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RESUMEN

Los servicios clinicos exigen una rdpida respuesta a las demandas
diagndsticas. La evolucion de las resistencias a antibidticos en estos
Ultimos tiempos hacen necesario contar con sistemas de deteccion
rapidos y fiables que permitan al clinico isnstaurar un tratamiento de
primera linea eficaz y eficiente. En este trabajo hemos disenado sistemas
de deteccion del prevalente H.pylori y su resistencia a claritronicina que
supone pasar de los 10 dias actuales a Th 30 minutos donde el clinico
podrd conocer el resultado de la muestra clinica y su resistencia a

Claritromicina.

ABSTRACT

Clinical services require a rapid response to the diagnostic demands.
Tthe evolution of antibiotic resistance in recent times make it necessary
to have a fast and reliable systems that enable the clinical detection
that allows an effective and efficient first line freatment. In this work we
have designed a detection system for the prevalent H.pylori and
resistance to clarithromycin of moving from the current 10 days to 1 hour
30 minutes where the clinician can have the outcome of the clinical

sample and its resistance to clarithromycin.
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RESUMO

Os Servizos clinicos esixen unha resposta rapida ds demandas de
diagndstico. A evolucion da resistencia aos antibidticos nos Ultimos
tempos fan necesario ter sistemas rdpidos e fiables que permiten a
deteccidn clinica e isnstauracion dun tratamento de primeira lina eficaz
e eficiente. Co sistemas de deteccidon desenrolados neste tfraballo para
a detecidn do prevalente H.pylori e resistencia & claritronicina perimitird
mover-se dos actuais 10 dias a 1 hora e 30 minutos, onde o médico
pode saber o resultado da mostra clinica ea sta resistencia &

claritromicina.
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1. INTRODUCCION

En 1984, Marshall y Warren identificaron definitivamente el Helicobacter
pylori (H. pylori) en el Hospital Royal Perth de Australia. Se sembrd a
partir de muestras de biopsias gdstricas de pacientes con gastritis y
Ulcera péptica. Basdndose en estos resultados, propusieron que el H.

pylori podria ser el agente etiologico de estas patologias. (1,2).

Los experimentos de auto-ingestion de la bacteria llevados a cabo por
Marshall y Morris y los posteriores con voluntarios, demostraron que estas
bacterias pueden colonizar el estbmago humano, induciendo de este
modo la inflamaciéon de la mucosa gdstrica. Marshall desarrolld un
episodio fransitorio de gastritis después de la ingestion de H. pyloriy en el
caso de Morris se convirtio en una gastritis mas persistente, que se
resolvid después de la terapia secuencial con doxiciclina primero y
luego con sdlicilato de bismuto. Estos resultados motivaron las
investigaciones posteriores sobre H.pylori en las que se demostré que la
colonizacién gdstrica por H. pylori puede conducir a una gran variedad
de ftrastornos del tracto gastrointestinal superior, tales como: gastritis
cronica, Ulcera péptica, linfoma asociado a mucosas (MALT) vy

carcinoma gastrico (1,3,4).

En 1.994 este microorganismo fue reconocido como carcindgeno de

tipo | y es considerado como el agente etioldgico mds comun en los
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cdnceres relacionados con enfermedades infecciosas. En 2.005 Marshall
y Warren fueron distinguidos con el Premio Nobel de Medicina por el
descubrimiento de esta bacteria y su relacion con la Ulcera péptica.
Aproximadamente el 10% de los individuos con H. pylori desarrollan
Ulcera péptica, entre un 1% y 3% desarrollan adenocarcinoma gastrico y

menos de un 0,1 % desarrollan linfoma relacionado con mucosa (35).

1.1. Helicobacter pylori. Microbiologia

1.1.1. Descripcion de género vy filogenia

El género Helicobacter pertenece a la subdivision de la Proteobacteria,
Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Esta familia también
incluye: Wolinella géneros, Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira, vy
Thiovulum. Hasta la fecha, el género Helicobacter consta de mds de 20
especies reconocidas, con muchas ofras a la espera de un
reconocimiento formal (6). Todos los microorganismos pertenecientes al
género Helicobacter son microaerofilicos y en la mayoria de los casos
son catalasa y oxidasa positivos. Un gran numero de ellos son fambién

ureasa positivos.

Las especies de Helicobacter pueden subdividirse en dos grandes
grupos: Helicobacter gdstricos y Helicobacter enterohepdticos (no
gdstricos). Ambos grupos muestran una gran especificidad orgdnica, lo
que provoca que los Helicobacter gdstricos no sean capaces de

colonizar el intestino o el higado y viceversa (7).
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Helicobacter gdstricos

La especie de Helicobacter gdstrico ha tenido que adaptarse al
inhdspito ambiente de la superficie de la mucosa gdstrica. Todas las
especies de Helicobacter gdstricos conocidos son ureasa positivos y
muy moviles a fravés de flagelos (8, 9). La produccion de la enzima
ureasa permite la supervivencia a corto plazo en un medio muy dcido
como el gdstrico, mientras que la motilidad permite el movimiento
rdpido hacia una zona de PH mds neutro de la mucosa gdstrica. Esto
explica por qué ambos factores son requisitos previos para la
colonizacion de la mucosa gastrica (10, 11, 12). La morfologia en espiral
y la motilidad flagelar a continuaciéon, ayudan a la penetracién en la
capa de moco viscoso, donde las condiciones de pH neutro permiten

el crecimiento de las especies de Helicobacter gdastricos.

Helicobacter enterohepaticos

Los Helicobacter enterohepdticos colonizan el tracto intestinal bajo,
incluidos el ileon, el célon y el arbol biliar de humanos y ofros mamiferos.
Tienen la capacidad de causar infecciones permanentes asociadas a la
inflamacidén crénica y a la hiperproliferacion de células epiteliales que, a
su vez, pueden desencadenar en una enfermedad neopldsica.
También estdn asociadas con enfermedades hepatobiliares en

humanos (13,14,15).
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1.1.2. Microbiologia del H. pylori

El H.pylori es geneticamente heterogéneo, probablemente debido
tanto a las mutaciones que el microorganismo ha de realizar para
adaptarse a las condiciones del medio gdstrico de su hospedador
como a los diferentes patrones de respuesta inmunitaria del mismo en

respuesta a la infeccidn por H.pylori (16).

Las mutaciones genétficas que dan lugar a la mencionada
heterogeneidad del H.pylori pueden acontecer de diversas formas,
infroduciendo o eliminando determinadas secuencias en la cadena de

DNA de la bacteria (17,18, 19).

1.1.3. Factores de virulencia del H. pylori

CagPAl es una region de 40 kb de ADN cromosémico que codifica
aproximadamente 31 genes que forman un sistema de secrecion de
tipo IV, y se puede dividir en dos regiones: Cag |y Cag Il, de acuerdo a
una nueva secuencia de insercion (20). Este sistema de secrecion
forma un pilus que inserta CagA (una oncoproteina) en el citosol de las
células epiteliales gdastricas través de una aguja rigida cubierta por
CagY (una proteina VirB10 homodloga) v CagT (una proteina-VirB7

homodloga) en la base. (21,22)

Una vez que la oncoproteina es introducida en el citosol de las células
epiteliales gdstricas produce la desfosforilacion  de las proteinas

celulares del hospedador y cambios morfologicos (23, 24). El CagA
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produce, asimismo, la desregulacion de la senalizacion por B- cateninas
(25, 26) y los complejos apicales de unidn (27), acontecimientos ligados
a una mayor motilidad de la célula y fransformacion oncogénica (28,

29).

Adicionalmente, algunos estudios han senalado que cagPAl parece
estar involucrado en la induccion de la produccion de interleucina-8

gdstrica (IL-8), un potente activador de los neutrdfilos. (30)

En consecuencia, la presencia del gen CagA estd asociado con
mayores grados de inflamacion gastrica, que provocard el desarrollo de
las enfermedades gastrointestinales mds graves, tales como la Ulcera

péptica (31) y cancer gastrico (32).

En los paises occidentales, diversos estudios afiirman que los individuos
infectados con cepas CagA positivas tienen un mayor riesgo de ulcera
péptica y cdncer gdstrico que aqguellos con cepas CagA negativas.

(33,34)

1.1.3.1. Vacuolating Cytotoxin Gene (vacA)

VacA es una citotoxina secretada por bacterias en forma de
polipéptido de 140-kDa, recortado en ambos extremos que se inserta en
las células del hospedador, en donde ejerce su actividad (35). El gen
que codifica VacA estd presente en todas las cepas y muestra la
diversidad alélica del H. pylori en tres regiones principales: los s (senal), el

| (intermedio), y las regiones infermedias (m), y, en consecuencia, la



Tesis Doctoral Pablo Baltar Martinez de la Riva

actividad citotdoxica de la toxina varia entre las cepas (36, 37). Las
diferentes combinaciones de los dos mayores alelos (s1, s2, 11, 12, M1, M2)
pueden existir para cada regioén, lo cual resulta en diferentes toxinas
VacA con distinta capacidad de inducir la vacuolizacion en las células
epiteliales (38, 39). Mientras las cepas vacA s1 / m1 son vacuolizantes y
las cepas vacA s2 / m2 son no vacuolizantes, sélo algunas cepas de
vacA sl / m2 son capaces de inducir vacuolas (40). En cuanto a la
region i: las cepas s1 / m2 tienen un alelo il vacuolizante, mientras que

las cepas s1 / m2 que tienen un alelo i2 son no vacuolizantes (41).

VacA induce multiples actividades celulares. La mejor estudiada entre
ellas es la alteracion en la maduracion endosomal, que en
consecuencia lleva a la vacuolizacion epitelial celular. VacA también es
capaz de inducir la formacién de la membrana de canal, la liberacion
del citocromo ¢ de la mitocondria y la unidn a receptores de

membrana que activan una respuesta proinflamatoria (42).

En los paises occidentales, incluyendo Ameérica Latina, el Oriente Medio
y Africa, muchos estudios han sefialado que individuos infectados con
cepas de H. pylori s1 o m1 ven incrementado el riesgo de sufrir Ulcera
péptica o carcinoma gdstrico, en comparaciéon con los infectados con

cepas s2 o m2 (43).
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1.1.3.2. Gen promotor de la Ulcera duodenal (dupA)

El H. pylori promotor de la Ulcera duodenal (DU) (Dupa), ha sido descrito
inicialmente como marcador de riesgo para el desarrollo de la Ulcera
duodenal y puede estar asociado con el desarrollo del carninoma
gastrico (44). La funcion del gen dupA no es del todo conocida
pudiendo actuar en combinacion con otros homologos para formar un
sistema de secrecion de tipo IV similar a la cagPAl (45). Ademdas, se ha
asociado con un aumento de la IL-8 en la mucosa gdstrica antral in
vivo, asi como, a partir de células epiteliales gdstricas in vitro. La
presencia de dupA puede participar en la absorcion de DNA de
transferencia. Los experimentos in vitfro eliminando el gen dupA
demuestran que la ausencia de dupA se asocia con una mayor

susceptibilidad a bajo pH (44).

1.1.3.3. Gen inducido por contacto con el epitelio (iceA)

Diversas investigaciones han demostrado que el iceA fiene dos

principales variantes alélicas: iceAl y iceA2 (46, 47).

El iceAl estd regulado por el contacto de H. pylori con células
epiteliales gastricas (47). Segun Doorn et al, existe una relacion
estadisticamente significativa con la presencia del alelo y la Ulcera
péptica (46). El iceA2 no fiene homologia con genes conocidos y su

funcion sigue sin estar clara, aunque algunos investigadores han
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relacionado este alelo con la gastritis asinftomdatica y la dispepsia no

ulcerosa (47.,48).

1.1.3.4. Ureasa

Para contrarrestar el ambiente acido del estdbmago, el H.pylori produce
una enzima, la ureasa, que hidroliza la urea en NHz y CO2 Se ha
demostrado que esta enzima juega un papel muy importante en la
colonizacion gdstrica, observdndose que las bacterias que no cuentan
con esa capacidad de produccion de ureasa no tienen tampoco la
capacidad de colonizar un medio dcido como el gdstrico (49).
Asimismo, la ureasa produce dano directo al epitelio al descomponerse
en amonia, subproducto que, en conjuncion con los metabolitos de los
neutrofilos, forma agentes carcindgenos que pueden parficipar en el
desarrollo de tumores gastricos (50, 51). La ureasa también provoca que
los neutréfilos y monocitos se establezcan en la superficie de la mucosa

y produzcan citoquinas proinflamatorias (52).

1.1.3.5. Outer membrane proteines (OMPs)

Los estudios de factores de virulencia del H.pylori se han centrado
siempre en los elementos que hemos visto anteriormente. Pero ademds
de éstos, el H.pylori posee un amplio repertorio de OMPs codificadas
como una familia de genes pardlogos (53). EIl genoma del H.pylori
posee gran plasticidad causada por una elevada tasa de mutaciones y

una elevada tasa de recambio de material genético, lo que le permite

10
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una libre recombinacion de sus genes (54, 55). La micro y macro
diversidad entre las diferentes cepas de H.pylori actian como causas
para la adecuada adaptacion al ambiente hostil que posee el medio
gdstrico, asi como a las variables condiciones de supervivencia durante
los procesos inflamatorios o durante la transmision entre individuos (56,
57). Esta heterogeneidad genéftica se ve claramente expresada en los
genes OMPs. El H.pylori contiene mds de 30 genes OMP, que se dividen
a su vez en: HOP (H.pylori outer membrane porins) y HOR (grupos

relacionados con HOP) (58).

1.1.3.6. Blood group antigen-binding adhesion (BabA)

La BabA es la adhesina mejor caracterizada. Han sido descubiertos tres
alelos Bab: babB, babAl, babA2 Algunos investigadores han
demostrado que existe una asociacion significativa entre los genotipos

positivos para babA2 y la ulcera péptica (59,60,61).

1.1.3.7. Sialic acid-binding adhesion (SabA)

La infeccidn por H. pylori induce la expresion de la inflamacién
asociada a estructuras de hidratos de carbono “sializadas”, que estdn
regulados como parte de ganglidsidos complejos en tejido gdstrico
inflamado. Por tanto, la adhesion de las bacterias a la mucosa gdstrica
depende de la SabA vy de los glicanos sializados afines que se

encuentran en la superficie de la célula huésped.

11
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La capacidad de unirse a las células epiteliales glicosiladas se considera
esencial para que el H. pylori cause infecciones y enfermedades, de

forma persistente (62, 63).

Se ha demostrado que el H. pylori también se une a los gldbulos rojos
de la sangre en los vasos sanguineos de la mucosa gdstrica en los seres
humanos infectados y monos rhesus. Se verificd que la SabA, es la
proteina de superficie bacteriana responsable de la capacidad de
unidn entre H.pylori y los glébulos rojos. Ademds, se han relacionado los
diversos polimorfismos del H. pylori con su capacidad de unirse a
diversos hidratos de carbono sializados, lo cual puede adaptar las
propiedades de unidn de bacterias tanto a hospedadores individuales
como a los diferentes patrones de glicosilacion epiteliales durante la

inflamaciéon crénica (64).

1.1.3.8. Outer infammatory protein (OipA)

La OipA, es una OMP (outer membrane proteine) proinflamatoria.
Inicialmente, Yamaoka et al (65) descubrieron que estaba
correlacionada con niveles elevados de IL-8 en la mucosa y que la
proteina se encontraba en el 97.5% de los pacientes con Ulcera gdstrica
o duodenal en comparacion con el 70% de las personas con gastritis

cronica (66).

Otro estudio demostré que el estado OipA estd fuertemente

relacionado con genotipos cagA, vacA yiceA (67).
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Kudo et al (68) verificaron que la OipA fenia una asociacion
significativa con: una alta densidad de H. pylori, una grave infilfracion
de neutrdfilos y con altos niveles de IL-8 en las mucosas. Asimismo, los
investigadores demostraron, que la OipA puede inducir la inflamacion y
la fosforilacion de las mdltiples vias de senalizacidn que suelen

interactuar con la cagPAI (CagA) ( 69.70).

1.2. Morfologia

El H. pylori es una bacteria gram-negativa, con una longitud de 2 a 4 um

y una anchurade 0,5a 1 um (Fig 1).

Por lo general, la bacteria presenta forma de espiral, aunque también
se puede presentar en forma de varilla. Las formas cocoides aparecen
después de periodos prolongados en placa de siembra o bagjo
tratamiento con antibioterapia invitro. En forma cocoide no se produce
crecimiento en placa, ya que se considera una forma de célula muerta
(71). Se ha sugerido en la literatura, que las formas cocoides pueden
representar una forma viable, pero siendo un estado que no fendrd la

capacidad de producir crecimiento en en placa (72).

El organismo tiene flagelos envainados de aproximadamente 3um de
longitud, que a menudo pueden llevar a un bulbo distintivo en el
extremo. Las formas flagelares confieren al microorganismo motilidad y
permiten el movimiento rdpido en soluciones viscosas, tales como la

capa mucosa que recubre las células epiteliales gdstricas (73).
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A diferencia de muchos ofros agentes patdgenos del tracto

gastrointestinal, carece de adhesinas fimbriales.

Fig. 1: Imagen al microscopio electrénico del H.pylori.

Kenneth E.L. McColl, M.D. Helicobacter pylori Infection. N Engl ] Med 2010;362:1597-604

1.3. Requisitos para su crecimiento

Una caracteristica clave del H. pylori, es su capacidad de crecimiento
en condiciones de microaerofilia, siendo el ambiente optimo niveles de
O2 del 2% a 5% vy del 5% a 10% de CO,. Muchos laboratorios utilizan
condiciones microaerdbicas estdndar de 85% N, 10% de CO2 y 5% O2

para el crecimiento del H. pylori.

No hay necesidad de Hz, aungue no es perjudicial para su maduracion.
El desarrollo de la bacteria acontece entre 34 y 40 °© C, con una

temperatura optfima de 37 ° C. Aunque su hdbitat natural es la mucosa
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gastrica acida, el H. pylori se considera un microorganismo neutralofilo.
La bacteria sobrevivird a una breve exposicion a valores de pH de
menos de 4, pero el desarrollo se produce sdlo en el intervalo de pH
relativamente estrecho de entre 5,5 y 8,0, siendo 6ptimo el ambiente a

pH neutro (74, 75).

El crecimiento en placa del H. pylori es muy exigente y requiere un
medio complejo. A menudo, se complementan con sangre ©O suero
(76). ComUnmente se utilizan medios sélidos para el aislamiento y cultivo
de rutina del H. pylori, como Columbia o Agar Brucella. Para el
aislamiento primario y de rutina se siembra con mezclas de antibidticos
selectivos, aunque éstos no se requieren per se. El suplemento Dent
consta de vancomicing, trimetoprim, cefsoludin, y anfotericina B (77), el
suplemento  Skirow (utilizado  alternativamente) consta de

vancomicinag, trimetoprim, la polimixina B, y anfotericina B (78).

El acislamiento de H. pylori a partir de muestras de biopsia gdstrica es
dificil y no siempre se puede realizar con éxito. Las siembras de H.pylori
deben ser inspeccionadas desde el dia 3 al dia 14 fras su siembra. El H.

pylori en placa aparece traslcido, liso y pequeno (1Tmm) (79).

Para su subcultivo, el H. pylori  tiende a adaptarse a las condiciones de
crecimiento utilizadas en el laboratorio. Cabe senalar que una vez que
la fase de siembra llega a la fase estacionaria, la tasa de crecimiento
declina rapidamente. Se produce ademds el cambio morfolégico a

una forma cocoide (80). El cultivo prolongado no da lugar a un
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aumento significativo de tamano de las colonias, sino que, conduce a
una transiciéon al estado cocoide imposible de crecer en placa. El H.

pylori se pueden almacenar a largo plazo a -80° C.

