitudinales de la curvatura mayor a la izquierda.

v’ La cara posterior del estbmago hacia abajo

RETIRADA DEL ENDOSCOPIO

Se debe examinar cuidadosamente el duodeno, estdmago y esofago.

Nunca debe descuidarse la exploracién durante la fase retrograda del examen
(Gonzalez, Davalos, Chavez, & Reyes, 2012) (Fabregas, 2002) (Beilenhoff, Neumann, Rey, &
Biering, 2008)
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ANEXO V Sembrado e Identificacion de Helicobacter pylori

Sembrar en Columbia Blood Agar suplementado con 7% de sangre de cordero y Helicobacter
pylori selective supplement (DENT), obteniendo cepas puras incubadas a 37°C en
condiciones microaerofilicas (5% de CO2, 90% de N2 y 5% de O2)

Tiempo de incubacion: 3 — 15 dias

Observar las cepas en un estereomicroscopio o0 con bastante iluminacion artificial a los 7 dias,

de lo contrario se dejara 8 dias mas en la incubadora en las condiciones microaerofilicas.

Identificacion:

X/

+¢+ Colocar 5-10ul de agua destilada en el portaobjetos, con unas pocos colinas mezclar
dejar secar y realizar la Tincién Gram (Cristal violeta 1 min, Lugol 1 min, alcohol
cetona 30 seg, y Safranina 1 min). Se observa bacilo curvos gram negativos

¢+ Colocar una gota ( 25ul - 50 pl) de Peroxido de hidrogeno o agua oxigenada,
inmediatamente con el asa llevar colonias de H. pylori y observar el burbujeo
espontaneo

++ Oxidasa, colocar en la tirilla una gota de agua destilada o desionizada, luego aplicar

unas colonias en la parte himedad de la tirrila, observando cambio de color que se

debe a que H. pylori tiene la presencia de la enzima citocromo-oxidasa.

%+ Siembra en agar de urea al 10%, observa el cambio de color amarillo a rosa, dada por la

produccién de la enzima ureasa
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ANEXO VI llustracién gréfica del transporte y sembrado de biopsias gastricas

Fotografia 1 Preparacion de tubos estériles con solucion salina

Fotografia 2 Retorno de las biopsias gastricas al laboratorio de microbiologia dentro de

las 5 horas desde su toma
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Fotografia 3 Corte de las biopsias gastricas con material estéril

Fotografia 4 Sembrado de las biopsias gastricas en Agar Columbia con 7% sangre de

cordero
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Fotografia 5 Incubacion de las muestras en condiciones microaerofilicas

— L

=

o o @

el g

\d \.,

Fotografia 6 Colonias de H. pylori en agar Columbia después de dias de incubacién
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ANEXO VII llustracion gréfica de la identificacion de colonias de H. pylori

Fotografia 7 Colonias de H. pylori para realizar la identificacion

Fotografia 8 Tincibn GRAM de las colonias de H. pylori
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Fotografia 9 Prueba de catalasa
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Fotografia 10 Prueba de oxidasa
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ANEXO VIII Procedimiento para la crio-preservacion de las cepas de Helicobacter pylori

Preparacion del BHI + glicerol al 20% + 10% suero

Para la preparacion del medio de preservacion de la muestra se utilizo el caldo Infusion cerebro-
corazén (BHI) y se le adiciond glicerol y suero humano inactivado previamente, para obtener

una concentracion final del 20% de glicerol, siguiendo la siguiente formula:

Componente Cantidad
Infusion cerebro -corazén (BHI) 90g
Solvente (H20q) 80mL
Glicerol 20mL
Suero 10 mL

e Mezclar los componentes, hervir y observar que se forme una solucién homogénea.

e Dispensar 1ml del medio en los criotubos y esterilizar bajo las siguientes condiciones:
15 min a 120°C y 15 libras de presion. El indicativo de esterilidad se evidencia con el
uso de cinta testigo.

e Inactivar el suero humano, colocando a temperatura de 56 a 60°C por 30 minutos; cada
10 minutos mezclar y homogenizar el suero por 2 minutos.