1.4. Metabolismo

El H. pylori tiene un estrecho abanico de huéspedes y érganos objetivo,
pero la infeccion es habitualmente de por vida. Este hecho sugiere la
enorme capacidad de adaptacion que la bacteria posee a su hdbitat
natural: la capa de mucosa que recubre las células epiteliales gdstricas.
Como consecuencia, el H. pylori carece de varias de las vias
biosintéticas se encuentran comunmente en bacterias menos
especializadas, como muchas bacterias entéricas (81, 82,83, 84, 85). El H.
pylori es ureasa, catfalasa y oxidasa positivo, caracteristicas que se

utilizan a menudo en identificacion de H. pylori.

El H. pylori puede catabolizar la glucosa, y tanto la informacién
gendmica como la bioquimica indican que el H. pylori no puede

catabolizar ofros azUcares (86, 87, 88, 89).

1.4.1. Respiracion y defensa frente al estrés oxidativo

El H.pylori es una bacteria microaerofilica, por lo que no tolera grandes
cantfidades de oxigeno, pero requiere al menos un 2% de Oz (90). En el
ser humano, el H.pylori estd altamente expuesto al estrés oxidativo

producido por la respuesta inmunitaria del hospedador. El H.pylori
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cuenta con varios mecanismos defensivos contra el estrés oxidativo

como la catalasa y el superoxido de dismutasa (91,92,93).

1.4.2. Metabolismo del nitrégeno

Los aminodcidos y la urea son las dos mayores fuentes de nitrogeno en
el medio gdstrico. El amonio es un componente clave en el
metabolismo del nitrdbgeno y de la resistencia a los dcidos por lo que es

l6gico que el H.pylori utilice varias fuentes para obtener amonio (94-100).

La via principal de produccion de amonio es a través de la enzima
ureasa, que no solo funciona en el metabolismo del nitrégeno sino que
también regula la resistencia al acido. El H. pylori produce grandes
canfidades de ureasa, y se ha estimado que hasta el 10% del

contenido total de proteinas de H. pylori estd formado por ureasa (101).

1.4.3. Envuelta celular, membrana externa y lipopolisacaridos (LPS)

La composicion de la envuelta celular del H. pylori es similar a la de otfras
bacterias Gram-negativas. Consiste en una membrana interna
(citoplasmdtica), periplasma con peptidoglicano, y una membrana
externa. La membrana externa se compone de fosfolipidos y LPS,
contiene ademds glucdsidos de colesterol, poco comun en bacterias

(69,256, 618, 619).
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1.5. Regulacién genética

Los cambios genéticos motivados por las variaciones en las condiciones
ambientales, son mediados a través de cambios en la transcripcidn de
un conjunto de genes que codifican el factor implicado en hacer frente

a estas tensiones.

El genoma de H. pylori contiene solo 4 sistemas completos de regulacion
de dos componentes, lo que contrasta fuertemente con la 36 sistemas
de dos componentes que se encuentran en la se encuentran, por
ejemplo, en la Escherichia coli K-12. Como hemos visto, el Unico nicho
conocido del H. pylori es la mucosa gdstrica humana y se considera que
ofrece unas condiciones relativamente estables y una competencia

limitada con otras bacterias (106-108).

1.6. Clinica

La colonizacién de la mucosa gadstrica por H.pylori no representa una
enfermedad en si misma, pero si es una condicion de riesgo para el
desarrollo de una serie de desérdenes clinicos del tracto digestivo

superior y posiblemente también del tfracto hepatobiliar.

Aungue la colonizacion gdstrica por H. pylori induce un cambio
histoldgico en la mucosa gastrica en todos los individuos infectados, sélo
una minoria muestra signos clinicos aparentes consecuencia de esta
colonizacion. Se estima que los pacientes H. pylori-positivos tienen entre

un 10% a un 20% de riesgo de desarrollar la una Ulcera gdastrica y un
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riesgo de entre el 1% y el 2% de desarrollar cdncer gdastrico (168, 331,
338). El riesgo de desarrollo de estos trastornos depende de las
caracteristicas individuales del microorganismo, del hospedador y de
factores ambientales que se relacionan sobre todo con el patrén vy la

gravedad de la gastritis (Fig2).

Fig. 2: Imagen de una biopsia gastrica que muestra H.pylori adherido al epitelio gastrico y la inflamacion
subyacente.
Kenneth E.L. McColl, M.D. Helicobacter pylori Infection. N Engl J Med 2010;362:1597-604.

1.6.1. Gastritis aguda y cronica

La fase aguda de la colonizacion por H. pylori puede estar asociada
con sinfomas inespecificos transitorios de dispepsia, nduseas, vomitos y
con una considerable inflamacion de ambos extremos proximal y distal
de la mucosa gdstrica. Esta fase estd a menudo asociada con
hipoclorhidria, que puede durar meses. No queda claro en la literatura si

esta colonizacion inicial puede estar seguida por una resolucion
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espontdnea de la misma liquidacion y la frecuencia con la que esto

podria ocurrir ocurre. (239, 390, 501).

La gastritis cronica activa es el resultado de la colonizaciéon primaria por
H.pylori asi como del resto de desdrdenes relacionados con la

colonizacion por H. pylori.

Cuando la colonizacién se convierte en persistente, existe una estrecha
correlacion entre el nivel de secrecion de dacido vy la distribucion de la
gastritis. En individuos con la secrecion de dcido intacta, el H. pylori,
coloniza el antro gdstrico, donde existen pocas células parietales
secretoras de dcido. La evaluacion histolégica de especimenes del
cuerpo gdstrico infectado revela una inflamacion cronica limitada y un

bajo numero de H. pylori en superficie.

Los individuos en los que la secrecion de dcido se ve afectada, debido
a cualguier mecanismo, tienen una distribucion mds uniforme de las
bacterias en antro y corpus y las bacterias del corpus estdn en contacto
estrecho con la mucosa dando lugar a una gastritis corpus-

predominante.

La reduccion en la secrecion de acido puede ser debida a una pérdida
de las células parietales como resultado de la gastritis atréfica, pero
también puede ocurrir cuando la capacidad de las células parietales
estd intacta pero la funcidn se inhibe por los dcido-supresores, en

particular, los inhibidores de la bomba de protones (IBP) (114).
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La inflamacién activa resultante mas la hipoclorhidria, paralela a la fase
aguda de la infeccidon, asi como los factores tales como las citoquinas,
incluyendo la interleuquina-1p (IL-1B), fienen un fuerte efecto supresor

sobre la funcidn de la célula parietal.

En la gastritis, se observan tres fendmenos: en primer lugar, la gastritis se
asocia con hipoclorhidria que resulta en el aumento de la secrecidn de
dcido (115, 116). En segundo lugar, la gastritis por H.pylori aumenta los
efectos supresores de los IBP (117). Como resultado de ello, pacientes
con enfermedad de reflujo gastroesofdgico (ERGE) pueden responder
algo mas rapido al tratamiento con IBP, tanto con respecto a la
resolucion de los sintomas como en la curacion de la esofagitis (118). En
tercer lugar, el uso de supresores de Acido en la gastritis de corpus, se
basa en un importe hallazgo, que muestra que los sujetos con genotipos
proinflamatorios tienen un elevado riesgo de gastritis de corpus y los
predispone a una gastritis atréfica, metaplasia infestinal y cdancer

gdstrico (119).
1.6.2. Ulcera péptica

Se puede definir la Ulcera péptica como un defecto en la mucosa
gdstrica comun de un didmetro de al menos 0,5 cm que penetfra a
través de la muscularis-mucosae (120). La mayoria de Ulceras gdstricas
ocurren a lo largo de la curvatura menor del estbmago, en particular,

en la transicién de corpus y la mucosa antral. Las Ulceras duodenales
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generalmente se generan en el bulbo, ya que es la zona mas expuesta

al dcido gastrico (121).

Tanto la Ulcera gdstrica como la duodenal estdn intimamente
relacionadas con la presencia de H.pylori en la mucosa gdstrica.
Aproximadamente un 95% de las Ulceras duodenales y un 85% de las
gdstricas ocurren por la presencia del H.pylori (122). Varios estudios de
cohortes senalan que los sujetos H.pylori positivos tienen de 3 a 10 veces
mds riesgo de sufrir una Ulcera que aquellos negativos por el H. pylori
(123). Del 10% al 15% de los sujetos H. pylori positivos desarrollaron una
Ulcera durante el periodo de seguimiento (124). Estos datos provienen

de estudios en los paises de las dreas desarrolladas del mundo.

La Infroduccion de regimenes de erradicacion completa de H.pylori
demostraron la relacién causal entre el H. pylori y la Ulcera, al observar
los investigadores que la erradicacion de esta bacteria tiene como
resultado una fuerte reducciéon en el riesgo de desarrollo de una Ulcera

recurrente (125).

Aproximadamente el 50% de los pacientes con Ulcera péptica asociada
a la presencia de H.pylori sufrieron una ulcera recurrente en el plazo de

un ano (126,125).

Esta recurrencia en la infeccion, puede ser debida a una reinfeccion o

a una nueva infeccién por H.pylori. Existen nichos en donde la bacteria
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no puede ser eliminada por la triple o cuddruple terapia y supone una

via de reinfeccion como puede ser la cavidad oral.

Las complicaciones derivadas de la Ulcera péptica incluyen: sangrado,

perforacion y estenosis.

El sangrado es la complicacion mds comun de la enfermedad de Ulcera
y se estima que ocurre entre el 15% al 20% de las Ulceras.
Aproximadamente el 40% de los pacientes con hemorragia digestiva
alta tfienen una Ulcera sangrante. El tratamiento primario para la
hemorragia digestiva por Ulcera péptica consiste en: terapia
endoscopica, destinada a establecer la causa del sangrado;
tratamiento de la hemorragia persistente; y estimar y reducir el riesgo de
recidiva de la hemorragia. La terapia endoscopica se puede realizar
por varios métodos, incluyendo la inyeccién de adrenalina, la
coagulacion con una sonda de calor, o la cauterizacion del vaso

sangrante. Posteriormente, estd indicada la terapia con IBP (120).

La incidencia de complicaciones por Ulcera péptica ha disminuido
fuertemente en los Ultimos 25 anos en relacion con la prevalencia de H.
pylori y el fratamiento. Sin embargo, la incidencia de la Ulcera
sangrante y perforaciones gdstricas ha permanecido estable debido a
la popularidad y  uso indiscriminado de los antinflamatorios no
esteroideos (AINES) y la ausencia de proteccion durante su utilizacion

(127, 128).
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El H.pylori y los AINES son dos de las mayores causas de Ulcera
gastroduodenal. Su potencial interaccion en la induccion de la
enfermedad de Ulcera gastroduodenal sigue siendo un drea
confrovertida. Un andlisis exhaustivo de los datos de su interaccion
reveld que los efectos de la de ambos factores de riesgo son
acumulativos. La erradicacion de H. pylori en los usuarios cronicos de

AINES disminuye la incidencia de la enfermedad de Ulcera (129).

1.6.3. La dispepsia no ulcerosa

La dispepsia no ulcerosa o dispepsia funcional se define como la
presencia de sinftomas en el tfracto gastrointestinal superior sin que exista
ninguna anomalia estructural identificable. Los sintomas de la dispepsia
suelen ser: reflujo gastroesofagico, ardor de estomago y regurgitacion.
También pueden aparecer problemas de motilidad y nduseas. Estos
sinftomas son muy comunes y los padecen entre el 20% y el 40% de la
poblacidn adulta en el mundo occidental. Entre el 30% y el 60% de los
pacientes con problemas funcionales como dispepsia pueden estar
infectados con H.pylori, pero esta prevalencia no es muy diferente a la

de la de la poblacién no afectada por dispepsia (130).

El H. pylori desempena un papel en la etiologia de los sintomas de la
dispepsia, por lo tanto, las estrategias de “test & treat” posteriores son
eficaces para pacientes con esos sinfomas. Para los pacientes con
dispepsia de origen desconocido, una estrategia de “test & treat” seria

una opcidn adecuada, aunque empiricamente el fratamiento con con
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anfidcidos puede ser mds eficiente en poblaciones con un bagja

prevalencia de H. pylori (120).

1.6.4. Gastritis atréfica, metaplasia intestinal y cdncer gdstrico

Es conocido que la inflamacién crénica inducida por H. pylori puede
conducir a una pérdida de la arquitectura de la mucosa gdstrica
normal, con destruccion de las gldndulas gdstricas vy fibrosis intestinal.
Este proceso de metaplasia y gastritis atréfica e intestinal ocurre en

aproximadamente la mitad de los colonizados por H.pylori (131).

Las dreas de metaplasia intestinal se extienden con el tiempo
multifocalmente, y aungue no dan lugar a ningun sintoma especifico,
aumentan el riesgo de cdncer gastrico de 5 a 90 veces, dependiendo

de la extension y la gravedad de atrofia (132).

El hecho de que la colonizacién por H.pylori aumenta el riesgo de
cdancer gdstrico via afrofia y metaplasia, queda probada en varias
publicaciones que demuestran que los infectados por H.pylori
desarrollan este tipo de condiciones en mayor medida que los controles

(133).

En base a estos hallazgos, se estimd que la colonizaciéon por H. pylori
aumenta el riesgo de cdncer gdastrico aproximadamente en 10 veces y
el H. pylori se designé como carcindgeno de clase | por la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) (134).
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También diversos estudios han demostrado que el riesgo de desarrollo
de cdncer gdstrico aumenta en pacientes colonizados con cepas
CagA positivas (135, 136) y también en aquellos con predisposicion
genética a una mayor produccidn de IL-1 en respuesta a la

colonizacion (137).

El cdncer gdastrico es el cuarto tipo de cdncer mds comun en el mundo
y aunqgue la incidencia en paises occidentales ha ido disminuyendo
paulatinamente junto con la tasa de infeccidn por H.pylori, esta sigue
siendo muy elevada en grandes dreas del mundo, particularmente en

las regiones de Asia Oriental y Ameérica del Sur (138).

1.6.5. Linfoma gdstrico (MALT)

La mucosa gdstrica no contfiene normalmente tejido linfoide asociado a
ella (MALT), pero el MALT aparece en respuesta a la colonizacion por H.
pylory. En algunos casos, una poblacion de células B monoclonales
pueden surgir de este tejido y proliferar para formar un linfoma MALT. Los
criterios para el diagndstico del linfoma MALT y la diferenciacion con
infiltrados reactivos policlonales siguen siendo controvertidas. Casi todos
los pacientes con linfoma MALT son H. pylori positivo (139), y los sujetos H.
pylori-positivos sufren un aumento significativo de riesgo de desarrollo
de Linfoma gdstrico MALT (140). Debido a las controversias diagndsticas
y la relativa rareza de esta enfermedad, la incidencia exacta en sujetos
H. pylori positivos se desconoce, pero los linfomas MALT pueden ocurrir

en menos de 1% de los sujetos positivos para H. pylori (141).
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En general, aproximadamente entre un 60% y un 80% de estos pacientes
llegan a la remision completa del MALT después de la erradicacion de
H. pylori pero un 10% siguen teniendo signos de enfermedad residua. El
resto no muestran progresion de la enfermedad. La variaciéon en la
respuesta puede en parte deberse a diferentes criterios para el

diagndstico del linfoma MALT (142).

1.6.6. Reflujo gastroesofdgico (ERGE)

El ERGE se ha considerado siempre independiente de la colonizaciéon
por H.pylori. Se puede producir con la misma frecuencia y gravedad en
pacientes H. pylori positivo y H. pylori negativo. Esta opinidn estd basada
en observaciones de corte transversal que sugieren que la prevalencia
de H. pylori entre los pacientes con ERGE fue similar a la de los controles

(143).

Otros estudios incluso sugieren que el H. pylori podria proteger contra el
desarrollo de la ERGE y por ello su presencia podria ser beneficiosa para
el hospedador. Este concepto emergente ha aparecido a partir de
observaciones repetidas de una baja prevalencia de H. pylori entre los
pacientes de ERGE, particularmente cepas mds virulentas (144) vy
también se ha observado un posible aumento de la incidencia de la

ERGE después de la erradicacion de H. pylori (145).

Aungue los datos epidemioldgicos sugieren que puede haber una

relacion inversa enfre H. pylori y la ERGE, el riesgo para el nuevo
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desarrollo o empeoramiento de la ERGE preexistente no es un problema

en la decision para iniciar el tratamiento contra el H. pylori.

1.6.7. Desordenes extragdstricos

Como hemos visto en los puntos anteriores, el H.pylori estd asociado a
varias patologias gastrointestinales, pero tambien ha sido relacionado

con patologias fuera del sistema gastrointestinal (SG).

1.7. Manifestaciones hematolégicas

Los bajos niveles de hierro, supone la deficiencia nutricional mdés comun
y causa de la anemia (146). La anemia ferropénica (AF) afecta a entre
el 2% y 5% de los adultos en el mundo desarrollado, siendo la
hemorragia gastrointestinal la causa mds probable (147). Ademds, la AF
se observa entre el 5% y el 12% de mujeres premenopdusicas sanas
(148), en relacién con la pérdida de sangre menstrual y el aumento de

las necesidades de hierro durante embarazo (149).

El vinculo entre H. pylori y la AF estd bien documentada en la literatura.
El primer caso fue publicado en 1991 por Blecker et al (150). Describe a
una nina de 13 anos con AF relacionada con gastritis cronica activa por
H. pylori positivo. Los niveles de hemoglobina se normalizaron con la

erradicacion de la H. pylori y sin suplementacion de hierro (150).

Estudios posteriores han descrito casos similares en los adultos (151, 152).

Cuatro metandlisis de ensayos controlados han apoyado esta
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asociacion y también han sugerido que el H. pylori puede interferir en la

absorcion de hierro (153, 154).

H. pylori causa la AF por varios mecanismos. Puede ocurrir por
hemorragia activa causada por gastritis, Ulcera péptica o cdncer

gastrico (155).

La infeccion por H. pylori ha sido bien estudiada en relacion a la AF. las
Las directrices de la Sociedad Britdnica de Gastroenterologia,
recomienda la erradicacion de H. pylori en pacientes con AF recurrente
con colonoscopia y endoscopia gastrica normales (156). Ademdas, la
recientes Directrices de Maastricht sugieren la erradicacién en todos los

pacientes con AF inexplicable (157).

1.7.1. Pdrpura tromocitopénica Inmune (PTI)

La Purpura trombocitopénica inmune se define como un trastorno
autoinmune que se caracteriza por la destruccion de las plaguetas
(158). Estd demostrado que la infeccion por H. pylori es una causa de PTI
secundaria. La prevalencia de infeccidén por H. pylori en pacientes con
PTl es mayor que en sujetos con la misma edad y género pero libres de

infeccion por H.pylori (155).

Gasbarrini et al (158), informaron en 1998 por primera vez de esta
asociacion. Se observd un aumento significativo en el recuento de
plaguetas en pacientes con PTl fras la erradicacion del H. pylori. Este

efecto fue confirmado en varios informes posteriores y que se resumen
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en una revision sistemdtica de 24 estudios observacionales y 1 estudio
de contfrol de participacion de 1.555 pacientes. Stasi et al (159)
enconfraron que en el 50% de los pacientes hubo respuesta plaquetaria

tras la erradicaciéon de H. pylori, especialmente en aquellos con leve PTI.

El prondstico a largo plazo de la PTl relacionada con H.pylori es
excelente. En un seguimiento de 8 anos fras la erradicacion de H.pylori

no se observd ninguna recurrencia (160).

No hay mecanismo probado sobre el papel de Infeccidn por H. pylori en
la patogénesis de PTI. La induccion de la agregacion plaquetaria a
través del factor de von Willebrand por ciertas cepas de H. pylori fue
demostrada en varios estudios (161). Los anficuerpos contra H. pylori
CagA, proteinas y antigenos plaguetarios también se han relacionado

(162).

La actividad de los monocitos y los macréfagos contribuyen a la

patogénesis antiplaquetaria (163).

En resumen, los estudios hasta la fecha apoyan la deteccién y la
erradicacion de H. pylori en la PTl. Las directrices que sugiere la
Sociedad Americana de Hematologia indican la erradicacion del

H.pylori en pacientes con PTI (158).
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1.8. Manifestaciones cardiopulmonares

1.8.1. Enfermedad de la arteria coronaria (EAC)

Los factores de riesgo conocidos para la enfermedad arterial coronaria
(EAC) tales como diabetes, hipertension, dislipidemia, obesidad y el
tabaquismo confribuyen a la aterosclerosis (164). La inflamacion cronica

también es un factor de riesgo para la aterosclerosis (165).

La inflamacion derivada de las infecciones cronicas, incluyendo H. pylori

han sido estudiadas, sin embargo, su papel en la EAC es conflictiva.

En 1994, Mendall et al, (166) en un estudio de casos y controles
observaron una asociacion entre EAC vy H. pylori que fue apoyado por
los estudios posteriores tras la realizacion de una angiografia (167). La
erradicacion de H. pylori atenud la reduccidon de la luz de la arteria
después de la angiografia (168), lo que sugiere un beneficio con el
tratamiento. Rogha et al (169) identificaron el H. pylori como un factor
de riesgo independiente de EAC para una poblacién irani. Ademdads, hay
evidencia de asociacion H. pylori tanto para la aterosclerosis temprana
(170) como avanzada, especificamente para las cepas CagA (171,

172).

Por el confrario, también hay publicaciones que no apoyan dicha
asociacion. Estudios como los de Danesh et al (173) o los de Padmavati

et al (174) no encontraron una asociaciéon entre EAC y H. pylori.
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Una publicacion alemana, no enconiré asociacion entre la infeccion

por H. pylori, gastritis cronica atréfica y eventos cardiovasculares (175).

Existen diferentes mecanismos propuestos para vincular el H. pylori a
EAC. El H. pylori se encontré en cantidades sustaciales en las placas
aterosclerdticas de las cardtidas, por lo tanto lo propusieron como un

patdgeno directo contra la pared del vaso (176).

Tamer et al (177) sugirieron que el H. pylori puede causar la aterogénesis

a través de la actividad inflamatoria persistente.

El mimetismo molecular entre el antigeno CagA vy los péptidos de la
placa aterosclerdtica podria significar un posible enlace patogénico

(178).

Existe evidencia de la modificacion del metabolismo de los lipidos por la
infeccion por H.pylori (179), con los resultados de un estudio que
demuestra un aumento de los niveles de colesterol total y lipoproteinas

de baja densidad-colesterol (LDL-C) en pacientes infectados (180).

En conclusidon, aungue los resultados son controvertidos, hay evidencia
de relacion entre CAD y H. pylori. Los mecanismos propuestos son

plausibles, sin embargo, los resultados globlaes no son concluyentes.

1.8.2. Asma (A)

Se ha producido un aumento de la prevalencia de asma y ofros

trastornos atdpicos durante los Ultimos anos (181). Los estudios que se
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centran en la hipodtesis de motivos higiénicos frente a enfermedades
alérgicas, establece que la exposicion a ciertos agentes infecciosos
pueden ser protectores frente al desarrollo de nuevas enfermedades

alérgicas (182).

Como resulfado de estas hipodtesis, se ha observado una asociacion
negativa entre la infeccidon por H. pylori y el desarrollo de asma. Estudios
realizados en ninos y adultos (183, 184) han demostrado una menor
prevalencia de H. pylori en los pacientes asmdticos. El mecanismo
patogénico de este efecto protector es la capacidad del H. pylori para
estimular el linfocito tipo T-helper 1 (Th1) en la respuesta inmune. Esto
promueve la infeccidn persistente pero confiere proteccidén contra el

asma.

Por el contrario, exiten ofros estudios que han informado de una
neutralidad en la asociacion e incluso asociaciones positivas entre la

infeccion por H.pylori y el asma (186, 187).

Se han readlizado diversos metandilisis recientes para aclarar estos
resultados controvertidos. Wang et al (188) revisd 19 estudios y encontrd
una débil asociacion inversa entre el asma y la infeccidon por H. pylori.
Del mismo modo, Zhou et al (189) encontraron una tasa
significativamente menor de infeccion por H. pylori en los asmdaticos en

una revision de 14 estudios.
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Esta relacion inversa esta bien apoyada en la literatura cientifica,
especialmente en el asma infantil. Sin embargo, se necesitan estudios

con muestras de mayor tamano a fin de aclarar esta asociacion.

1.9. Manifestaciones metabdlicas

1.9.1. Resistencia a la insulina y sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (MS) incluye varios factores de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo 2, tales como

hiperglucemia, dislipidemia, la obesidad e hipertension (190).

La Resistencia a la insulina (IR) es un factor patogénico clave en MS
(191). El papel de la infeccién por H. pylori en la patogénesis de la MS e

IR se ha estudiado, pero sigue siendo controvertido.

Los estudios epidemiolégicos han apoyado un vinculo entre MS, IR e
infeccion por H. pylori (192-195). Los hipotéticos mecanismos
fisiopatoldgicos, incluyen: la activacion de sustancias proinflamatorias y

sustancias vasoactivas (196).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se ha propuesto que
el fratamiento de la infeccion por H. pylori podria prevenir confra la
enfermedad de arteria coronaria y MS (197). Una revision sistemdtica de
9 estudios realizado por Polyzos et al (196) sugiere una tendencia hacia
una asociacion positiva entre la infeccidn por H. pylori y Il IR. Es
destacable la gran heterogeneidad de resultados existente entre los

estudios revisados.
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Por el confrario, ofros estudios no han encontrado relacidon entre la

infeccion por H.pylori con IR o EM (70-72).

Un metaandlisis de 18 estudios en el que incluyeron a 10.000 pacientes
no encontrd relacion significativa entre H. pylori y las cifras de colesterol
total y triglicéridos. Naja et al (201) estudiaron la asociacion entre la
infeccion por H. pylori e IR y MS en una poblacién libanesa. No
encontraron ninguna asociacion entre ellas y llegaron a la conclusion
de que la terapia de erradicacion del H. pylori para prevenir IR y MS no
estaba justificada. Ademds, Lu et al (202) no encontraron ningun
cambio en los niveles de glucemia en ayunas o de los lipidos después
de la erradicacién de H. pylori, en un estudio prospectivo que incluyd a

48 pacientes.

Es evidente que hasta el momento los estudios disponibles arrojan
resultados contradictorios. Serian necesarias mads investigaciones acerca

de dicha asociacion.

1.9.2. Diabetes Mellitus Tipo 2

Estd documentado que los marcadores de la inflamaciéon se asocian
con la diabetes tipo 2 (DT2) (203-205). Las infecciones cronicas con
diversos patdégenos han sido senaladas como los factores que
contribuyen a este estado inflamatorio. Los estudios iniciales, utilizando
andlisis  transversales, no apoyaron esta asociaciéon  (206-208).

Especificamente, en infecciones con Chlamydia pneumonia, H. pylori,
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citomegalovirus, herpes simples virus y / o hepatitis A no se pudo
comprobar que estuviesen asociadas con la resistencia a la insulina o

diabetes (207, 208).

Por el contrario, existen publicaciones que apoyan esta asociacion
(209). Un meta-andlisis de 41 estudios observacionales con 14.080
pacientes encontrd una alta prevalencia de H. pylori en pacientes con
diabetes, especialmente tipo 2 (210). Un estudio prospectivo reciente de
768 pacientes sometidos a seguimiento durante 10 anos, encontrd que
la seropositividad por H. pylori se asociaba con una mayor tasa de

incidencia de diabetes (211).

El H. pylori también se ha relacionado con microalbuminuria, que es un
fuerte predictor del desarrollo de la diabetes (212). Chung et al (213)
llevaron a cabo un estudio transversal en 2.716 pacientes coreanos y
encontraron que la seropositividad a H.pylori estaba asociada con la

microalbuminuria.

Actualmente a la vista de los resultados, se necesitan estudios
prospectivos de mayor entidad para aclarar los hallazgos recientes. Si la
infeccion por H. pylori es un factor etfioldgico para la diabetes, la terapia
de erradicacion de H.pylori estard justificada para evitar el devastador

resultado del mal control glucémico.
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1.10. Manifestaciones neurolégicas

Accidente  cerebrovascular isquémico  (ACV). El  accidente
cerebrovascular isquémico representa aproximadamente el 50% de
todos los tipos de accidentes cerebrovasculares. Las patologias
inflamatorias e infecciones créonicas han sido consideradas factores de

riesgo en el de ictus (214).

El H. pylori ha sido considerado como un factor de riesgo, sin embargo

los resultados son confrovertidos.

Whincup et al (215) publicaron en 1996, la posible asociaciéon, sin
embargo, la relacion se debilitd considerablemente después del gjuste

de varios factores de riesgo importantes.

Markus et al (216) publicaron la existencia de la asociacion entre ACV y
H. pylory, debido a la redcuccion de la luz de las arterias de pequeno

calibre.

Por el contrario, Ashtari et al (217) no observaron asociacion entre la
seropositividad y ACV en un estudio de casos y controles. Por su parte,
Ridker et al (218) tampoco enconfraron asociacion entre la presencia

de H.pyloriy la concurrencia de eventos cardiovasculares.

En aqguellos estudios donde se han hallado relacién positiva entre ACV y
H. pylori, se demostrd una mayor prevalencia de la cepa CagA (219,

220).
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A la vista de los estudios analizados, la relacion entre H. pyloriy ACV, es
controvertida pero se ha encontrado suficiente evidencia cientifica

para certificar su existencia.

1.10.1. Parkinson

Antes del descubrimiento del H. pylori, se habian observado un exceso
de Ulceras pépticas en pacientes con enfermedad de Parkinson (221).
Altschuler (222) fue el primero en sugerir una posible relacion causal en

1996.

En publicaciones recientes se ha propuesto que el dano neuronal
provocado por la enfermedad de Parkinson puede ser una respuesta a

la infeccion crénica por H. pylori (223).

En un estudio controlado, aleatorio a doble ciego, Bjarnason et al (224)
encontraron que la erradicacion de H. pylori habia cambiado el curso
de la enfermedad. Pierantozzi et al (225) encontraron que el éxito en la
terapia de erradicacion del H. pylori mejoraba la farmacocinética y la
respuesta clinica a la L-dopa mediante el aumento de la absorcion de
la misma. Esto podria ser debido a la resolucion de gastroduodenitis

causada por H. pylori.

La aparicion anticuerpos CagA en suero del paciente puede ser
predictivo de la enfermedad de Parkinson y se asocia con un mal

prondstico (226).
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1.10.2. Enfermedad de Alzheimer

Las infecciones se han propuesto como un factor de riesgo para las
enfermedades con deterioro cognitivo como la demencia y la
enfermedad de Alzheimer (AD). La infeccion por H. pylori, junto con el
virus del Herpes simple, Picornavirus, virus de Borna, Chlamydiaq,
neumonia e infecciones por Espiroquetas han sido propuestas en la

literatura como factores de riesgo (227).

Kountouras et al (228) informaron de una mayor prevalencia de la
infeccion por H. pylori en la poblacion griega con AD. Esto fue apoyado
por una mayor prevalencia de antigenos contra H.pylori en el liquido
cefalorraquideo de los pacientes con AD (229). Después de 2 anos de
seguimiento, los pardmetros cognitivos y funcionales mejoraron en los
pacientes donde H. pylori se llevd a cabo la terapida de erradicacion

con éxito (230).

De momento son pocos los experimentos que han demostrado la
mejoria en los sinfomas en los pacientes en los que el H.pylori ha sido
erradicado con éxito por lo que, se necesitan mds estudios para

certificar esta asociacion.

1.10.3. Migranas

Las migranas son un frastorno neuroldgico comun caracterizado por
episodios recurrentes de dolor de cabeza intenso y asociados sinfomas

como sensibilidad a la luz o al sonido.
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Un cuarto de los pacientes sufren migrana acompana auras (231), un
fendmeno, por tanto, neurolégico que incluye alteraciones sensoriales y

motoras.

Las teorias contempordneas de la fisiopatologia de la migrana apuntan
hacia una disfuncidén neuronal primaria, en lugar del modelo tradicional
de la vasoconstriccion y vasodilatacion (232, 233). Aunque la etiologia
exacta continba siendo desconocida, los factores genéticos vy
ambientales se han asociado con las migranas créonicas (234). Entre
ellos, infecciones cronicas, como H. pylori se ha relacionado sobre todo

en aquellos pacientes con migranas sin aura (235).

Entre los pacientes con migranas, diferentes estudios han demostrado

una mayor prevalencia de infeccion por H. pylori.

Un estudio encontré una mayor prevalencia de la migrana en pacientes
infectados con H. pylori, diagnosticadas por prueba de aliento. Del
mismo modo, usando la serologia como método diagndstico, se
enconiré que los pacientes con Ig positiva para H.pylori mostraron un

mayor indice de migranas que los controles (237).

Varios estudios demuestraron que tras la terapia de erradicacion de H.
pylori, una proporcion significativa de los pacientes con migrana
refireron no haber padecido mds dolores de cabeza o la reduccion en

la gravedad de los sinfomas (236-238).
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Gasbarrini et al (236) en su publicacion reportaron la completa
resolucion de los dolores de cabeza en el 17% de los pacientes y que
todos los pacientes mejoraban sus sinfomas tras la terapia de

erradicacion de H. pylori.

Una vez confirmada la erradicacion del H.pylori, utilizando la prueba de
antigenos en heces, ofro estudio encontrd una mejoria significativa en

severidad de la clinica de la migrana en el 84% de los pacientes (238).

Por contra, otros estudios no han mostrado un aumento significativo de

la infeccion por H. pylori en los pacientes con migranas.

Un primer estudio de casos y controles italiano compard la tasa de
infeccion por H. pylori mediante la prueba de serologia y aliento y no
encontré una diferencia significativa en la prevalencia de la infeccion

entre los que sufren de migrana y los controles (239).

Dos estudios de migranas en ninos tampoco encontraron un aumento
significativo de la infeccion por H. pylori en las pruebas de aliento (240)

O por muestras de biopsia (241).

En resumen, la presencia de infeccidon por H. pylori parece estar
asociado con la severidad de los ataques de migrana como han
demostrado multiples estudio. Sin embargo, la asociacion en términos
de prevalencia arroja datos conflictivos. Se requieren mds estudios para
establecer un vinculo firme, con mayores estudios epidemiolégicos, asi

como ensayos aleatorios a doble ciego.
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1.11. Manifestaciones dermatoldgicas

1.11.1. Urticaria espontdnea cronica

Urticaria espontdnea crénica (CSU) se define como la aparicién de
forma espontdnea de una pdpula y/o angioedema con duracion de
mas de é semanas (242). CSU afecta hasta el 1% de la poblacion
general (243, 244). Existe otro tipo de urticaria cuya etiologia permanece
indeterminada en el 80% -90% de los pacientes y se denomina urticaria

idiopdtica crénica (CIU) (128).

Se ha reportado la asociacion entre H. pylori y la CSU pero su relacion es

controvertida.

Fukuda et al (246) enconfraron que entre un grupo de pacientes H.
pylori positivos con CSU, existio una mejora significativa fras el
tratamiento de erradicacion de H.pylori. Esto fue apoyado por un

revision sistemdtica de 10 estudios de Federman et al (247).

Por el contrario, Daudén et al (248) no mostraron asociacion en un
estudio de casos y controles de 25 pacientes. Moreira et al (249)
tampoco lograron demostrar la asociacion. Sin embargo, se encontrd
que aquellos pacientes con clinica de la CSU fenian mayores
concentraciones de H.pylori en la prueba de la ureq, lo que sugiere que
la cantidad de H. pylori en la colonizacion influye en la patogénesis de

CSU.
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Un reciente estudio prospectivo realizado por Chiu et al (250) estd a
favor de una asociacion global entre H. pylori y CSU. Curiosamente,
ninguna asociacion significativa fue encontrada con genotipos

virulentos de H. pylori (CagA, VacA).

En resumen, los estudios son controvertidos sin embargo, los estudios mas
recientes demuestran que existe relacidn entre H.pylori y CSU. Los
genotipos y las cepas virulentas de H. pylori no parecen ser tener

influencia en esta asociacion.

1.11.2. Rosdcea

La rosécea es una condicion dermatoldgica cronica caracterizada por
eritema facial central persistente con presencia de telangiectasios.
También pueden darse ofras lesiones similares al acné asi como

sinfomas oculares asociados en la rosacea ocular (251).

A partir de estudios epidemiolégicos, los paises del norte de Europa vy los
de origenes celtas parecen estar en mayor riesgo de rosdcea. Se estima
que la prevalencia de la rosdcea es del 1% al 10% en poblaciones de

piel clara (252).

Los estudios sugieren una relacién entre H. pylori y la rosdcea por el

aumento de la seroprevalencia en pacientes con rosdcea (253, 254).

Muchos estudios han reportado resultados contradictorios con el grado

de correlacion enfre H. pylori y la rosdcea. Mientras que algunos
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estudios han demostrado una mayor prevalencia de H. pylori en la

rosdcea, algunos estudios no lo han conseguido (255,256, 257).

Estudios mds recientes demuestran una mejora significativa en la
gravedad de la rosdcea en pacientes H. pylori positivos tras el

tratamiento de erradicacion recibido (258-260).

La rosdcea como manifestacion extraintestinal de H. pylori requiere mas
estudios de investigacion, sin embargo, a pesar de conflicto datos de
prevalencia, el tratamiento de erradicacion en los que tienen tanto
rosdcea y H. pylori parece ser beneficioso en la reduccion gravedad de

la enfermedad de la piel.

1.12. Otras manifestaciones

1.12.1. Fibromialgia

La fibromialgia (FM) es un trastorno de dolor comun caracterizada por
mialgias cronicas y artralgias sin evidencia clinica de inflamacion del
tejido. La etiologia del dolor se desconoce; sin embargo, estudios
fisiopatoldgicos actuales se han centrado en el papel de una alteracion

del sistema nervioso central en el procesamiento del dolor (261, 262).

Las infecciones se han relacionado con la patogénesis de FM y han sido
encontradas asociaciones temporales con la hepatitis C, virus de la

inmunodeficiencia humana, y la enfermedad de Lyme (263).

La infeccidon por H. pylori parece estar asociada con la FM. Un estudio

casos y controles en Egipto encontrd elevadas tasas de IgG por H. pylori
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en mujeres con FM en comparacion con los controles (264) Ademads,
entre los Pacientes con FM, aquellos con serologia positiva tienen peores

sinftomas medidos por el Cuestionario de Impacto de Fibromialgia (264).

Otro estudio de casos y controles también encontré un aumento
significativo en la prevalencia seroldogica en las mujeres con FM

comparaciéon con los confroles (265).

Por contra, un estudio de casos-controles reciente no encontrd
diferencia en la prevalencia serolégica entre los pacientes de

fibromialgia y los controles (266).

Debido a los resultados contradictorios, se requieren mds estudios antes

de poder afirmar que existe un vinculo ente FM y H.pylori.

1.13. Diagndstico y tratamiento

1.13.1. Diagndstico

Un gran numero de métodos estdn disponibles para la deteccion de H.
pylori. Existen métodos invasivos, como la endoscopia digestiva que
obtiene tejido gdstrico para histologia o métodos no invasivos como la
prueba rdpida de la ureasa, la prueba de anfigenos presentes en
heces, la PCR o el crecimiento en placa. Vamos a ver de forma

detallada cada uno de ellos.
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1.13.2. Los métodos no invasivos

La prueba rdpida de la ureasa o la prueba de antigenos fecales son los

métodos preferidos para la deteccion de la infeccidn activa (267).

El prueba del aliento o prueba rapida de la ureasa (UBT), consiste en
una bebida que contiene urea marcada con carbono-13 o carbono-
14. El radiomarcador ingerido de carbono es convertido en didxido de
carbono y amoniaco por la ureasa del H. pylori. El didxido de carbono
es absorbido en el torrente sanguineo y se espira por la respiracion. Se
toma una muestra de aire espirado y se analiza la presencia del
carbono marcado. La prueba también tiene la ventaja de identificar la
infeccion activa. La sensibilidad y la especificidad de la prueba de UBT

es del 99% y 98%, respectivamente (268).