e Para la preservacion del microorganismo se debe arrastrar toda las cepas con un hisopo

esteril y suspender en el medio BHI + Glicerol (20%).
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Fotografia 11 Caldo BHI + 20% glicerol + 10% suero humano, dosificado en tubos
eppendorf para el almacenamiento de colonias puras de H. pylori

Fotografia 12 Colonias de H. pylori colocados en el caldo de BHI antes de ser almacenadas
a-70°C
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ANEXO IX Protocolo del antibiograma por el método de tirilla de gradiente (E-test)
1¢" dia

*  Con las colonias suspendidas en el caldo de BHI con glicerol e incubadas por 5 dias en
las condiciones microaerdfilas, se procede a leer la suspension en un densitometro
para obtener una concentracion de 2 a 4 en la Escala de McFarland.

* Luego se coloca 250uL de la suspension en el Agar Mueller Hinton con 7% de sangre
de cordero, con un hisopo estéril estriar en tres direcciones diferentes sobre la
superficie del agar.

*  Colocar la tirilla de Claritromicina que presenta una MIC de 0,016 — 256 mg/L.

* Incubar a 37°C en un ambiente microaeréfilo (5% de CO2, 90% de N2 y 5% de Oy)
durante 5-6 dias.

* Leer el halo y anotar para comparar con los puntos de corte EUCAST, 2016

Area de
crecimiento
bacteriana

Epsilometro

POM
B
i ~"Elipse da
- inhibicion”

Db
- B =
- 4 .
- % al
15
- o -
=, T8
= B
S CONCENTRACION
i3 | 4 INHIBITORIA (CI)
oo
- (16 -
047 -
~032 .
-023 -

018

Figura 7 Esquema gréafico del método E-test

Fuente:Palavencio, E. (1998). Interpretacion de los estudios de susceptibilidad antimicorbiana. Boletin de la Escuela de
Medicina, 1-4. Obtenido de http://escuela.med.puc.cl/publ/boletin/laboratorio/Interpretacion.html
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Fotografia 13 MIC Sensible a la Claritromicina en colonias de H. pylori
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Fotografia 14 MIC Resistente a la Claritromicina en colonias de H. pylori
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ANEXO X Puntos de corte para H. pylori. EUCAST, 2016

Helicobacter pylori

EUCAST Clinical Breakpoint Table v. 5.0, valid from

2015-01-01

Disk diffusion criteria for antimicrobial
susceptibility testing of Helicobacter pylori have
not yet been defined and an MIC method should
be used. If a commercial MIC method is used,

follow the manufacturer’s instructions.

Penicillins MIC Notes
breakpoint | Numbers for comments on MIC breakpoints
(mg/L)
S< | R>
Amoxicillin 0.125%|0.125% | 1. The breakpoints are based on epidemiological cut-
off values (ECOFFs), which distinguish wild-type
isolates from those with reduced susceptibility.

Fluoroquinolones MIC Notes
breakpoint | Numbers for comments on MIC breakpoints
(mg/L)
S < R>
Levofloxacina 11 1! | 1. The breakpoints are based on epidemiological cut-

off values (ECOFFs), which distinguish wild-type

isolates from those with reduced susceptibility.
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http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Amoxicillin_rationale_Nov2010_v_1.0.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Levofloxacin_rationale_1.5.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241

Macrdlidos MIC Notes
breakpoint | Numbers for comments on MIC breakpoints
(mg/L)
S< | R>
Clarithromycin 0.25' | 0.5! | 1. The breakpoints are based on epidemiological cut-
off values (ECOFFs), which distinguish wild-type
isolates from those with reduced susceptibility.
Tetracyclines MIC Notes
breakpoint | Numbers for comments on MIC breakpoints
(mg/L)
S< | R>
Tetracycline 11 1! | 1. The breakpoints are based on epidemiological cut-
off values (ECOFFs), which distinguish wild-type
isolates from those with reduced susceptibility.
Miscellaneousagents MIC Notes
breakpoint | Numbers for comments on MIC breakpoints
(mg/L)
S< | R>
Metronidazole gt 8! | 1. The breakpoints are based on epidemiological cut-
Rifampicin 1t 1t | off values (ECOFFs), which distinguish wild-type
isolates from those with reduced susceptibility.