En las heces también se puede detectar la presencia de H. pylori
mediante la deteccidén de anfigenos, utilizando anticuerpos
monoclonales o policlonales. La prueba utilizaba inicialmente un
proceso de ELISA, pero se ha modificado en un ImmunoCard, que es Ufil
para clinicas de pequeno tamano y pruebas de campo en los paises
del tercer mundo. La sensibilidad y especificidad para la prueba es del
24.1% y 91,8%, respectivamente. La prueba de heces también es mds
econdmica que la endoscopia para la confirmacién de la erradicacion.
La recogida de la muestra puede ser una limitacion de para algunos

pacientes, pero es adecuado para los pacientes infantiles (269, 270).

46



Pablo Baltar Martinez de la Riva Tesis Doctoral

Los inhibidores de la bomba de protones y antagonistas de los
receptores H2 deben ser retirados varios dias antes de la prueba UBT o
heces, debido a la posible generacion de falsos negativos. De igual
modo, los antibidticos fomados durante las cuatro semanas antes de la
prueba pueden producir falsos negativos. Algunos estudios sugieren
esperar hasta 8 semanas post-tratamiento para mejorar la exactitud de

la prueba (269).

Las pruebas serolégicas parala deteccidon del H. pylori son ampliamente
accesibles y son relativamente econdmicas. Las placas microtiter
recubiertas con antigenos para H. pylori, en combinacion con un

anticuerpo secundario, se utilizan para detectar la IgG especifica del H.

pylori.

Los resultados de la serologia no se ven afectados por la terapia de
supresion dcida o el reciente el uso de antibidticos, sin embargo, la
seropositividad no es una confirmacion de infeccion actual H. pylori. Del
mismo modo, la serologia no puede ser utilizada para confirmar
curacion tras una ferapia de erradicacion ya que los anticuerpos
permanecen durante un periodo de hasta é meses postinfeccion. La
sensibilidad y la especificidad de la serologia para la deteccidn de la
infeccion inicial comparada con el estdndar de oro de la histologia

tiene una sensibilidad del 85% y una especificidad del 79% (271).
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1.13.3. Los métodos invasivos

Se requiere la realizacion de una endoscopia para obtener una muestra
de tejido gdstrico y asi evaluar en grado de patologia en el tejido

gdstrico.

Las tinciones de  Giemsa, Warthin-Starry, y Diff-Quik, ademds de
hematoxilina y eosina se utilizan para identificar H. pylori. Las finciones
de Giemsa proporcionan la idenfificacion de las bacterias, evaluan la
inflamacién, y también proporcionan evidencia de metaplasia intestinal.
Ninguna ofra prueba permite la identificacion de la metaplasia

intestinal.

Es necesario tomar muestras gastricas de al menos fres zonas para
obtener el mejor diagnostico. Ha de incluir, angularis, la curvatura mayor

del corpus y la curvatura del antro.

El alto costo de la infraestructura, la variabilidad de opinidn del
patdlogo y la necesaria alta capacitacion del personal son las
limitaciones que impiden a este método de ser considerado como

estandar para el diagndstico (272, 273).

La siembra en placa ofrece una alta especificidad para el diagndstico
de H. pylori, sin embargo, a menudo carece de la sensibilidad de otros
métodos invasivos. Desde un punto de vista prdctico, las técnicas de
siembra son técnicamente dificiles y costosas. El H. pylori es un

organismo exiremadamente delicado, que requiere, para su
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crecimiento, un ambiente microaerofiico y de 7 a 10 dias para formar
colonias visibles en medios solidos. El personal del laboratorio debe
sembrar las muestrar a la mayor brevedad posible y evitar la exposicion
prolongada a niveles de oxigeno del ambiente para maximizar la
supervivencia del organismo. La siembra en placa es interesante para
realizar antibiograma, aunque como posteriormente veremos las
técnicas moleculares poco a poco irdn sustituyendo a estas como

estadndar oro.

Las técnicas de PCR son utilizadas para detectar el ADN de H. pylori,
siendo la técnica mas fiable en muestras de biopsia. Puede obtenerse
una sensibilidad y especificidad del 100% (274). Las contaminaciones en
los endoscopios inadecuadamente higienizados pueden crear falsos
positivos. Los falsos negativos pueden ocurrir debido a los inhibidores de

la PCR dentro del tejido gdstrico, heces o saliva.

1.13.4. Conclusiones

La eleccion de la prueba diagnodstica optima para determinar el estado
de la infeccidn por H.pylori, depende de la sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad, coste, disponibilidad y rapidez en la obtencidon de los

resultados (275).

Exista la evidente necesidad de contar con un método de referencia
que serd utilizado como “estdndar oro” para encontrar dénde reside de

forma indudable la infeccidn. Desafortunadamente, ninguno de los
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meétodos utilizados en la actualidad es capaz de ofrecer un 100% de
efectividad. La solucidn se encuentra en combinar varios resultados de

dos o mds técnicas y comparar los resultados de cada método.

Los resultados con la técnica de PCR pueden ser ligeramente superiores
en comparacion con otros métodos de diagndstico para la deteccion
de la infeccion por H. pylori, especialmente, para verificar la

erradicacion de H. pylori después del fratamiento (275, 276).

La técnica de PCR se considera como un método altamente sensible
para detectar el ADN de H. pylori partir de diferentes muestras clinicas
(277,278,279) y proporciona una informaciéon muy Util relativa a la
presencia de genes que codifican factores de virulencia especificos y
resistencia a los antibidticos (280). Tanto la sensibilidad y especificidad

de la PCR se encuentran cera del 100% (281).

La PCR también puede generar problemas como los falsos positivos por
contaminaciones cruzadas y la deteccidon de ADN de bacterias muertas

(275).

La bagja tasa de positividad de la siembra en placa (69%) puede ser
debido a: las exigentes condiciones del H.pylori para crecer en medios
solidos, a la presencia de formas cocoides no cultivables, la ausencia de
microorganismos en las muestras de biopsia gdstrica, la pérdida de
viabilidad de la bacteria durante el transporte, por la contaminacion

con ofros microorganismos o por tratamiento con anfibidticos (282, 283).
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A pesar de que la técnica de PCR puede ser utilizada como estandar

de oro, el método que se propuesto dependerd de los métodos

diagndsticos disponibles. Si no existen instalaciones para la realizacion

de endoscopia, el kit de deteccidon de anticuerpos monoclonales en

muestras de heces es un método correcto, tan correcto como la UBT o

la serologia, que aunque no es Util para diferenciar la infeccion activa,

puede ser la mejor opcidn en niNos.

Podemos ver en la tabla 1

técnicas con sus ventajas y desventajas.

un cuadro resumen de las diferentes

Test Ventajas Desventajas
No invasivos
Serologia Faciimente accesible, El resultado positivo

barato

puede ser de una
infeccién pasada. No
recomendado para
confirmar la
erradicacion

Prueba de aliento (UBT)

Altos valores predictivos
positivos y negativos. Util
antes y después del
tfratamiento.

En pacientes tfratados
con inhibidores de la
bomba de protones
(IBP), antibidticos o
bismuto puede dar
falsos negativos. Muchos
recursos y personal para
poder realizar el test.

Test de antigenos en
heces

Altos valores predictivos
positivos y negativos,
con el test de
anticuerpos
monoclonales. Util antes
y después del
fratamiento.

Proceso de toma de
muestra desagradable
para algunos pacientes.
Puden darse falsos
negativos si el paciente
ha sido tfratado con IBP,
antibidticos o
preparados de bismuto.

Invasivas

Tests basados en la
ureasa

Rapida, barata y precisa
en pacientes
seleccionados.

En pacientes tratados
con inhibidores de la
bomba de protones
(IBP), antibidticos o
preparados de bismuto
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puede dar falsos

negativos
Histologia Buena sensibilidad y Requiere de personal
especificidad. capacitado.

Siembra en placa

Excelente especificidad;
ofrece la posibilidad de
realizar el test de
sensibilidad a los
antibidticos.

Sensibilidad variable.
Requiere personal
capacitado e
instalaciones
debidamente
equipadas.

PCR (biopsia gdstrical)

Alto valor predictivo
positivo y negativo. Util
antes del tfratamiento.
Rdpida y econdmica.

No distingue entre
bacterias vivas y
muertas. Requiere
equipamiento y
personal entrenado.
Inhibiciones en heces.

Tabla 1. Cuadro resumen de los diferentes tipos de pruebas diagndsticas y sus principales ventajas y

desventajas.

Elaboracién propia en base al cuadro del articulo, Kenneth E.L. McColl, M.D. Helicobacter pylori Infection.

N EnglJ Med 2010;362:1597-604.

1.14. Tratamiento

Existen en la actualidad, varias opciones para el tratamiento de la
infeccion por H. pylori, sin embargo, no se ha definido un Unico

tratamiento éptimo.

Histéricamente, las combinaciones de varios antibidticos han sido
utilizadas para erradicar la infeccion. Los antibidticos utilizados incluyen
claritromicina, amoxicilina, metronidazol, tetraciclina, fluoroquinolonas,
tinidazol, y ofros. Estos antibidticos se utilizan habitualmente en
combinacion con agentes antidcidos, como los IBP o las sales de

bismuto.

La eficacia de las terapias mds comunmente utilizadas se ha visto
comprometida por la aparicion de cepas de H. pylori resistentes a los

antibidticos y por la mala adherencia al fratamiento de los pacientes.
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Estos factores combinados han reducido la eficacia del tratamiento a

niveles menores o iguales al 80% en muchas areas geogrdaficas (284)

En consecuencia, han sido aprobadas nuevas estrategias de
tratamiento para sustituir a la triple terapia estdndar. Estas nuevas
combinaciones, han sido utilizadas en dreas con una alta prevalencia
de cepas resistentes a la claritromicina, que es el factor de riesgo mas

importante para el fracaso de los regimenes de tratamiento (285).

La resistencia a amoxicilina se ha mantenido relativamente estable,
mientras que la resistencia a metronidazol y claritromicina ha ido en
constante aumento. La prevalencia de la resistencia a los antibidticos
varia considerablemente segun la region de estudio y se relaciona con
el uso de antibidticos, tales como claritromicina y metronidazol, para las

infecciones respiratorias o gastrointestinales (284).

Una de las primeras estrategias desarrolladas para el tratamiento de la

infeccion por H. pylori fue la estrategia “test-and-treat”.

Esta terapia estd indicada para pacientes menores de 45 anos de edad
con dispepsia persistente, Ulcera péptica, MALT de bajo grado, y
gastritis  afréfica. La  estrategia  test-and-treat se basa en la
determinaciéon de la existencia de H. pylori y su erradicacion cuando se

detecta.

Actualmente se recomienda dividir el tratamiento empirico de primera

linea en dos grandes grupos: las poblaciones con baja y con altas tasas
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de resistencia a la claritromicina. Para estos grupos, 1os niveles de
resistencia aceptables se establecen en porcentajes dell5% al 20%

(291).

1.14.1. Tratamientos de primera linea en dreas con baja resistencia a

la claritromicina

La estrategia de erradicacidon mds utilizada es la terapia triple. Esta
terapia se compone de un inhibidor de la bomba de protones (PPI)
(lansoprazol 30 mg / 12 h, omeprazol 20 mg / 12 h, pantoprazol 40 mg /
12 h, rabeprazol 20 mg / 12 h, o esomeprazol 40 mg / 24 h), mas
antibioterapia, claritromicina (500 mg / 12 h) y amoxicilina (1 g / 12 h),
tomada de 7 a 14 dios. El tiempo de duracion de la terapia es
controvertido. Un reciente meta-andilisis sugiere que, terapias de 14 dias
de duracién proporcionan tasas de erradicacion un 5% mas altas que
las de 7 dias. En casos de alergia a la penicilina, el metronidazol es una
opcion para sustituir la amoxicilina, ya que es igualmente eficaz se

consideran equivalentes (292).

Una pobre adherencia por parte del paciente, la acidez gdstrica, la
concenfracion de cepas bacterianas, las mutaciones bacterianas y la
resistencia a la Claritromicina, son las razones mdas habituales del fracaso

en el fratamiento de primera linea (293).

Se demostrd en la literatura cientifica, que la tasa de eficacia de la

triple terapia depende del PPI. Es por lo que diversas estrategias, como
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el aumento la dosis de PPl o el aumento de la duracion del fratamiento,
se llevaron a cabo con el fin de obtener una mejora en del mismo.Un
metaandlisis demostré un aumento en la dosificacion de PPl resulté en
una mejora en la tasa de erradicacion del 6% al 10% en comparacion

con el estdndar de PPI.

Ademds del tfratamiento estdndar para la infeccion por H. pylori
también se han utilizado terapias coadyuvantes como por ejemplo la

administracion de lactoferrina o el Sacchromyces boulardii (294-296).

1.14.2. Terapia de primera linea en zonas con alta tasa de resistencia

a la claritromicina

La cuddruple terapia es la recomendada en dreas que fienen una alta
resistencia a la claritromicina. Esta terapia incluye una combinacion de
un PPI, bismuto sub-salicilato (525 mg, 4 x dia), y 2 antibidticos,
metronidazol (250 mg x 4 al dia) y tetraciclina (500 mg, 4 x al dia), entre
10 y 14 dias. Este tfratamiento es bien tolerado y los pacientes tienden a
adherirse a ella. Sin embrago, esta la ferapia no estd disponible en todas
las dreas geogrdficas. Es por ello que se recomienda que los
facultativos tengan ofras terapias previstas, como la terapia secuencial

o terapia cuddruple sin bismuto (293).

1.14.2.1. La terapia secuencial

Se trata de la combinacién de un PPI mds amoxicilina (1 g, x 2 al dia)

durante 5 dias, seguido por un PPl mdas finidazol, claritromicina /
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metronidazol (500 mg, 2 x dia) durante 5 dias. La mayoria de los estudios
consultados, han demostrado que la terapia secuencial y cuddruple
terapia basada en bismuto fienen un éxito equivalente en terapia de

primera linea (297).

Un meta-andilisis reciente evalud la erradicacion de H. pylori en ninos
después de la terapia secuencial en comparacion con la terapia triple.
Los autores concluyeron que la terapia secuencial es superior a 7 dias
de terapia triple estdndar, pero no es significativamente mejor que el
tratamiento de 10 o 14 dias de triple terapia. Ademds, no encontraron
diferencias significativas en el riesgo de efectos adversos entre |os

grupos que recibieron diferentes tratamientos (298)

1.14.2.2. La terapia concomitante

La terapia concomitante se utiliza en susfitucion de la tferapia
secuencial, en dreas donde la resistencia a la claritromicina es mayor
del 20% y siempre que la terapia cuddruple a base de bismuto no estd
disponible. La terapia concomitante implica la administracion
simultdnea de 3 antibidticos (metronidazol, clarifromicina y amoxicilina)
y un PPl durante 10 dias. Esta terapia es eficaz y bien tolerada en

comparacién con la triple terapia convencional (297).

Un estudio compard la terapia concomitante con la triple terapia en
Grecia, donde hay una alta resistencia a la claritromicina (25%) vy

metronidazol (40%). La terapia concomitante ftenia una tasa de
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erradicacion del 90%, mientras que la triple terapia sélo tenia una tasa
de erradicacion del 73,8% (299). Los pacientes reportaron efectos
adversos pero de cardacter leve lo que les permitid6 completar el

experimento (90).

Otro estudio analizé un tratamiento concomitante con PPI, amoxiciling,
rifabutina y ciprofloxacino. Observaron la erradicacion del H. pylori en
tasas del 952%. En los pacientes con alergia a la penicilina, la
amoxicilina fue sustituida por bismuto sin excesivo efecto sobre la tasa

de erradicacion (94,2%) (301).

Un ensayo clinico realizado en Espana, compard especificamente la
terapia concomitante con la terapia secuencial y no encontrd
diferencias en las tasas de erradicacion de H. pylori después del
tratamiento. Este ensayo clinico incluyd a pacientes con infeccidn por H.
pylori de 11 hospitales espanoles. Los pacientes fueron seleccionados de
forma aleatoria para recibir la terapia secuencial o la terapia
concomitante. La terapia secuencial incluyé omeprazol (20 mg / 12 h)y
amoxicilina (1 g / 12 h) durante 5 dias, seguido de 5 dias de fratamiento
con omeprazol (20 mg / 12 h), claritromicina (500 mg / 12 h) vy
metronidazol (500 mg / 12 h). El tratamiento concomitante incluyd los
mismos fdrmacos, pero los medicamentos se tomaron de forma
concomitante durante 10 dias. Cuatro semanas después de finalizar el
tratamiento, la erradicacion de H. pylori se confirmd con 13C-UBT o

histologia. Los autores llegaron a la conclusion de que no habia ninguna
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ventaja significativa entre la terapia concomitante o el tratamiento

secuencial (302).

Un segundo estudio que compard Ila terapia secuencial vy
concomitante, incluyd a 164 pacientes infectados con H. pylori. Los
pacientes recibieron tratamiento durante 14 dias de terapia secuencial
(n = 86) o concomitante (n = 78). Los pacientes en el grupo de terapia
secuencial recibidé rabeprazol (20 mg) y amoxicilina (1 g) en la primera
semana, seguido por rabeprazol (20 mg), claritromicina (500 mg), vy
metronidazol (500 mg) en la segunda semana. Los pacientes en el
grupo de terapia concomitante recibieron rabeprazol (20 mg).
amoxicilina (1 g), claritromicina (500 mg), y metronidazol (500 mg)
durante 2 semanas. Cuatro semanas después de la finalizacion del

tratamiento, la erradicaciéon de H. pylori fue confirmada por UBT.

Los investigadores concluyeron que ambas terapias muestran una
eficacia optima y que no hubo diferencias significativas entre los dos
tratamientos tanto en términos de erradicacion de la bacteria como de

efectos secundarios indeseables.

1.14.2.3. Terapia hibrida

La terapia hibrida consta de 2 pasos: (1) el tfratamiento con un PPl y
amoxiciina (1 g / 12 h) durante 7 dias, seguido por (2) un IBP y 3
antibidticos, amoxicilina (1 g / 12 h), metronidazol (500 mg / 12 h) y

claritromicina (500 mg / 12 h), de 7 dias. En un estudio comparativo de
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terapias secuenciales frente a la terapia hibrida, las tasas de
erradicacion fueron 89,5% y 76,7% respectivamente. No se observaron
efectos adversos graves en pacientes de ambos grupos de tratamiento.
Especificamente, 2.4% de los pacientes del grupo de terapia hibrida vy el
3,8% de los pacientes en el grupo de terapia secuencial refirieron

efectos adversos (303).

Un estudio reciente incluyd a pacientes con dispepsia no ulcerosa que
estaban infectados con H. pylori y se compararon las tres terapias, la
concomitante, hibrida y la terapia secuencial (304). Los pacientes
fueron asignados al azar para recibir uno de los siguientes 3

tratamientos: (1) terapia concomitante con omeprazol (20 mg),
amoxicilina (1 g), claritromicina (500 mg), y finidazol (500 mg) durante 5
dias, (2) la terapia secuencial con omeprazol (20 mg) y amoxicilina (1 g)
durante 5 d, seguido de omeprazol (20 mg), claritromicina (500 mg), vy
tinidazol (500 mg) durante 5 dias y ,por ultimo, (3) terapia hibrida con
omeprazol (20 mg) y amoxiciina (1 g) durante 7 d, seguido de
omeprazol (20 mg), amoxicilina (1 g), claritromicina (500 mg), y tinidazol
(500 mg) durante 7 dias. Se utilizd UBT tras 6 semanas de fratamiento. En
este estudio, las tasas de erradicacion fueron del 855% y 91,6%,
respectivamente, con la terapia concomitante; 91,1% y 92,1%,
respectivamente, con la terapia secuencial; y 80% vy 85,7%,

respectivamente, con el régimen de terapia hibrida.
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1.14.3. El tfratamiento de segunda linea en dreas con bajas tasas de

resistencia a la claritromicina

Las opciones disponibles en dreas con una baja resistencia a la
claritromicina son la terapia cuddruple basada en bismuto o las terapias

con un PPly levofloxacino y amoxicilina (296, 305).

Sin embargo, el uso de levofloxacino ha sido cuestionado, en base en
un aumento de los mecanismos de resistencia (306), deben realizarse

estudios de sensibilidad antes de comenzar la terapia.

1.14.4. El tratamiento de segunda linea en dreas que tienen altas

tasas de resistencia a claritromicina

Los casos en los que la cuddruple terapia basada en bismuto falla, se
recomienda una triple terapia que contfiene un PPI, levofloxacino y
amoxiciina. Una vez mds, el incremento de la resistencia al

levofloxacino debe ser tenida en cuenta (293).

1.14.5. Tratamiento de tercera linea

Después de 2 tratamientos fallidos en zonas con baja o alta resistencia a
la claritromicina, no es aconsejable prescribir otros tratamientos con
antibidticos sin analizar las resistencias de las cepas. Siempre que sea
posible, se deben obtener muestras de biopisa gdstrica y mandarlas all

laboratorio para siembra y posterior antibiograma (307).
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Las denominadas “terapias de rescate" han obtenido buenos resultados
en estos casos. Una “terapia de rescate” se basa en la administracion
de rifabutina (150 mg, 2 x dia), amoxiciina (1 g, x 2 al dia) y
ciprofloxacino (500 mg, 2 x dia) durante 14 dias. Aunque esta terapia
logra una excelente respuesta, se han observado efectos adversos

graves (308).

Otras terapias de rescate incluyen una dosis doble de PPl mds
azitromicina (500 mg / d durante 3 dias), seguido de una dosis doble de
PPl mas furazolidona (200 mg, 3 x dia) durante 10 dias. Ademds de una
terapia de base de furazolidona (200 mg, 2 x dia), subcitrato de bismuto
(120 mg, 4 x dia), y tetraciclina (500 mg, x 4 al dia) en combinacién con
un PPl en las dosis descritas. Para este tratamiento, la tasa de
recurrencia de infeccion por H. pylori después de una erradicacion

exitosa es del 11,5% (300).

1.14.6. Uso de probidticos en el tratamiento

Se ha sugerido en la literatura que los probidticos compiten
directamente con el H. pylori al interferir en la adherencia del H. pylori o

por la capacidad de produccidon de moléculas antimicrobianas.

Se han realizado estudios sobre la eficacia de Lactobacillus reuteri (L.
reuteri) en el tratamiento de erradicacion del H. pylori. En este estudio, la

infeccion por H. pylori fue identificada por histopatologia gdstrica y UBT.
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La intervencion consistid en la administracion de 108 unidades
formadoras de colonias (UFC) de L. reuteri (DSM 17938), mdas
pantoprazol (20 mg, x 2 al dia) durante 8 semanas. Los pacientes fueron
examinados de 4 a 6 semanas después de la terapia para la
erradicacion de H. pylori por UBT. Se encontré que L. reuteri mds
pantoprazol dos veces al dia podria tener un papel importante en la
terapia de erradicacion de H. pylori, si la tasa de erradicacion se puede
mejorar por cambios en la dosis, intervalo de administracion, o duracion

de la terapia (293).

Un reciente meta-andlisis analizé si una preparacion de Lactobacillus y
Bifidobacterium podria mejorar las tasas de erradicacion de H. pylori y
reducir los efectos secundarios (309). El estudio incluyé 10 ensayos
clinicos y 1469 pacientes. Los investigadores llegaron a la conclusion de
qgue la combinacion de una Lactobacillus y Bifidobacterium con la
terapia inicial de erradicacion del H. pylori en adultos puede tener
efectos beneficiosos sobre la tasa de erradicacion e incidencia de
efectos secundarios totales. Otro objetivo del estudio fue determinar si la
adicion de probidticos podria minimizar la prevalencia de efectos
secundarios gastrointestinales y mejorar la tasa de erradicacion. En un
estudio doble ciego, aleatorizado, controlado con placebo a 66
pacientes H. pylori-positivo en ninos, diagnosticado por UBT o histologia,
fueron fratados con un protocolo de tratamiento de triple farmaco

(omeprazol, amoxicilina y furazolidona) y asignados al azar para
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recibir,un probidtico o un placebo (Todos los pacientes fueron sometidos

a endoscopiq).

La tasa de erradicacion del H. pylori fue significativamente mayor en el
grupo que recibid los probidticos, ademdads, durante el tratamiento, hubo

una menor tasa de nduseas, vomitos y diarrea.

Los autores concluyeron que los probidticos pueden tener un efecto
positivo en la erradicacion de la infeccidon por H. pylori y sobre los

efectos secundarios del fratamiento contra la infeccidn por H. pylori.

1.15. Vacuna frente al H. pylori

En las Ultimas décadas, se han llevado a cabo multitud de técnicas
experimentales contra la infeccion por H. pylori. Han sido testadas
diferentes formulaciones de vacunas con distinfos antigenos,

adyuvantes y vias de aplicacion.

La reaccién inmunitaria inducida por una vacuna mds prometedora

parece lograda mediante la inoculaciéon de la mucosa (311).

1.15.1. Los estudios en ratones

En los diferentes protocolos de inmunizacion, se utilizaron proteinas con
diferentes combinaciones, que mostraron un cierto nivel de proteccion.
Antigenos como la ureasa, catalasa, VacA, CagA, Napa, HPAA, Alpa y
Baba. Estos protocolos siguieron rutas diferentes tales como la oral,

infranasal, rectal, intraperitoneal, intframuscular, subcutdnea vy la
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participacion de diferentes adyuvantes, como la toxina del célera (CT),
oligonucledtidos-CpG, enterotoxina Idbil al calor (LT), alumbre o
adyuvantes de Freund. Combinaciones de mds de un antigeno

mostraron una mayor protecciéon (312, 313).

En los Ultimos anos, se han introducido nuevos enfoques de vacunas.
Estos se componen de nuevos antigenos, nuevas combinaciones de

antigeno o nuevos adyuvantes.

Una nueva vacuna candidata es la 20 kDa, compuesta por la
membrana externa lipoproteina Lpp20 (314). Se ha demostrado que
protege, en ratones, ante la infeccién por H. pylori por el anticuerpo

Lpp20 (315).

La AhpC (alquil hidroperédxido reductasa) fue recientemente probada
COMO Una nueva vacuna. Se describe como una proteina antioxidante
esencial, inmunogénica confra H. pylori que protege a las bacterias del
estrés oxidativo. Este estudio investigd la eficacia profildctica de AhpC
con aplicacion a través de la mucosa oral y subcutdnea. La
administracion a través de la mucosa oral redujo significativamente la
colonizacion bacteriana. La eficacia terapéutica de la administracion
sistémica de AhpC consiguid en animales mds del 60% de proteccion.
Estos datos se mostraron muy prometedores en cuanto a eficacia de la

misma (316).
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Como hemos visto, la colonizacion del estbmago por el H. pylori da
como resultado la induccidn de una respuesta inflamatoria no
protectora, polarizada principalmente por las células Th1. Actualmente
se considera que la vacunacioén efectiva depende de la induccién de

una respuesta humoral y celular Th2 inmunoldgico (317).

Las toxinas presentes en la mucosa tales como la toxina del cdélera
(toxina AB5, CT), la toxina Iabil al calor de Escherichia coli, o adyuvantes
de Freund, que hemos visto anteriormente, inducen una respuesta Th2,
que previene o es capaz de erradicar una infeccidn por Helicobacter
spp. La respuesta Th1-aumentan la inflamacion en lugar de eliminarla.
Los primeros indicios de que estas vacunas confra Helicobacter pueden
inducir una respuesta Th2 fueron vistos en estudios de saliva en la
inmunoglobulina A secretora (IgA) e antficuerpos IgG1 en suero después

de la inmunizacion oral de ratones (318, 319).

Estudios posteriores indicaron que la inmunizaciéon de la mucosa con
ureasa tuvo una respuesta celular T del tipo Th2 CD4*+ eliminado una
infeccion por Helicobacter felis en curso en ratones BALB/c (320).
Aparentemente, si una vacuna contra H. pylori conduce hacia la
estimulacion inmunitaria Th2 puede prevenir y erradicar la infeccion por

H. pylori.

Oftras indicaciones para el uso de vacunas contra el H. pylori provienen
de experimentos con animales infectados de manera crénica, en los

qgue o bien una proporcidn significativa podria ser curado de la
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infeccion por H.pylori y la eficacia del tratamiento antibidtico puede ser

mucho mayor (3321, 322, 323, 324, 325).

Por lo tanto, incluso en ausencia de erradicacidon completa, la
vacunacion terapéutica puede ser beneficiosa, ya que reduce el
numero de bacterias expuestas a los antibidticos y por lo tanto
disminuye la posibiidad de inducir organismos resistentes a los
antibidticos de H. pylori. AUn siendo conscientes de las limitaciones de
los modelos animales, ya han sido realizados ensayos preliminares de
vacunas en humanos y nos encontramos a la espera de resultados

fiables (326, 327, 328, 329, 330).

En conclusion, las terapias ftriples y cuddruples con antimicrobianos
siguen siendo el pilar principal para la terapia de las infecciones de H.
pylori, con buena eficacia pero con casos de fracaso de la terapia en
una minoria de pacientes. Las terapias de “rescate” con combinaciones
de antimicrobianos alternativos también estdn disponibles, incluyendo el
uso de probidticos, que han demostrado ser efectivos en casos de

fracaso en tratamientos de primera y segunda linea.

1.16. Epidemiologia

Prevalencia y distribucion geogrdfica. La prevalencia del H. pylori
muestra una gran variabilidad geogrdfica. Por lo general, en paises en
vias de desarrollo mds del 80% de la poblacion estd infectada por

H.pylori (331). La prevalencia del H. pylori en los paises industrializados en
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general, sigue siendo inferior al 40% y es considerablemente menor en
los ninos y adolescentes que en adultos y personas de edad avanzada

(332).

Dentro de las dreas geogrdficas, la prevalencia de H. pylori estd
inversamente relacionada con el nivel socioecondmico, en particular,

con las condiciones de vida en la infancia (333).

Si bien la prevalencia de infeccion por H. pylori en los paises en
desarrollo sigue siendo relativamente constante, estd disminuyendo
rapidamente en el mundo industrializado (334). Se cree que este
descenso estd causado por la mejora de la higiene y el saneamiento y
por la eliminacion de la bacteria en el portador por el tratamiento

antimicrobiano.

En los paises en desarrollo, las tasas de infeccion por H. pylori se elevan
rdpidamente en los primeros 5 anos de vida y se mantiene alta a partir
de entonces, lo que indica que la primoinfeccion por H. pylori se

adquiere en la infancia (335).

Sin embargo, en los paises industrializados la prevalencia de H. pylori es
baja en la infancia y se eleva lentamente al aumentar la edad, lo que

indica que la infeccidén se adquiere en la edad adulta (336, 448).

Los test de deteccidén se realizan serologia, UBT, biopsia, siembra e
inmunologia. En un estudio importante, Gong et al. (338) compararon la

precision de las pruebas seroldgicas para el diagndstico histoldgico en
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un cdncer gastrico en un estudio de campo basado en el norte de
China. Ellos encontfraron que las pruebas serolégicas, utilizando un kit
disponible en el mercado vy la utilizacion del nivel decorte recomendado
subestimd la prevalencia de H. pylori en casi un 30% y destacd la

necesidad de una validacion local con pruebas seroldgicas.

Li et al. (339) llevaron a cabo un estudio en Shanghai como parte de
una revision sistemdatica de las enfermedades gastrointestinales en
China. Utilizaron un método de muestreo polietdpico, estratificado y
registraron una prevalencia de H. pylori del 73,3% (2310/3151) mediante
pruebas seroldgicas para todos los sujetos y el 71,7% (733/1022)
mediante una endoscopia para los sujetos que aceptaron el
procedimiento. En grandes estudios basados en la endoscopia de
Corea (340) Vietnam (341) y Turquia (342), el H. pylori se detectd 50-70%
de la poblacion estudiada. Tsukanov et al. (343) en uno de los pocos
estudios realizados en el este de Siberia registré una tasa muy elevada
de infeccidn por H. pylori, superior al 90% para ambos "Europoid”
(descendientes de europeos) y poblaciones mongoloides (de
ascendencia asiatfica). Entre las subpoblaciones seleccionadas, Ullah et
al. (344) reportaron una alta prevalencia de H. pylori del 77,3% entre un
grupo de manipuladores de pescado de Bangladesh, mientras Rahim et
al. (345) en un estudio de aborigenes en la parte noreste de Malasia

informaron de una tasa de prevalencia del 19%.
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Pandeya et al. (346) en un estudio australiano a nivel nacional sobre
cdancer de eséfago registraron una tasa de prevalencia de H. pylori del
15,5%. Fraser et al. (347) mostraron diferencias significativas entre las
tasas de prevalencia de H. pylori entre las islas del Pacifico (49,0%) frente
a los maories (26,7%) y Asia (24,7%) frente a adolescentes europeos
(13,7%). Varios estudios sobre los ninos y los adolescentes en Asia
mostraron que las tasas de prevalencia que van desde 20% a 84% (349-

352).

En general, como se esperaba, las tasas de prevalencia de la regiéon
Asia-Pacifico fueron altas, excepto entre la poblacion blanca de
Australia y Nueva Zelanda. La prevalencia de la infeccidén por H. pylori
fue generalmente mds baja entre los ninos, excepto para el estudio de

la India (350) y otro en ninos refugiados en Australia Occidental (351).

Se analizaron cuatro estudios sobre el continente africano (353-354).
Todos registraron una alta tasa de prevalencia de H. pylori que va

desde 41,3% al 91,3% (353-356).

Se andlizaron siete estudios de prevalencia de H.pylori en América del
Sur (357-363). Cuatro de estos estudios fueron en ninos (357-360). El
estudio realizado por Dattoli et al. (357), una contfinuacion de los
estudios anteriores sobre enfermedades diarreicas en una ciudad en el
noreste de Brasil, informd una prevalencia de H. pylori de 28,7%. Los otros
tres estudios sobre los ninos (358-360) informaron de tasas de prevalencia

de H. pylori que van desde 24,3% a 61,0%.
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Existen pocos estudios de prevalencia de H.pylori en Europa (364, 365) y
Ameérica del Norte (366-369). En un estudio en EE.UU. Epplein et al. (366)
reportaron una tasa de prevalencia de H. pylori del 79,0% entre una
subpoblaciéon de los estadounidenses pobres (predominantemente
negros) con una alta correlacion entre la prevalencia de H.pylori y a la

baja, moderada y alta ascendencia africana.

En ofro articulo, Sonnenberg et al. (367) en una revisibn de una enorme
base de datos de todas las biopsias recogidas en un laboratorio central

en los EE.UU. reportd una prevalencia de H. pylori de sélo el 7,5%.

Dos estudios analizaron las diferencias en la tendencia de la prevalencia
de H. pylori (370, 371). Nakajima et al. (371) realizaron una revision en los
casos de su area sanitaria e informaron de una caida de la prevalencia
de H. pylori del 70% al 50% durante un periodo de 17 anos (1988 a 2005)
y unido a esa fendencia, una disminucion de la prevalencia de la

enfermedad de Ulcera péptica (PUD) y cdncer gdstrico.

En un estudio de muestras tomadas mediante endoscopia en los EE.UU.
con un nUmero relativamente pequeno, McJunkin et al. (370) informaron
también de una dramdtica caida en la prevalencia de H. pylori (de

65,8% a 6,8%) y el PUD (de 38,8% a 5,6%) durante un periodo de 11 anos.

1.16.1. Incidencia

Sélo existe un estudio sobre la incidencia de la infeccidn por H. pylori. En

este estudio por Muhsen et al. (372), se hace un test para H. pylori a una
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cohorte de ninos israelies en edad preescolar usando SAT. La misma
prueba se repitid en la edad escolar. La prevalencia de H. pylori fue de
49.7% y 58.9% en la edad preescolar y escolar, respectivamente. Entre
setenta ninos previomente no infectados, habia catorce nuevas
infecciones por H. pylori en un periodo de 4 anos (20%), resultando una

incidencia del 5%.

1.16.2. Rutas de transmision

Los mecanismos exactos mediante los cuales una persona se infecta de
H. pylori son en gran parte desconocidos. El H. pylori tiene un rango
estrecho de hospedadores y se encuentra casi exclusivamente en los
seres humanos y algunos primates. El H. pylori se ha aislado
excepcionalmente en animales de compania, por lo tanto, la presencia
de animales domésticos puede ser un factor de riesgo para la infeccion

por H. pylori (373-376).

A la vista de los estudios analizados, la transmision, se cree que se
produce como consecuencia del contacto directo persona a persona,
ya sea a través de una exposicion oral-oral o fecal-oral o ambos. El H.
pylori se ha detectado en la saliva, vomito, reflujo gdstrico, heces vy
placa dental pero no existen resultados concluyentes de que exista una

via predominante de transmision (377-381).

En general se cree que la adquisicion de la infeccion por H.pylori se

produce en su mayoria en la primera infancia, muy probablemente
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enfre los miembros de la familia mds cercana y de modo directo

personda a persond.

1.17. Presencia de H.pylori en la cavidad oral y sus implicaciones en el

tratamiento

La infeccién por H. pylori, como antes hemos visto, se ftrata,

principalmente, con terapia antibidtica sistémica.

En algunos pacientes, sin embargo, la infeccion bacteriana persiste

después del fratamiento (382, 383).

Surgen entonces, dos cuestiones de gran importancia, 3cémo se
transmite esta infeccion bacteriana persistente? y 3como se produce el

proceso de reinfeccion?

Algunos investigadores han sugerido que la cavidad oral podria ser la
via principal de transmision y reinfeccion de H. pylori. Tanto la placa
dental como la saliva podrian actuar como reservorio de la bacteria y
tener implicaciones en la reinfeccion una vez que la bacteria esté
erradicada  del tracto gdstrico, sobre todo en pacientes con
enfermedad periodontal (384). Zou et al (385) consideran que la
cavidad oral puede ser una fuente de reinfeccibn ya que Ia
erradicacion de la bacteria en la cavidad oral es mas compleja que la
erradicacion gastrointestinal ya que los antimicrobianos no afectan a la

bacteria embebida en placa dental o en forma cocoide.
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Los estudios realizados hasta la fecha para la identificacion del H. pylori
en placa dental, saliva, enfermedad periodontal, aftas, cancer, ardor
en la boca y la halitosis han obtenido resultados muy variables debido a

los diferentes métodos diagndsticos y disenos de investigacion utilizados.

1.17.1. H. pylori en placa dental y saliva

La placa bacteriana o biofilm oral es una pelicula translucida, mezcla
una gran variedad de bacterias y hongos y matriz extracelular
(compuestos orgdnicos y minerales), que se adhiere a la superficie
dental, gingival y bucal epitelio, protesis y restauraciones y no se puede
eliminar con un simple enjuague. Tiene una composicidn variable

dependiendo de la ubicacion y el tiempo de maduracion.

La presencia de H.pylori en placa dental se estudid por primera vez en
Canadd en 1989 por Krajden et al (386), realizaron el aislamiento de H.
pylori mediante siembra en placa en pacientes con patologia gdastrica y
H. pylori positivo. En este estudio el H. pylori se aislé a partir de muestras
gastricas en 29 de 71 pacientes y sélo un 3% de los positivos presentd
H.pylori en placa dental. Ese mismo ano, el mismo grupo, también en
Canadd, estudiaron las cepas de H. pylori gdstricas y las de placa
dental de pacientes para determinar si estaban  vinculados
epidemiolégicamente. El equipo de Krajden describid por primera vez la
placa dental como fuente nicho de infeccidon por H. pylori encontrando

similitudes genéticas entre las cepas gdstricas y orales (387).
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Desai et al (388) publicaron un estudio en el que observaban que
aplicando la triple terapia a 24 pacientes con gastritis, H. pylori positivo y
la placa dental, la bacteria en la region gdstrica habia sido erradicada
en el 100% de los pacientes, pero persistid, en todos ellos, en la placa
dental. Por lo tanto, consideraron que la triple terapia no era suficiente
para la erradicacion de H. pylori y que debia ser abordado, de manera

simultdnea con un tratamiento local.