(EUCAST, 2016)
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http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Tetracycline_Rationale_Document_1.0_20091202.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Metronidazole_rationale_1.0.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Rifampicin_rationale_1.0_2010_Oct.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=241

ANEXO Xl Protocolo de Extraccion mediante el uso de Wizard® Genomic DNA
Purification Kit

Procedimiento para Bacterias GRAM NEGATIVAS

Pellet Cells (Sedimento celular)

e Centrifugar 1ml de un cultivo de 24 horas por 2 minutos a 14000rpm.

e Descartar el sobrenadante
Lisis celular

e Afiadir 600ul de Nuclei Lysis Solution. Pipetear suavemente para mezclar.
e Incubar por 5 minutos a 80°C, luego enfriar a temperatura ambiente.
e Afadir 3pl de RNase Solution, mezclar e incubar a 37°C por 15-60 minutos, luego

enfriar a temperatura ambiente.
Precipitacién proteica

e Afadir 200l de Protein Precipitation Solution. VVortex
e Incubar en hielo por 5 minutos

e Centrifugar a 14000rpm, por 3 minutos.
Precipitacion del DNA y rehidratacion

e Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y limpio que contenga 600ul de
Isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar.

e Centrifugar por 2 minutos a 14000rpm, y decantar el sobrenadante.

e Afadir 600pul de Etanol al 70% a temperatura ambiente. Mezclar

e Centrifugar por 2 minutos a 14000 rpm

e Agpirar el etanol y dejar secar el pellet por 10-15 minutos.

e Rehidratar el pellet de DNA con 100ul de Rehydration Solution por 1 hora a 65°C o
toda la noche a 4°C.

(Promega, 2014)
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ANEXO XII Protocolo de trabajo para la PCR

Tabla 7 Master Mix para el 23S de Helicobacter pylori

PCR 23S RNAr

Reactivos Concentracion Concentracion ~ Volumen por Volumen para 7

inicial de trabajo reaccion (uL) reacciones Master
Mix (uL)

GoTaq 2X 1.12uM 14 98
MASTER
MIX
PF-K1 10uM 0.8uM 2 14
PR-K2 10uM 0.8uM 2 14
Agua -- -- 2 14
molecular
DNA 5

Volumen total por reaccion 25

Colocar el termociclador y programar en las siguientes condiciones:

Temperatura ( °C) Tiempo
Denaturacion inicial 95 5min
Denaturacion 95 30 seg
NUmero de ciclos 35
Anilamiento 54 30 seg
Extension 72 30 seg
Extension final 72 10 min
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ANEXO XIIl Protocolo de la purificacion mediante Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System.

Procedimiento

Preparar la solucion “Membrane Wash”: Afiadir 375 ml de Etanol 95%, este volumen
se coloca de acuerdo al numero de reacciones del kit (250)}

Realizar la corrida electroforética en un gel de agarosa al 1%, en cada pocillo colocar
20l del amplicén

Rotular los microtubos de 1,5mL con el cddigo de muestra. Pesar cada tubo vacio
(Peso 1)

Revelar el gel y cortar la banda y transferir a los microtubos de cada muestra. Pesar los
microtubos con la muestra (Peso 2)

Obtener el peso del gel mediante la siguiente operacion (Peso 2 — Pesol)

Afadir Membrane Binding Solution, 10ul por cada 10mg de gel.

Vortex por 1 minuto. Incubar a 50 — 60°C por 10 minutos (El gel disuelto no se vuelve
a solidificar)

Transferir la mezcla del gel a las Minicolumnas e incubar por un minuto a temperatura
ambiente

Centrifugar a 14 000 rpm durante un minuto. Descartar el residuo del tubo colector.
Lavar la columna afiadiendo la soluciébn Membrane Wash, la cual fue previamente
reconstituida.

Centrifugar a 14 000 rpm durante un minuto. Descartar el residuo del tubo colector.
Colocar 500ul de Membrane Wash en cada columna y Centrifugar a 14 000 rpm durante
cinco minutos.