Desde 1989 hasta la fecha, muchos investigadores en todo el mundo
han identificado H. pylori en placa y la saliva con diferentes los

resulfados.

Pustorino et al (389), publicaron un estudio en el que los reultados
observados tenian una frecuencia relativamente baja de crecimiento
en placa dental en 83 pacientes dispépticos pero se encontrd en cada
paciente un perfil de proteinas idénticas en las bacterias, tanto en la

placa como en el estdbmago.

Pytko-Polonczyk et al (390), publicaron que después de la
administracion de la triple terapia, las bacterias persistian en la placa

dental de todos los pacientes.

También en el estudio de Suk et al (35), después de la administracion de
la triple de tferapia, informaron de una erradicacion del 84% en el

estébmago pero sélo un 7% en la placa dental.
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Wang et al (392) realizaron un estudio comparativo de los genotipos de
H. pylori en el estbmago vy la saliva. Se analizd CagA, vacAml vy se
analizaron los genotipos vacAm2 y vacAsl en 31 pacientes. La
secuenciacion del ADN en 3 individuos mostré una homologia del 78%,
64% y 67%, respectivamente. Sugirieron que mds de uno la misma cepa

de H. pylori podia coexistir en la saliva y el estomago.

Berroteran et al (393) investigaron la presencia de H. pylori en la placa
dental en 32 pacientes dispépticos y su relaciéon con la patologia
gdstrica. Encontraron que el 24/32 (75%) de los pacientes que
presentaban H. pylori positivo a nivel gastrico y 12/32 (38%) también
presentaban  H. pylori en la placa dental, suponiendo que este
organismo en la placa dental podria ser un factor de riesgo para la re-

infeccion gastrointestinal.

La placa dental se ha identificado como el segundo reservorio de H.
pylori, y el primer reservorio extra-gdstrico. Sin embargo, algunos estudios
no encontraron H.pylori ni en la placa, ni en la saliva, lo que puede ser

debido a las diferentes metodologias utilizadas (394-398).

1.17.2. Identificacion

Se ha demostrado que la técnica RUT no es Util para la deteccion de
H.pylori en la placa dental ya que no cuenta con la sensibilidad

suficiente (399).
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Tampoco las técnicas de siembra que, siendo Ufiles para muestras
gdstricas, no lo son para muestras orales debido a las formas que puede
adoptar la bacteria. Cuatro estudios con microscopio electrénico
demostraron que el H.pylori puede presentarse de 3 formas diferentes:
espiral, formas cocoides y formas degeneradas. La forma de espiral es
viable, cultivable, y virulenta. Las formas cocoides también puede ser
viables, pero son no cultivables y son menos virulentas. Las formas
degenerativas son formas no cultivables, cuya membrana celular se ha

desintegrado, representando una forma de bacteria no viable.

La literatura ha demostrado que la técnica mas exitosa para la
deteccién de H.pylori en placa dental y saliva es la PCR ya que es
capaz de detectar la bacteria en bajas concentfraciones sin necesidad

de que este sea viable.

La evidencia cientifica disponible que arroja unos porcentajes muy
variables, con un espectro que va desde el 100% de deteccion al 0%. A
pesar de algunos resultados adversos, la placa dental representa el

primer reservorio extragdstrico de H. pylori.

Es por ello que jugard un papel clave en la reinfeccion de la patologia

gdstrica H. pylori positivo.

Existen estudios recientes que recomiendan para una terapia completa
de erradicacion anadir a los tratamientos conocidos la higiene

bucodental y terapia periodontal (400).
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1.17.3. Enfermedad periodontal y H. pylori

La placa dental es la responsable de la caries y de la enfermedad
periodontal cuando se encuentra a nivel subgingival. La placa dental
alberga diferentes tipos de microbiota y en ausencia de una buena
higiene oral, se desarrolla répidamente y se adherird a la superficie de

los dientes tanto a nivel supra como subgingival.

En las lesiones periodontales, el nUmero de bacterias aumenta con el
desarrollo de la periodontitis, y existen una serie de microorganismos
patogndmicos de la enfermedad como la Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterum nucleatum y Fusobacterum periodonticum, Actinomyces
actinomicetemcomitans y en muchos casos también alberga cepas de

H. pylori.

En la revision de la literatura cientifica encontrarmos trabajos desde el

ano1994 hasta el ano 2014.

Asikainen et al (401), en 1994, llevaron a cabo la primera busqueda de
H. pylori en la placa subgingival de pacientes con periodontitis en
Finlandia. Llegaron a la conclusion de que las bolsas periodontales no

son un reservorio natural de H. pylori.

En Gran Bretana, Riggio et al (402), en 1999, demostraron la presencia
de H. pylori en 11/29 (38%) las placas subgingivales de los pacientes con

periodontitis cronica. Sugirieron que, en este grupo de pacientes, al
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menos, la placa subgingival puede ser un reservorio para la infeccion

por H. pylori.

Ninguno de estos estudios evalud la condicidon gdstrica. Se determind
que se requeria que una correcta higiene bucal para eliminar H. pylori
de la placa dental. Sugirieron ademads que el presencia de H. pylori en

la placa dental debe ser controlado a fin de evitar su reinfecciéon (403).

Las bolsas periodontales =2 5 mm de profundidad se asociaron con

mayores probabilidades de seropositividad por H. pylori (404).

La bacteria se detectd en la saliva y en la placa supra y subgingival, lo
que sugiere que estos sitios pueden ser considerados reservorios para H.

pylori en pacientes con ureasa positiva.

La bacteria no se ha enconfrado en el dorso de la lengua de ningun

paciente (4095).

La erradicacion de H. pylori tras el fratamiento es mas eficaz es el

estbmago que en la cavidad oral.

Bouziane et al (410) llevaron a cabo una revision sistemdtica y meta-
andlisis en el que evaluaron el efecto de control de la placa dental, la
terapia periodontal y el fratamiento de erradicacion bacteriana en
ambos sitios vs terapia de erradicacion solo a nivel gdstrico. Se demostrd
que la erradicaciéon de H.pylori sélo en el estbmago no era eficaz para

evitar la reinfeccion.
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1.18. Deteccién de H. pylori en heces

Las heces estdn compuestas de diferentes compuestos asi como
microorganismos diversos, compuestos inorgdnicos (calcio y fosfatos),
sales biliares, polisacdridos, fibra, numerosas enzimas degradadas,

mucosidad y productos insolubles del trayecto digestivo (411, 412).

Debido a su disponibilidad y a su facilidad para tomar la muestra, las
heces representan una muestra idonea para detectar el H.pylori. Las
muestras fecales, son especialmente adecuadas para ninos, ya que
pueden ser obtenidas sin su colaboracion directa, comparada con UBT

0 endoscopia.

La deteccidon de H. pylori en heces, puede realizarse por siembra, PCR y

por inmunocromatografia.

1.18.1. Siembra en placa

La siembra de heces, es el método mds especifico, pero en muy pocos

estudios ha conseguido aislar H.pylori en las heces (413, 414).

Se sospecha que la ruta de fransmision mdas comun es la fecal-oral, lo

que demuestra que la bacteria es excretada con las heces.

Sin embargo, como antes se ha senalado, es muy complicado aislar H.
pylori a partir de muestras de heces. Las explicaciones encontradas a
este pobre aislamiento se basan en que el H. pylori es muy susceptible a

las sales biliares y hay una gran competencia con ofros numerosos
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bacterias presentes en las heces. También es posible que la bacteria se
encuentre en estado viable pero sin posibilidad de crecimiento en

placa (415).

El primer aislamiento en placa de H. pylori en muestra de heces fue
reportado por Thomas et al (416) a partir de ninos desnutridos de paises
subdesarrollados. Dore et al (417) obtuvieron el adislamiento en placa
con éxito, después de tratar con colestiramina, un agente para placas
de siembra que elimina la bilis de las heces. Sin embargo, las colonias
que han crecido en las placas, de aspecto similar H.pylori, deben ser
comprobadas por meétodos moleculares para confirmar que son

realmente H. pylori o sembralas en medios selectivos.

1.18.2. PCR

Debido a su gran sensibilidad, la PCR es la técnica mds adecuada para
detecciones de microorganismos cuando el numero de ellos es bagjo,
son de crecimiento lento o son dificiles de identificar. Sin embargo,
aunque la técnica es adecuada para la mayoria de muestras clinicas,
para las heces nos encontramos con problemas de inhibicion de senal
debido a los contaminantes que abundan en las heces, dando como

resultado muchos falsos negativos.

Las heces humanas contienen muchos inhibidores de la PCR, que han
de ser eliminados previamente si queremos obtener buenos resultados

(418).
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Se han desarrollado muchos sistemas para purificar las muestras de
heces como el filtrado de la muestra con membrana de polipropileno

para eliminar los inhibidores (419).

Podemos encontrar en la literatura el uso de particulas paramagnéticas
para separar la bacteria de las heces (420). La separacion
inmunomagnética (IMS) permite separar la bacteria de contaminantes
e inhibidores. Se han utilizados IMS con anticuerpos monoclonales para

separar H.pylori en heces de pacientes japoneses con dispepsia (421).

Se ha demostrado que la existencia de polisacdridos complejos en las
heces, actlan como inhibidores de senal en la PCR (422). Estos
polisacdridos, probablemente, se generan por la ingesta de vegetales
en la dieta, observando la no existencia de polisacdridos complejos en

individuos que no consumen vegetales (423).

Con el objetivo de eliminar los polisacdridos que producen la inhibicion
de la PCR, se ha reportado en la literatura la utilizacion de Bromuro de
Cetimetril de Amonio (CTAB) con resultados dispares en dos articulos.

(424, 425).
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2. OBIJETIVOS

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1- Diseno y optimizacion de un sistema en la plataforma BD Max ®
(Becton Dickinson) répido vy fiable para la deteccidn de H.pylori y
su resitencia a claritromicina en muestras gastricas.

2- Deteccion de H.pylori en cavidad oral y su relacidon en los
mecanismos de reinfeccion.

3- Diseno de sistema de deteccidn de H. pylori en muestras gdastricas
parafinadas.

4- Estudio del costes y tiempos de varios sistemas de referencia para

la deteccidn de microorganismos.
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3. METODOS

3.1. Pacientes

Para la evaluacion de la técnica de deteccion de H.pylori en la
plataforma BD Max® (Becton Dickinson and CO), se utilizaron 500
muestras de heces, 201 muestras de biopsia gdstrica, 100 muestras

orales, 100 muestras de biopsia gdstrica parafinadas.

Las biopsias fueron recibidas en el Servicio de Microbiologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS), procedentes del
servicio de gastroenterologia, de pacientes con molestias abdominales,
dispepsia o reflujo gastroesofdgico. Estos pacientes fueron citados para
la realizacion de la correspondiente biopsia gdstrica fomada por

endoscopia gastrointestinal (con el consentimiento informado).

Las muestras de heces fueron recibidas en el servico de microbiologia
del CHUS procedentes de toda el drea sanitaria, procedentes de
pacientes con sospecha de infeccion por H.pylori. Se reciben en bote

de orina estéril y, previamente al procesado, se congelan durante 24 H.

Las muestras orales se tomaron con hisopo y se procesaron en menos
de 12 h tfras la toma. Se intfroduce el hisopo directamente en el SPC del

BD MAX™ para su andlisis.

Ninguno de los pacientes habia sido tfratado por una infeccién por H.
pylori en el pasado. Los pacientes fueron excluidos del estudio, si habian

tomado antibidticos 0 medicamentos supresores de dcido (inhibidores
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de la bomba de protones, antagonistas de los receptores H2, antidcidos
O preparaciones de bismuto) 4 semanas antes de la prueba o si el

estado de la infeccidn por H. pylori no estaba claramente definido.

Los pacientes tenian un rango de edad de 18 a 77 anos siendo un 53%

mujeres y el resto hombres.

3.2. BD Max ™

BD MAX ™ (Becton Dickinson and CQO) es un sistema molecular que
permite la completa automatizacion y estandarizacion de la extraccion
de acidos nucleicos y posterior amplificacion (PCR microfluidica) para
algunas dianas definidas y esta aprobado por la FDA y también permite
la realizacion de protocolos definidos por el usuario (sistema abierto),

desde la muestra clinica hasta la obtencion del resultado por PCR.

Fig. 3: La plataforma BD MAX™ " Fotografia oportada por el fabricante.

El sistema BD MAX contiene todo el hardware y software necesario para

levar a cabo la deteccion de microorganismos asi como calcular,
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comunicar y almacenar los resultados. El sistema consta de un cabezal
desde donde se manipulan los liquidos montados en un pdrtico robdtico
y los conjunfos asociados, que permiten la exfraccion de dcidos
nucleicos y purificacidén de diversos tipos de muestras. El sistema también
realiza la amplificacion en tiempo real y la deteccion basada en la
tecnologia de microfluidos para la deteccion de secuencias de dcido

nucleico diana.

El mddulo-calentador proporciona la energia térmica necesaria para
activar los diversos componentes microfuidicos de los cartuchos

desechables, y el termociclador para la PCR.

Los sensores de temperatura permiten la monitorizacion en tiempo real
de los calentadores a ftravés de un mecanismo basado en la

retroalimentacion, lo que permite el control de temperatura.

La deteccidn de la fluorescencia, estd basado en LEDs y fotodiodos con
enfoque y de filtfrado de longitudes de onda adecuadas para el
seguimiento de la fluorescencia de las reacciones bioquimicas, y

permite la deteccidon multi-color.

Hay 24 canales de ciclos térmicos Unicos al sistema (2 a bordo de los

lectores).

Se puede introducir la informacion del paciente / muestra, ya sea de

forma manual o mediante un lector de cddigo de barras externo.
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Liquid
Handling
Head

e Sample Racks ——-

Fig. 4: El interior del BD MAX™' donde podemos ver la disposicion de las tiras de extraccion, el brazo robético y
las tarjetas de microfluidos donde se llevara a cabo la PCR a tiempo real. Fotografia aportada por el fabricante.

La principal ventaja de este sistema es que permite una deteccion de
ADN de forma totalmente integrada y automatizada lo que nos permite
que en menos de 1 minuto de “hands-on” por muestra sin tratamiento

previo podamos tener el test en funcionamiento.

Produce resultados altamente sensibles y especificos a través de la
tecnologia de PCR en tiempo real y también que estos sean
consistentes a través de flujo de trabajo y protocolos estandarizados. Es
un sistema de fdcil manejo y ofrece la posibilidad de crear sistemas
totalmente abiertos al usuario para que pueda crear sus propios tests en

base a sus necesidades especificas.

Puede realizar el andlisis de 24 muestras en un mismo experimento con

un coste contenido y en 30 min cada cuatro muestras.
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En general el BD Max® vy sus kits estan aprobados por la FDA™ vy tienen

marca CE™,

El BD MAX ™ cuenta con 5 canales de deteccidn con estas longitudes
de onda y colores, 475/520 (FAM), 530/565 (TET, VIC), 585/630 (TEXAS RED

/ ROX), 630/665 (Cy5) y el canal de conftrol interno 680/715 (Cy5.5).

Rango de Rango de
Color Dye example Longitud de onda excitacion emision
Verde FAM 475/520 464-490 510-530
Amarillo TET, VIC 530/565 520-540 559-571
Texas Red,
Naranja ROX 585/630 555-598 618-638
Rojo Cy5 630/665 622-636 657-670
Carmesi Cy5.5 680/715 673-683 710-790

Tabla 2 : Cuadro resumen de canales de lectura disponibles en el BD Max™.

Los kits de extraccion de ADN disponibles para experimentos definidos
por el usuario (UDP) en la plataforma BD MAX ™ son: EXK ADN-I1
(Orina/plasma /Suero), EXK ADN-2 (Swab y CSF), EXK ADN-3 (hisopos en
medio de fransporte / UTM) EXK ADN-4 (heces). En el test disenado en
esta Tesis se utilizard en EXK ADN-1 para las biopias y muestras orales y

EXK ADN-4 para heces.
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3.3. Reactivos de PCR incluidos en las tiras de extraccion del BDMaX

El sistema BD MAX ™ ADN MMK (SPC) es una mezcla de reactivos de
PCR liofilizada que contiene dNTPs, MgCI2, DNA polimerasa Hot Start,
tampones, asi como primers forward y reverse y una sonda TagMan®
(excitacion: 690 nm; emision: 705 nm) que se ufilizan para el confrol

interno de la muestra (SPC).

El BD MAX ™ ADN MMK (SPC) contiene secuencias de cebador y sonda
de Drosophila melanogaster (GenBank: AC246436; los nucledtidos 35.779

a 35.978) clonado en un derivado de pUC119 (GenBank: U07650.1).

Forward Primer: 5'-GGATCTAGCCGIGTGCCCGCT-3"

Reverse primer: 5GGCATGGAGGITIGTCCCATITGTG-3

Sonda TagMan®: 5-TTGATGCCTCTITCACATIGCTCCACCTITCCT-3’

3.4. Fases de trabajo del BDMaX

En este punto se resumen las etapas, los componentes involucrados en

un fest modelo en el BDMAX

e Las muestras se introducen en los fubos de muestra de acuerdo con

las instrucciones de cada kit especifico.

e Los tubos de muestra se colocan en la posicion establecida en la
gradilla con el cdédigo de barras hacia el exterior donde son leidos por el

lector de codigo de barras
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e La informacién de la muestra se introduce a través del teclado o por el

lector de codigo de barras externo.

e Se colocan el nUmero de tiras necesarias en el lugar establecido
comprobando que queden seguras. Los tubos de extraccion y PCR se
encajan en las posiciones establecidas (senalado por colores) en las

tiras de extraccion.

* Las tarjetas microfluidicas donde se va a realizar la PCR se situan en el

lugar establecido (ver Fig 4)

* Una vez que se inicia la ejecucion, se verifican las muestras, las tiras y

los reactivos y comienza el proceso de extraccion y purificacion.

* Después de la extraccién, el ADN purificado se mezcla con la mix
principal, incluyendo sondas y primers. El instrumento transfiere la
muestra y la pipetea en los pocillos de las tarjetas microfluidicas para la

realizacion de la PCR.

3.5. Diseno de la PCR en BDMax

Comenzamos disenando la PCR para H.pylori en el BD MAX™. Para ello
hemos de disenar unos primers y sondas para la deteccion del H.pylory.
Para la deteccidon de la bacteria disenamos el siguiente juego de
primers y sondas: UREASA 23-S TagMan® MGB-FAM con la secuencia de
primers; UREIForward: 5-AAGCACTGCGGTGATGAACT-3" y URElreverse:
5'-CAGTICGCTGGCCCATAGAAA-3" (posicion de nucledtido 61 a 241)

resultando un producto de 161 pb. La sonda de hibridacion es 5'-
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CCCCTGTAGAAGGTIGCAGAA-3' (posicion de nucledtido 121 a 181)

(Applied Biosystems UK. Life Technologies).

El mecanismo de resistencia a la Cla que desarrolla el H.pylori, reduce
union del antibidtico al ribosoma bacteriano y debido a mutaciones
puntuales en el 23S rRNA (426). Existen tres mutaciones en dos posiciones
adyacentes en el 23 SIRNA que son las responsables de la resistencia a
la Cla en el H.pylori. Una adenina es reemplazada por una guanind o
citosina en dos posiciones diferentes: A2143G, A2142G y A2142C (426,
427,428). Las mutaciones A2143G y A2142G son las mas frecuentemente

reportadas.