Afadir 50ul de agua libre de nucleasas, directamente en la columna, con la precaucion
de no tocar la membrana con la punta de la pipeta. Incubar a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

Centrifugar a 14 000 rpm durante un minuto.

Descartar la columna y el DNA purificado almacenar de 4°C o -20°C.

(Promega Corporation, 2014)

100



ANEXO XIV Procedimiento para enviar las muestras a secuenciar en Macrogen

En excel-97, ingresar el codigo y las secuencias Forward y Reverse del gen a secuenciar.
Que las muestras purificadas contenga el mismo cddigo del tubo transportador del
producto de PCR amplificado, ademas de las secuencias Forward y Reverse de cada

gen.
Ingresar a la pagina de MACROGEN:
http://dna.macrogen.com/eng/order/ces/std/s new stepl.jsp, llenar el formulario

establecido para la orden.

Importar el archivo de Excel y revisar los datos ingresados que coincidan los cédigos
del documento con los que se encuentran escritos en los tubos a enviar.

El envid se realiza a través de la empresa FEDEX, el paquete de envi6 incluye los tubos

rotulados adecuadamente junto a la orden generada.

(Guia para la presentacion de muestras para secuenciacion de genomas , 2011)
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ANEXO XV Datos de los pacientes presentes en estudio

CODIGO
PHPE 1
PHPE 2
PHPE 3
PHPE 4
PHPE 5
PHPE 6
PHPE 7
PHPE 9
PHPE 10
PHPE 11
PHPE 12
PHPE 13
PHPE 14
PHPE 15
PHPE 16
PHPE 17
PHPE 18
PHPE 19
PHPE 20
PHPE 21
PHPE 22
PHPE 23
PHPE 25
PHPE 26
PHPE 27
PHPE 28
PHPE 29
PHPE 30
PHPE 32
PHPE 33
PHPE 34
PHPE 36

EDAD
36
75
0
72
54
0
69
0
28
61
25
57
22
46
31
31
34
51
52
25
72
22
55
28
50
47
18
25
40
46
26
40

GENERO HISTOPATOLOGICO

M

S nmn Z ZZ nmmTmnm7TmTnnn < 71nmnmmnn<Z 1Tmnmn< T 7T T T T o T © T M o 7

+
NEGATIVO
0
NEGATIVO
NEGATIVO
0
+
0
NEGATIVO
+
+
NEGATIVO
+
+
NEGATIVO
NEGATIVO
+
NEGATIVO
+
+
+
NEGATIVO
+
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
+
+

+
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MICROBIOLOGICO

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO

CRECIMIENTO

NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO



PHPE 37
PHPE 38
PHPE 39
PHPE 40
PHPE 41
PHPE 42
PHPE 44
PHPE 45
PHPE 46
PHPE 47
PHPE 48
PHPE 49
PHPE 51
PHPE 52
PHPE 53
PHPE 55
PHPE 56
PHPE 57
PHPE 58
PHPE 62
PHPE 65
PHPE 66
PHPE 67
PHPE 68
PHPE 69
PHPE 70
PHPE 71
PHPE 72
PHPE 73
PHPE 74
PHPE 75
PHPE 76
PHPE 77
PHPE 80
PHPE 81

T m 1nmn 7m < m m Tt mtmmtn< Z Mmoo T TnT7Tm7TmTnmnm7m7nm7m7nnn< Z 1 o o o o

0
0
0
0
NEGATIVO
NEGATIVO
+
NEGATIVO
+
+
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
+
NEGATIVO
+
NEGATIVO
+
0
+
+
0
NEGATIVO
+
NEGATIVO
NEGATIVO
+
+
+
+
NEGATIVO
+

+
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NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO



PHPE 84
PHPE 85
PHPE 86
PHPE 87
PHPE 89
PHPE 90
PHPE 91
PHPE 92
PHPE 93
PHPE 94
PHPE 95
PHPE 96
PHPE 97
PHPE 99
PHPE 100
PHPE 101
PHPE 103
PHPE 104
PHPE 105
PHPE 106
PHPE 107
PHPE 108
PHPE 109
PHPE 111
PHPM 1
PHPM 10
PHPM 100
PHPM 101
PHPM 102
PHPM 103
PHPM 104
PHPM 105
PHPM 106
PHPM 107
PHPM 108

79
56
18
53
36
68
68
60
47
52
45
36
28
31
52
25
50
40
35
75
54
21
19
36
82
49
61
45
46
56
49
73
35
39
50

< m 7m mnm mnm 7t < < 77Tt mntn < < 1mmm 7t < m < T omom T T o m o mo T o T o T om < T

+

+

+
NEGATIVO

+

+

+

+
NEGATIVO

+
NEGATIVO
NEGATIVO

+

+

+
NEGATIVO

+

+

+
NEGATIVO
NEGATIVO

+

+

+
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CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO



PHPM 109
PHPM 11
PHPM 110
PHPM 111
PHPM 112
PHPM 113
PHPM 114
PHPM 116
PHPM 117
PHPM 118
PHPM 12
PHPM 122
PHPM 13
PHPM 14
PHPM 15
PHPM 16
PHPM 17
PHPM 18
PHPM 19
PHPM 2
PHPM 20
PHPM 21
PHPM 22
PHPM 23
PHPM 24
PHPM 25
PHPM 26
PHPM 27
PHPM 28
PHPM 29
PHPM 3
PHPM 30
PHPM 31
PHPM 32
PHPM 33

64
52
71
18
44
29
29
56
39
50
60
59
33
68
46
52
68
44
43
72
52
66
62
66
44
63
44
42
37
70
51
42
58
36
48

T < nmmnm <1< < < mTTm < < nmn ETmmnmmn < mmmnm I < Tt << < < Z <

0

+
NEGATIVO

+

+

+
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CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO



PHPM 34
PHPM 35
PHPM 36
PHPM 37
PHPM 38
PHPM 39
PHPM 4
PHPM 40
PHPM 41
PHPM 42
PHPM 43
PHPM 44
PHPM 45
PHPM 46
PHPM 47
PHPM 48
PHPM 49
PHPM 5
PHPM 50
PHPM 51
PHPM 52
PHPM 53
PHPM 54
PHPM 55
PHPM 56
PHPM 57
PHPM 58
PHPM 59
PHPM 6
PHPM 60
PHPM 61
PHPM 62
PHPM 63
PHPM 64
PHPM 65

49
44
56
28
69
67
45
77
78
64
39
65
82
26
41
76
69
64
53
70
67
60
44
78
50
34
48
56
70
81
63
57
72
45
63

T < < nm< < 71nmmTmm 7Tt nn< < < Z nmmnmmn< 7Tmmmn< 1mmhnmn< < m T
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CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO



PHPM 66
PHPM 67
PHPM 68
PHPM 69
PHPM 7
PHPM 70
PHPM 71
PHPM 72
PHPM 73
PHPM 74
PHPM 75
PHPM 76
PHPM 77
PHPM 78
PHPM 79
PHPM 8
PHPM 80
PHPM 81
PHPM 82
PHPM 83
PHPM 84
PHPM 85
PHPM 86
PHPM 87
PHPM 88
PHPM 89
PHPM 9
PHPM 90
PHPM 91
PHPM 92
PHPM 93
PHPM 94
PHPM 95
PHPM 96
PHPM 97

82
77
53
82
33
67
61
33
57
73
50
52
47
75
52
48
56
53
27
34
52
47
43
73

66
68
57
65
77
60
45
27
59
81

T Z 1 1m m < mm Tt TtmTon<Z 11 1nn< 1< 1< Z Z mmTm< n< Z Z 1Tmm< X<

NEGATIVO
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+

+

NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO
NO CRECIMIENTO



PHPM 98 65 M NEGATIVO NO CRECIMIENTO
PHPM 99 64 F + NO CRECIMIENTO
PHPM 99 65 F + CRECIMIENTO
PHPE 1 36 M + NO CRECIMIENTO
* +, Indica la presencia de Helicobacter pylori en el reporte histopatoldgico
*0, Sin datos
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ANEXO XVI Alineacion de las secuencias del 23S RNAr e identificaciéon de las
mutaciones puntuales

Dois Lt Sawech Aigreani Web  Segueeae  Dapley  eip
DFEY FRE WY el oRinxXe Bl e ABRM
[l Spatriob L Tromsiates Froten Segureny