Hemos utilizado los siguientes primers y sondas para las dos mutaciones

mas habituales (429) (Applied Biosystems UK. Life Technologies):

FP-1: 5-TCGAAGGITAAGAGGATGCGICAGTC-3°

RP-1: 5" GACTCCATAAGAGCCAAAGCCCITAC-3°

RP2142G: 5'- AGTAAAGGTCCACGGGGTATICC-3;

FP2143G: 5'- CCGCGGCAAGACAGAGA-3

Con las siguientes sondas de hibridacion:

S1: CLARITAQMAN FAM MGB 5°- GGG TGT CTC AAC CAG AG - 37

S2: TAMRA TET 5'- TAATGG GAA TAT CATGCG CA -3
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Nombre Primer

Secuencia del primer

UREI F 5-AAGCACTGCGGTGATGAACT- 3

UREIR 5- CAGTCGCTGGCCCATAGAAA-3’

FP-1 STCGAAGGTITAAGAGGATGCGTICAGTC-3°
RP-1 5" GACTCCATAAGAGCCAAAGCCCITAC-3’
RP2142G 5’- AGTAAAGGTCCACGGGGTATICC-3°
FP2143G 5’- CCGCGGCAAGACAGAGA-3’

Tabla 3: Los oligonucleotides usados en esta técnica. Los oligonucleotides FP-1 RP-1 RP 2142G y FP

2143 G estan extraidos del articulo, Furuta, T., Soya, Y. et al. Modified allele-specific primer-polymerase

chain reaction method for analysis of susceptibility of Helicobacter pylori strains to clarithromicyn.
Journal of Gastroenterology and Hepatology 22 (2007) 1810-1815.

Nombre sonda

Secuencia sonda

UREASE (URE)

5- CCCCTGTAGAGGTIGCAGAA-3”

Cla R MGB (S1)

5- GGG TGT CTC AAC CAG AG -3

Cla R TAMRA (52)

5-TAATGG GAATAT CATGCG CA-3

Tabla 4: Las sondas de hibridacion utilizadas en esta técnica

97



Tesis Doctoral Pablo Baltar Martinez de la Riva

o4 1“2

Fig. 5: Posicion de los primers y tamafio de los amplicones. Grafico obtenido del articulo
Furuta, T., Soya, Y. et al. Modified allele-specific primer-polymerase chain reaction
method for analysis of susceptibility of Helicobacter pylori strains to clarithromicyn.
Journal of Gastroenterology and Hepatology 22 (2007) 1810-1815.

Una vez recibidos los primers y sondas se resuspenden para lograr una
concentracion 100 uM. Para ello se resuspenden en agua grado PCR y
se generan alicuotas en tubos de 20 ul y se conservan a -20 grados

centigrados para que los procesos de descongelacion sean limitados.

Se comienza con una dilucion 0,5 McFarland y extraccion de ADN en
sistema MagnaPure™ de Roche Diagnostics™. El protocolo utilizado
para la extraccidn en MagnaPure™ es el siguiente: resuspendemos
H.pylori procedente de placa en una solucidon hipotdnica hasta
conseguir una suspension 0,2 Mc Farland. Se infroducen en los tubos de
muestra del MagnaPure™ 420 ul de muestra y lo introducimos
directamente en el tubo evitando el paso por el Magnalyser™ ya que

danaria en exceso el DNA de la bacteria por lisis mecdnica.
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Una vez finalizado el proceso con el MagnaPure™ se lleva a cabo la
primera PCR de H.pylori probando distintas concentraciones de primers
y sondas para saber cudl es la éptima. Se selecciona la concentracion

de primers 0,4 uM y de sonda 0,2 uM.

Se realizan diluciones seriadas para comprobar los limites de deteccion

y la sensibilidad de la técnica. La mix para el sistema solo PCR es la

siguiente:

Componente Volumen para 1 muestra (pl)
Forward Primer 0,5
Reverse Primer 0.5
Sonda 0,25

DNA 2,5

BD Primer and Probe diluent 1

Release Buffer 6,25
Agua grado PCR 1.5
Volumen final 12,5

Las tarjetas se cargan manualmente.
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Las condiciones iniciales para la PCR son:

Proceso Temperatura(grados C) | Tiempo (segundos)
Activacion 98 600

Amplificacion 45198 10

ciclos

Deteccion 60 46,9

Deteccion Unicamente, en esta fase, de los canales FAM (475/520) vy el

canal del control interno (680/715).

3.6. Optimizacion de tiempos en la PCR de H. pylori

Se comienza con la PCR que viene programada de fdbrica cuya

duracién es de unos 60 minutos, como vimos en el punto 3.8 y

recordamos:

Proceso Temperatura(grados C) | Tiempo (segundos)
Activacion 98 600

Amplificacion 45198 10

ciclos

Deteccion 60 46,9

Tabla 6: Configuracién inicial de la PCR de H.pylori en el BDMAX™.
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Se realizd una optimizacion de la PCR en tiempos y temperaturas para

conseguir acortar al maximo la duracion de la misma.

Se probaron multiples combinaciones de tiempos:

H pylori PCR -10s Nombre de |a etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 600 98

Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step 2 - Temperatura 45 10 28
369 60

H pylori PCR -20s Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 600 98

Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step 2-Temperatura 45 7 98
209 60

H pylori PCR-450-40C Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempois) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 450 a8

Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step 2- Temperatura 40 7 928
a8 60

H pylori PCR-500-40S Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempois) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 500 28

Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempois) Temp.(*C)
New Step 2-Temperatura 40 7 98
9.9 60

H pylori PCR-550-40S Nombre de la etapa Tipo de perfil Cicios  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 550 28

Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step 2-Temperatura 40 7 98
9.9 60

Fig. 6: Combinaciones de tiempos testadas en el BDMAX.

La combinacion final que nos permite pasar de los 60 minutos por PCR
iniciales a los 36 minutos por PCR actuales lo que supone bajar 24

minutos por cada test sin perder sensibilidad.

Nombre del test Detalles del test

H pylori complete2 Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step Manlener 1 600 98
Nombre de la etapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step 2-Temperatura 45 10 98

46.9 60

Fig 7: Configuracion inicial de PCR. 60 minutos por PCR.
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H pylori Complete 4 Nombre de |a elapa Tipodeperil  Cichs  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Step Mantener 1 500 98

Nombre de |a elapa Tipo de perfil Ciclos  Tiempo(s) Temp.(*C)
New Slep 2- Temparalura 45 7 08
99 60

Fig. 8: Configuracion utilizada actualmente que rebaja 24 minutos cada test. 36 minutos PCR.

3.7. Extracciéon y PCR en BDMaXxX™

La lisis de las muestras y la extraccion de ADN se llevan a cabo en cada
una de las tiras de extraccion. Los pasos en el proceso de lisis y

extraccion se presentan esquematicamente en la Figura 1-2.

Sample PCR-Ready
DNA
°
Mix Lysis and Concentrate Add Incubote Pipette Add o
reagents Binding beads & DNA Solution A with refeased DOVA
remove & wash DNA Solution B nucleic Solution C
supernatant beads acid

Fig. 9: Esquema del sistema de extraccién. Aportado por el fabricante

Las flechas rojas representan el calor que se aplica al tubo de reacciéon
por el mdédulo calentador. El cuadro gris y el rojo representan un imdn

de barra que se sube y baja para entrar en contacto con el tubo de
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reaccion de cada fira de extraccion, cargado dentfro de la gradilla de

muestras.

Para iniciar el proceso, el instrumento fransfiere un volumen fijo de la
muestra preparada para el tubo de extraccidon para rehidratar los
reactivos de extraccion. Después de la rehidratacion, la mezcla se
transfiere al tubo de reaccidn. A continuacion, se aplica calor al tubo

de reaccion y las células de la muestra se lisan, liberando el ADN.

El ADN presente en la muestra se une a las particulas magnéticas que
han sido recubiertas con una matriz de afinidad de ADN. La barra
magnética se eleva e inmoviliza el ADN vinculado a las particulas

magnéticas. El sobrenadante se aspira del tubo.

El imdan se aleja y provoca la liberacion de las particulas magnéticas. El
iman se eleva, con las particulas magnéticas y el DNA unidas a ellas. El

sobrenadante se retira del tubo y el imdn reduce su potencia.

El ADN liberado se transfiere desde el tubo de extraccion al tubo cdnico

de las tiras de reaccidon, donde se llevard a cabo el andlisis PCR.

El sistema de extraccion viene con los pardmetros bdsicos configurados
de fdbrica con lo que el usuario solo puede seleccionar, por ejemplo, la
altura de la pipeta de toma de muestra o la cantidad de muestra que

recogen las pipetas. Comprobar

La configuracion inicial del proceso de extraccion del BDMAX® seria la

siguiente:
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Tiempo calent. lisis Temperatura lisis

Altura punta pipeta Volumen muestra

Volumen lavado Volumen neutralizac
DNAse Heat Time

10
1600
500

Fig. 10: Configuracion del proceso de extraccion del BD MAX

La mix que se utiliza para el procedimiento completo varia con respecto

a la de solo PCR que vimos anteriormente ya que los propios cartuchos

de extraccion incluyen los reactivos.

La mix ufilizada para la deteccién de H.pylori en, por ejemplo, 12

muestras de biopsia gastrica es:

Componente Volumen para 12 muestras (ul)
Agua grado PCR 100

BD Primer and Probe diluent 25

Forward Primer 12,5

Reverse Primer 12,5

Sonda 6,25

En nuestro caso al detectar al mismo tiempo tanto el H.pylori como la

Resistencia a Cla, la combinacion de primers y sondas para, por

ejemplo 12 muestras de biposia gastrica seria:
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Componente ¥]

H20 GRADO PCR 99.6

Primers and probes diluent (P/P dil) | 24,96

Primer Forward URE 6,24

Primer Reverse URE 6,24

Forward primer ClaRes FP2143G 6,24

Reverse primer ClaRes RP1 6,24
Sonda URE 3,12
Sonda S2 3,12

Hemos utilizado para la deteccion de H.pyloriy la resistencia a la Cla los
canales, FAM 475/520 con rango de excitacion 464-490 y rango de
emision 510-530 para el H pylori y para la resistencia a Cla, el canal TET

530/565 con rango de excitacion 520-540 y rango de emision 559-571.

Hemos centrado el trabajo en el canal TET para la resistencia, con los
primers FP2143G y RP1 y la sonda S2 ya que es la mds habitual en

nuestra drea sanitaria y es mds eficiente tanto en senal como en coste.

3.8. Procesamiento de muestras en Maldi Tof

Se procesan 92 muestras en placa postivas de H.pylori en el sistema
Maldi Tof de Bruker Corporation® para realizar un estudio taxonomico y

cluster.
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Se sigue el protocolo del fabricante, depositando una pequena
cantidad de la cepa en la placa aportada por el sistema y Tyl de
solucion matriz (a-Cyano-4-hydroxyciamin acid). Se deja secar y se

intfroduce la placa en el sistema.

Antes del test se readliza la calibracion del sistema con el patrén
estandar, Bruker Bacterial Test (BTS). Se anade 1ul de BTS en la posicion 1
de la placa y de deja secar a temperatura ambiente. Se anade 1ul de

matriz sobre el BTS.

3.9. Endoscopia digestiva alta

Los 201 pacientes fueron sometidos a endoscopia digestiva superior. La
muestra de biopsia fue colocada directamente en un medio de
transporte estéril con 1 ml de solucion salina para evitar su desecacion.
Se envian de forma inmediata al laboratorio de microbiologia para el
crecimiento en placa de H. pylory, donde es sembrada como mdaximo a

la hora siguiente de su recepcion en el servicio.

3.10. Procesamiento de biopsias gdstricas

Las muestras de biopsia se homogeneizaron en un mortero de vidrio
esterilizado y sumergidos en suero. Para la siembra de H. pylori, las
biopsias fueron extendidas sobre las superficies de las placas de agar
sangre, Columbia, Muller Hinton, Schadler y Agar Pylori suplementado

con 5% de eritrocitos de oveja (Becton Dickinson, Heidelberg,
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Alemania). Por lo menos 100 ul de la muestra se conservan en un bote

de 1 ml estéril a -80 grados centigrados.

Las placas, se infroducen en una jarra de anaerobiosis en un entorno
microaerofilico (concentracién de oxigeno 7 a 10%; concentraciéon de
CO2, 20%) creado por un sistema controlado por microprocesador
(Advanced® Anoxomat®, Advanced Instruments Inc) y se incubaron

durante 5 a 10 dias en estufa a 37 grados centigrados.

Microorganismos H. pylori se identificaron por morfologia de las colonias;
aspecto fipico en la tincion de Gram, naranja de acridina y ureasa,

oxidasa, catalasa positivos.

Se descongelan las muestras conservadas a -80 grados y se infroducen
en el tubo de muestra 11 ul del suero que rodea a la muestra

directamente con una pipeta estéril en campana.

3.11. Las pruebas de sensibilidad a antibiéticos

Se estudid la sensibiidad a amoxicilina, tetraciclina, metronidazol,
claritromicina, rifampicina y ciprofloxacino. En el caso de los dos
primeros se uftilizd la difusion en disco y para el resto E-test® (E-Test®,
Biomerieux). Se realizan en placas de Agar sangre, una para los discos
de amoxicilina y tetraciclina y una para cada E-test. Las placas fueron
inoculadas con torunda por toda la placa y posteriormente se
depositaron los discos o el E-test®. Se incubaron a 37 °C en una

atmosfera con 5-10% de CO2 y 95% de humedad. A los tres dias de
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incubacion se realizé una primera lectura y a los cinco dias la lectura

definitiva.

Para las pruebas de sensibilidad claritromicina se realiza por E-test®, las
colonias homogenizadas se inoculan con una torunda en placas de
Columbia, Schadler, Muller Hinton y Agar Pylori. Antes de que se
apliquen las tiras de E-test® sobre la superficie de agar con unas pinzas
esterilizadas, se deja que durante 5 min el indculo se sea absorbido. Las
placas inoculadas se incubaron en microaerofilia en estufa a 37 °© C

durante 5 dias.

Se usaron los puntos de corte establecidos por la CLSI (CLSI 2009) y otfras
publicaciones previas. Las cepas fueron consideradas resistentes si tenia
una CMI >2mg/L para amoxicilina; CMI>4mg/L para tetracicling;
CMI>8mg/L para metronidazol; CMI>Tmg/L para claritromicing;
CMI>4mg/L para ciprofloxacino y CMI>32mg/L para rifampicina. Las
cepas fueron consideradas de sensibilidad intermedia a claritromicina y
ciprofloxacino  si  tenian una CMI=0.5mg/L y CMI=2mg/L,

respectivamente (Procedimientos SEIMC).

3.12. Flujo de trabajo biopsias gdstricas

Vamos a senalar de forma esquemdatica el flujo de trabajo desde que se

obtiene la biopsia hasta que obtenemos los resultados:

Flujo de trabajo actual en el laboratorio se puede analizar de forma

esquematica en el grafico inferior:
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Flujograma de trabajo actual

Recepcion y procesado

Biopsia gastrica  2MINS (Servicio de Siembra en placay
(Servicio de ___ . medio de *"* Microbiologia CHUS) : s 7 210 dias de
gastroenterologia transporte ~ 1 hdesde recepcién > jarraambiente ———> L.
CHUS) muestra microaerofilia

Se congela a -80 100p! .

muestra 30 mins

Tiempo hasta obtencion de resultados H.pylori de 7 a 10 dias

Apertura de jarras
Identificacion de Resultado de
H.pylori Antibiograma

Antibiograma
5a7diasenjarra

Tiempo hasta obtencion de resultados antibiograma 15 a 17 dias

El flujo de trabajo con el BDMAX™ es el siguiente:

Flujograma de con BD MAX™

Biopsia gastrica 2 MINS Recepcion y procesado Pipeteamos 11 pl de
(Servicio de - mediode**"™ (servicio de - muestra o del liquido
gastroenterologia transporte Microbiologia CHUS) que la rodea en los
CHUS) 1 h desde recepcidon tubos del BD MAX (2
muestra min por muestra)

Tiempo hasta obtencidon de resultados H.pylori de 2 horas

Tiempo hasta obtencién de resultado resistencia a claritromicina 2
horas

3.13. Muestras de heces

1,30 horas obtenemos
los resultados de
H.pylori y resistencia a
claritromicina para
primera linea de
tratamiento.

Se reciben en el laboratorio muestras de heces de toda el drea

sanitaria de Santiago y se han analizado 500 muestras. Las muestras de

heces se reciben en un bote de oring, estéril, sin conservantes ni medios

de fransporte, en un mdaximo de 24 horas desde su toma de muestra. En

muchos casos debido a la imposibilidad de procesar el gran volumen

de muestras que se reciben en el laboratorio, las muestras se mantienen

ennevera a 4-5grados centigrados durante un maximo de 2 dias para

su posterior andlisis.
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Una vez la muestra es recibida, se procesa parte de la muestra por
antigenos presentes en heces, mediante el test radpido de deteccion
H.pylori Card® ( Materlab, Ref: M306PG) que representa un método no
invasivo basado en la inmunocromatografia para la deteccidon

cualitativa de antigenos en heces.

Se toman unos 2 gr o ml de heces (segun estado de la muestra clinica) y
se procesa segun marca el fabricante, se retira la H.pylori card de su
envase estéril y se agita el vial con la muestra para asegurar su correcta
dispersion. Se rompe la parte superior del vial. Se dispersan 5 gotas del
vial en el pocillo de muestra y se deja durante 10 minutos para obtener

el resultado.

Una vez pasados 10 minutos, tendremos disponible el resultado (positivo,

dos lineas rojas en la consola de resultados).

Una vez obtenemos el resultado positivo procesamos una muestra de

heces en el BD MAX ™,

Se testan tanto heces positivas por inmunocromatografia, como

negativas, a las que anadimos H.pylori en dilucion.

El estudio de deteccidn de H.pylori en el BD MAX™ en heces, se lleva a

cabo de 4 formas diferentes:

e 10 ul de muestra con un asa de siembra directamente en tubo de

muestra (SPC),
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e dilucion de la muestra de heces en agua grado PCR e
infroduciendo 10 ul con una pipeta con puntas estériles,
e muestra directa mas spike de una dilucion 0.5 McF de H. pylori

e Enuna 0.5 McF se diluye muestra de heces.

El protocolo para la dilucion de heces ha seguido el siguiente:
diluimos 40 pl de la muestra en 3 ml de agua estéril, lo centrifigamos
10 minutos a 12,9 rom y tomamos 10 yl con una pipeta para

infroducir en el fubo de muestra.

El kit de ufilizado para el andlisis en heces es el DNA-4, que es el
recomendado por la fdbrica para las detecciones de

microorganismos en heces.

3.14. Muestras orales

Las muestras orales se toman en la clinica dental del centfro de salud
JR Meildn de La Coruna durante los meses de septiembre a
diciembre de 2015 a 100 pacientes. Se toman las muestras a todos
los pacientes que acuden a la consulta excepto a aqguellos con
menos de 10 piezas dentarias en boca, con fratamiento antibidtico o
con inhibidor de bomba de protones 2 meses antes de la toma de
muestra. Se dividen en sanos, con enfermedad periodontal y con
dispepsia.

Se toman en 3 localizaciones:

e Dorso lingual
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e Primer molar inferior,limite amelocementario

e Saliva

En caso que el paciente carezca de molares inferiores se tomard la

muestra en la pieza sana mds cercana.

Las muestras de saliva, lingual, y supragingival se toman con una hisopo
estéril sin medio de transporte (Eurotubo ® Collection swab) y con una
cureta estéril para obtener muestra de placa (Hu-Fredy ®) y se

infroducen en nevera para su procesado en un mdaximo de 12 horas.

Se siembran en tres placas Muller Hinton, Columbia y sabouraud por
duplicado y se dejan en estufa de a 5 a 7 dias tanto en aerobiosis como

anaerobiosis.

Se infroducen las muestras en el tubo de muestra del BD MAX de forma
directa. En campana estéril se retiran de la nevera los tubos de muestra
se atemperan durante 30 minutos y se infroducen en el tubo de muestra,
se vortea durante 20 segundos y se cierran los fubos. Se dejan tanto la

torunda estéril en el interior del tubo. No es necesario retirar los hisopos.