Speciesfnbbrv E.************:ﬁ* s e e e ok ok o e e ok e ok e ol e ok ok e ke o k|

1. Helicobacter pylori
2. HpE-0B80-HPZ3KR

Posicidon: 2144

Elaborado: Katherine Guzman

Dee L3k Hech dgreunl Web e Dagley  Falp

D@EET FauwY sl e 8- EEAL T TR LEL L
DHASERATCHL Tranpiafed Prolen Sequencen
Speciesfnbbrv Grokd ek ke h ke ddkdddodd doddkoddkdkddddoddkkokd

1. HpE-022-HP23KF
2. Helicobacter pylori

Posicidn: 2144
Graéfico 3 Alineacion de secuencias del fragmento 23S RNAr de las muestras PHPE 22,

PHPE 80 para observar la mutacion A2144G

Elaborado: Katherine Guzman
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- W7 bgrameent Expriores (HPMZE) - 8

D ET PAE WY 81l rRIiExXe BB +s ANKA
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1. Helicobacter pylori

2. HpM-028-HP23KF

Posicidn: 2183

Grafico 4 Alineacion del fragmento 23S RNAr de la muestra PHPM 28, mutacion
T2183C

Elaborado: Katherine Guzman
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1. Helicobacter pylori
2. HpM-034-HP23KR

Posicion: 2221

Gréfico 5 Alineacion de la secuencia del fragmento 23S RNAr de la muestra PHPM 34,
presencia de la mutacién G2221A

Elaborado: Katherine Guzman
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ANEXO XVII Gréficos de calculos estadisticos

Archivo  Editar  Ver D

atos  Transformar

Analizar

Marketing directo ~ Gréficos

Utilidades  Ventana  Ayuda

[1: vARD0DO4 B |visible: 2 ge 3 variables
| VAR00001 H VAR00003 || VAR00004 || var ” var H var ” var || var || wvar H var H var || var || var H var H var || var
1 PHPE 14 CRECIMIENTO P ™ e ” =
2 |PHPE18  CRECIMIENTO P aolas cruzadas
4 PHPE 22 CRECIMIENTO P &4 VARD00D01 =
5 PHPE 256  CRECIMIENTO p [Z] Chi-cuadrado [7] Correlaciones
6 PHPE 33 CRECIMIENTO B rNominal Ordinal B
7 PHPE 44 CRECIMIENTO P [7] Cosficiente de contingencia [[] Gamma ol
PHPE 46  CRECIMIENTO P [T Bhiy V de Gramer [ d de Somers
9 PHPE 47 CRECIMIENTO P Fl Lambda [ Tau-b de Kendall| fl—! p—
10 PHPE 62 CRECIMIENTC P [7] Cosficiente de incertidumbre | | [7] Tau-c de Kendall
il PHPE 65 CRECIMIENTO 0
12 |PHPE66  CRECIMIENTO P TIERL L WiKappa ...
13 PHPE 68  CRECIMIENTO 0 FEa [ Riesgo
14 PHPE 75 CRECIMIENTO P [T MeNemar
15 PHPE 76 CRECIMIENTO P [] Estadisticos de Cochran y Mantel-Haenszel
16 PHPE 0 CRECIMIENTO P Prob ratio comiin equivale a: |q
17 PHPE &1 CRECIMIENTO P [7] Wastrar los grafico:
18 |PHPES4 CRECIMENTO P ] Suprimir tablas (continuer] [ Cancetar ||_Ada |
19 PHPE 85 CRECIMIENTO P
\ce| P Restablecer || Cancelar
——r erowee B (0 o e e B
21 PHPE &7 CRECIMIENTO =
22 PHPE 30 CRECIMIENTO =
23 PHPE 91 CRECIMIENTO = =
[l M

e ]

Figura 8 Célculo del indice Kappa de Cohen en el programa SPSS

Mo aparece

el dato

[ Bkl
[J30-49

W s0-50
C170 y mas

Gréfico 6 Distribucion de pacientes segiin grupo de edad
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Gréfico 7 Distribucién de paciente segin género

Elaborado: Katherine Guzman
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