3.15. Muestras parafinadas

Se reciben 100 muestras parafinadas del servicio de microbiologia del
Complejo Hospitalario Universitario de La Coruna (CHUAC) (Dr. Angel

Concha, Jefe de Servicio).
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Se llevan a cabo diferentes sistemas de desparafinizacion y extraccion

de ADN.

En el primer sistema utilizado se realiza el siguiente proceso de

desparafinizacion:

1-

Se deposita una seccidon seleccionada de 5 micras de tejido en
un tubo eppendorf rotulado con 500 ul de xileno. Mezclar por
vortex durante 10 segundos.

Se incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se anaden 500ul de etanol absoluto, y se mezcla por vortex
durante 10 segundos.

Se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se centrifuga a 16.000-20.000 g durante 2 minutos, se descarta el
sobrenadante sin tocar el pellet.

Se anade 1 ml de etanol absoluto y se mezclan por vortex durante
10 segundos.

Se centrifuga a 16.000-20.000 g durante 2 minutos y se descarta el
sobrenadante sin tocar el pellet.

Se seca el pellet en un termobloque (Biometra® TB2) a 56°C
durante al menos 10 minutos, con los tubos abiertos, hasta que se
evapore el etanol.

Se resuspenden en 180 ul de DNA Tissue Lysis Buffer (DNA TLB) y 70

ul de PK.
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Una vez las muestras son desparafiandas se resuspenden en agua grado
PCR y se introducen en el SPC, tanto el agua grado PCR como

directamente la muestra desparafinada.

Asi  mismo, se procesan 20 muestras parafinadas para  su
desparafinizacion y extraccion de acidos nucleicos en el sistema Mag
Core® Hf 16 plus de la compania RBCBioscience®. Se utiliza el programa
de 16h de duracion para la extraccion de ADN en muestras parafinadas
en el servicio de Microbiologia ( Hospital Alvaro Cungueiro) del

Complexo Universitario de Vigo.

Las muestras se conservan en nevera y se infroducen en el sistema BD
MAX del Complejo Universitario de Santiago al dia siguiente en modo

PCR.

3.16. Medicion de tiempos y costes de deteccion con BDMaXxX™

Se readliza una comparativa de tiempo y coste con los sistemas de
biologia molecular disponibles en nuestro laboratorio. Se compara con
Microscan™ (Siemens Espana SA) y con MagNapure ™ (Roche™
Diagnostics™). De forma paralela a los experimentos, se lleva a cabo,
una medicion de tiempos de trabajo de los técnicos y del BDMAX™ y
de las ofras plataformas, para conocer el coste operativo del sistema y

de los costes asociados en personal y material.

Se utiliza un crondmetro, técnica observacional y un estudio del coste

de materiales.
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4. RESULTADOS

4.1. Dendograma y cluster de muestras

Se anadlizan en el sistema Maldi Tof ® (Bruker Corporation) una muestra
representativa de cultivos positivos de las muestras analizadas siguiendo

el protocolo del fabricante.

Se analizan las muestras positivas con crecimiento en placa con el
objetivo de realizar un andlisis taxondmico de las diferentes cepas de

H.pylori.

Una vez obtenemos los resultados del andlisis procedemos a realizar el
dendrograma con el programa aportado por el fabricante Maldi

Biotyper 3.

Seleccionamos aquellos resultados deseados y obtenemos el andlisis

taxonmomico de las muestras y la existencia de clusters destacables.
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Fig. 11: Resultado obtenido en el MALDI-TOF dendograma. Hospital Clinico Universitario de Santiago
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Fig. 12: Resultado obtenido en el MALDI-TOF dendograma. Hospital Clinico Universitario de Santiago
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4.2. Biopsias gastricas

Se estudiaron 201 muestras de biopsia gdstrica obtenidas de pacientes
con sinfomatologia gdstrica del servicio de gastroenterologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS). Se llevdé a
cabo la extraccion y PCR en tfiempo real (RT-PCR) con el sistema
BDMaX™ con el fin de detectar la presencia de H. pylori y sus
mecanismos de resistencia, en particular, la resistencia a
claritromicina. Un total de 105 muestras (52,23%) de las 201 biopsias
incluidas en este estudio fueron positivas para H. pylori en pruebas
fenotipicas. Un total de 95 (47,26%) muestras de las 201 recibidas
fueron negativas para H.pylori en pruebas fenotipicas. El andlisis para
estas nuestras con el sistema BDMAX™ de estas 201 muestras arrojo
datos discordantes en la deteccién de H. pylori en 6 casos (2.98%)
siendo 3 falsos positivos (1,49%) y 3 falsos negativos (1,49%) para la

detecciéon de H. pylori.

TOTAL MUESTRAS FALSOS + FALSOS -

201 3 3
13-99485 13-065146
13-065146 14-149900
14-105168 15-72202

Tabla 7: Cuadro resumen del total de muestras y los resultados discrepantes
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Para el estudio de la resistencia a Cla obtenemos 8 resultados
discrepantes entre las pruebas fenotipicas y las pruebas moleculares, o

que corresponde a un 3,98% del total de muestras.

En total hemos obtenido unas 14 muestras discrepantes entre ambas
técnicas, 6 correspondientes a la deteccion de H.pylori y 8

correspondientes a la deteccidn de la resistencia a Cla.

Sobre el total de muestras existen un 26% de muestras resistentes a Cla y

un 73 % sensibles a claritromicina.

M TOTAL MUESTRAS
M FALSOS +

i FALSOS -

M RESISTENCIA

Grafico 1: Representacién grafica de la distribuciéon de resultados

En cuanto al estudio de la sensibilidad y especificidad de la técnica
para la deteccidon de H.pylori en biopsia gdstrica se divide en dos. Por
una parte el estudio de especificidad y sensibilidad para la deteccidn
de H.pylori y por otra la especificidad y sensibilidad para la deteccidon

de la resistencia a Cla.
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La sensibilidad de la técnica para la deteccidn de H.pylori en muestras
clinicas de biopsia gdstrica, se obtienen 100 verdaderos positivos y 23
falsos negativos lo que resulta en una sensibilidad del 97%. La
especificidad de la técnica para la deteccidn de H.pylori, con 95
verdaderos negativos y 3 falsos positivos, resulta una especificidad del

97%.

El estudio de la sensibilidad y especificidad, para la técnica de
deteccidon de la resistencia a Cla, obtenemos 48 verdaderos positivos y
5 falsos negativos para un total del 91% de sensibilidad. Con 145

verdaderos negativos y 3 falsos positivos obtenemos una especificidad

del 98%.

UREASA RESISTENCIA

SENSIBILIDAD SENSIBILIDAD

VP 100 VP 48

FN 3 FN 5

TOTAL 97% TOTAL 91%

ESPECIFICIDAD ESPECIFICIDAD

VN 95 VN 145

FP 3 FP 3

TOTAL 97% TOTAL 98%
201 201

En cuanto al estudio de los valores predictivos, para ambas detecciones
observamos unos resultados sélidos para la técnica. Para la deteccidon

del H.pylori obtenemos un valor predictivo positivo (VPP) del 97% y un
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valor predictivo negativo (VPN) de, también, 97%. Para la deteccion de

la resistencia a Cla, obtenemos un VPP del 94% y un VPN del 97%.

VPP H.pylori 97%
VPN H.pylori 97%
VPP ClaRes 94%
VPN ClaRes 97%

Tabla 9: Cuadro resumen de los valores predictivos de la técnica.

Ejemplo de resultados en la pantalla del sistema BDMaX®:

Posicion  Nombre del test Codigo de barras 10 del paci Resultado  CT 475/520 CT 530/565 CT 565630 CT 630665 CT 680715 Canc.
Estalus de SP Estatus de PCR N° acceso =] iz iz [ liz Dy liz On liz Unidades de
Cidigo de barras del lols 475520  530/565  SBSE30  G30/EES  €80TIS canc.
Al HpyloriComplAESIINA1 SP2ADER01620141215BH Ha 1 1 1 1 2504
Sucoass Sucoass 1
Az HpyleriComplRESIDNA1 SP240T90162014121 5CESA MA 1 1 1 1 FTY
Sucoess Success 2
A3 HpyloriComp 1 5P 014121 8ECH2 Na 2566 1 1 1 2776
Sucoass Suoocass 3
Al HpyleriComplRESIDNA1 SP240T90162014121 58452 Ma 18,29 i) 1 1 23.02
Sucoess Success 2
AS HpyloriComplAESIINA1 SP24DER01620141215EDGS Ha 17.86 1 1 1 252
Sucoass Sucoass ]
AG HpyloriComplAESIDNA1 SP24DSS01E201412150F24 Ha 1266 2713 1 1 ]
Sucoess Success &
AT HpylorCompiRESIDNA 1 SP2d0eR01 62014121 8EDaa Na 155 2745 1 1 28.81
Sucoass Suoocass T
Ag HpyleriComplRESIDNA1 SP240S90162014121 586G Ma 1677 278 1 1 FT
Sucoess Success &
Nombre del test Versidn  Tipe de extraccitn Formaio Master Mix Tiemgo calent. lisis i ksis
Noitas Configuracidn de los 475520 530/565 585630 B30GES BBOTIS Albura punta pipeiz Volumen muesira
canaes Volumen lavade WVoluimen neutralizac.
DNAse Haal Time
HpplonComplRESIDNA T 1 Exk DN (PlasmaSonm) Type 2: BD MMK or MMH{SPC) and Liquid Primens and Prot 10 ar
Gianancia 40 50 o 1] S0 1600 838
Umbral a o ] a o &0
Ct Min a o o a o
Gt Max a o ] 1] o
Alas
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Nombre del test Detales del test
HpyloriComplRESIDNA1 Nombre do la otapa Tpodeperl  Cidos  Tiempo(s) Temp.(*C) Detectar Tpo
New Sxp Martener 1 50 98 No
Nombre do la otapa Tpodeperl  Cldos  Tiempo(s) Temp.(*C) Detectar Tpo
New Siep 2 Tomperatura 45 7 98 No
99 60 St
- Linea bassl PCR 475/520
720
620
520
420 ot
03
20 [+]]
Os
220 Oe
or
120 o
0] - e
-80
-180
0 1 10 15 20 2 30 35 a0 “5
LINea Dasal PLR H30/565
240
200
160
120
(1) oL
a0 4
) &A g;
s
<]
<0 o7
-80 o
120
160
200
240
0 s 10 15 20 25 30 3 40 “5
LI IEQ Wabal Feam oy f L
4ERD
4480
4000
Bl )
2180
2880 0;
H
2480 o1
Os
2000 o
ar
1600 =] ]
1200
£60
480
B L ———

Fig. 12: Ejemplo de pantalla de resultados de un experimento. En la primera pantalla observamos
las muestras, el programa que hemos seleccionado, los datos del test, los puntos de corte de las
CT’s, y las curvas de PCR.
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4.2.1. Limite de deteccion de la técnica

Se disena un experimento para analizar el limite de deteccidn de la

técnica desarrollada (LOD). Se realiza una dilucién 0,4 McF de una cepa

resistente a Cla crecida en placa y comprobada mediante pruebas

fenotipicas con el siguiente protocolo:

1-

Apertura de placa en crecimiento en estufa comprobada
antferiormente por pruebas fenofipicas. (N° H°: 136173 positiva,
resistente a Cla)

Se realiza un dilucién 0,4 McF en agua grado PCR.

Se hacen diluciones 1/10 con la secuencia 90 yl de H2O por 10 ul
de la dilucién anterior.

Se siembra en placa Mduller Hinton (BD diagnostics™) cada
dilucion.

Se infroduce den jarra en ambiente microaerofiico (Anoxomait®)
a 37° durante un minimo de 7 dics.

Una vez cumplido el plazo de crecimiento de la bacteria, se
procede a la apertura de las jarras de crecimiento y se realiza un

contaje manual de unidades formadoras de colonias (UFC).
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Fig 13: Curvas de PCR del LOD con diluciones 1/10

Dilucion NHC: 136137 +,+ 0,4 McF Colonias
Al Inc

A2 250

A3 24

A4 2

A5 1

Ab 0

Tabla 9: LOD con contaje de colonias. Muestra en placa de H.pylori y reistente a Cla.El contaje de
colonias se realiza de forma manual.
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En los resultados se observa que obtendriamos senal hasta 2 UFC tanto

para la deteccion de H.pylori como para la resistencia a Cla.

Se lleva a cabo el andilisis del limite de deteccidn mediante diluciones
seriadas 1/10 de DNA de H.pylori (Amplirun® Helicobacter pylori DNA

control, Vircell® Lot. 14MBCO49001) en modo PCR.

Se anadlizan 30 muestras (10 muestras, 3 replicas por muestra)

obteniendo senal hasta la tercera dilucién 1/10.

A N N
o  la N

A o b

100¢ .
A & Ag

[} .’ -

A - T -
-A A -l.

A A-BOT-10 A

e L
AS0T-11 A 2 A

-4 8 4

] 1 8 2 ]

—
il bl b
g ac

Fig. 14: LOD modo PCR del DNA Vircell®

Llevamos a cabo un tercer test LOD basado en la publicacion de

Wilrich&Wilrich(431) denominado POD-LOD test.

Realizamos 95 tests en diluciones seriadas, partiendo de una

concentracion 0,4 McF, configurando el siguiente cuadro de muestras:
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Dilution NHC: 136137 +,+ 0,4 McF Colonies UFC/ML
A2 2500 15 tests
A3 240 15 tests
A4 20 15 tests
A5 10 22 tests
Ab 1 20 ftests
A7 0,1 8 tests

Tabla 10: Muestras y nimero de réplicas para el LOD-POD test. El nimero de repeticiones aumenta a

medida que disminuye la concentracion.

Existe una aplicacion, creada y facilitada por los autrores del articulo,

donde se introducen los datos de

| experimento.

Name of experiment:

H pylori POD

Date of experiment: 25/09/2015
Sample size A, in g or mi: { 10
Total no. of matrices: 1
Max. no. of contamination levels: 6
No. of matrix: 1
Name of matrisample reference Helicobacter LOD
Level of inoculum in cfu/g or cfu/ml| No. of inoculated tubes No. of postive tubes
ad »” by
............ 25000 s A
............... 2400 eSS
200 S 14
e 00 22 e Ae
.................. 1 e 20 L
0.1 8 0

Tabla 11: Aplicacion creada y facilitada por los autores del articulo.Imagen tomada de la aplicacion original.
Wilrich&Wilrcih: Estimation of the POD Function and de LOD of a qualitative microbiological measurement
method. J of AOAC International Vol. 92 No 6, 2009.
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Se infroduce en la pantalla, las CFUs por MI, el nUmero de tubos o
muestras que analizamos y el nUmero de positivos. Logicamente, habrd
un mayor numero de positivos en aquellas muestras de mas
concentracidon. Aumentamos el nUmero de repeticiones en aquellas

muestras de menor concentracion para probar la sensibilidad del

experimento.

Los resultados del LOD-POD son los siguientes:

Results of the POD-LOD calculation
For details see: Wilrich & Wilrich, Journal of AOAC International, Vol. 92, No. 6, 2009, 1763-1772.

! LODsgs, = 50% Limit of detection, ? LODass, = 95% Limit of detection

Test statistic
No. of MName of i i Detectio Detectio matrix
matrix matrix n limit n limit effect

i matrix ; i % 5,i dpos;

1 |Helicobacter LO!

Combined data

Tabla 12: Aplicacién creada y facilitada por los autores del articulo.Imagen tomada de la aplicacion
original. Wilrich&Wilrcih: Estimation of the POD Function and de LOD of a qualitative microbiological
measurement method. J of AOAC International Vol. 92 No 6, 2009.

Los resultados indican que con un 50% de confianza los limites en los
cuales obtendremos resultados serdn, entre 5,64 y 2,46 CFUs con una
media de 3,70 CFU/ml. Con un 95% de confianza los limites superior e
inferior en los que obtendremos senal serdn 10,530 y 24,392 CFUs con

una media de 16,026 CFU/ml.
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Fig 15: Curvas del experimento POD-LOD

4.3. Analisis en heces

Las muestras de heces representan para el clinico una muestra no
invasiva y su obtencién, anque en algunos pacientes es desagradable,

ha demostrado ser sencilla y econdmica.

Se recibieron y analizaron 500 muestras de heces.

Se comienza con un andlisis de 12 muestras donde se combina una
dilucion 0,2 a 0,4 McF de H.pylori con heces positivas por Inmunocard®
diluidas en agua grado PCR y una dilucion de heces positivas en una
dilucién de 0,2 McF de H.pylori para asegurarnos la presencia de
bacteria. Se continia con heces positivas intfroducidas en el tubo con
una asa de 10 ul y diferentes cantidades tanto en el asa como en la
cantidad infroducida en el tubo de muestra (SPC). En todos los casos en

que la muestra confenia heces, sean diluidas o infroducidas con el asa

130



Pablo Baltar Martinez de la Riva Tesis Doctoral

de siembra en el SPC, hemos encontrado una ausencia de resultados e
inhibicidon de los controles internos. Se prueban también varios sistemas
para purificar la muestra, suspension, filtrado o purificaciones de DNA.
Comenzamos con el siguiente protocolo obtiendo una ligera pero

insuficiente mejoria:

e Dilucidn de heces (4 asas de 10 pl) positivas en 950 ml de agua
grado PCR.
e Vortex de 1 minuto

e Centrifugado de 10 minutos a 12,9 RPM

Con este protocolo obtenemos una senal de deteccidon débil pero
elimanamos la inhibicion del control interno. Se prueba también con
sistema de exfraccion MagnaPure® y PCR en BDMAX® pero tfampoco se

obtiene senal.

Probamos otro protocolo, utilizando el Kit de extraccion de DNA de
Qiagen® (QIAamp® DNA Stool mini kit) como paso previo para la
purificacion de las muestras y la extraccion de DNA pero fampoco se
obtiene senal. Se utiliza el mismo kit de extraccién pero adaptando el
protocolo, con el obejtivo de eliminar las inhibiciones que provocan las
heces, y por una parte anadimos a nuestra muestra las pastillas incluidas
en el kit INHIBIT EX ® y en por ofra parte anadimos el buffer de Proteinase

K®. En ambos casos el resultado fue el mismo.
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Con el fin de comprobar el efecto que la cantidad introducida en el
tubo SPC de heces produce en la senal resultante, disenamos un
experimento en el que, realizamos diluciones seriadas de heces con una
cantidad fija de McF de H.pylori. El resultado del experimento muestra
claramente que a medida que las heces van desapareciendo de la
muestra, va aumentando la senal y se elminina le inhibicidon de la senal

de los conftroles internos.

Disenamos un experimento para comparar el funcionamiento del kit
DNA-4 especifico para heces con el DNA-1 para plasma o suero, para
muestras de heces, demostrando los resultados que el comportamiento
del kit de DNA-1 es superior al del DNA-4, a pesar de no ser el especifico

para las heces.

El protocolo final para heces, cambiando el del fabricante, queda

Ccomo sigue:

1- Kit para heces: DNA-1.

2- Se utilizard para introducir las heces directamente en el SPC el asa
de Tul.

3- Se podrd diluir previaomente las heces en agua, que se hard en

Iml de agua.
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Fig 15: Ejemplo de los resultados obtenidos en las muestras heces.

Con todos los cambios infroducidos en el protocolo de heces en el
BDMaX™, hemos logrado eliminar la inhibicion de los controles internos
(a pesar de introducir grandes cantidades) y obtener senal en las

heces diluidas en una McF de H. pylori.
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4.4. Muestras orales

De los 100 pacientes analizados, siguiendo el protocolo descrito, no
hemos obtenido senal que podamos dar como positiva. Si se ha
observado un ligero aumento en la curva en las muestras de los molares
inferiores al nivel del limite amelocementario, pero no se puede afirmar

que sean positivos claros.
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Fig. 16: Ejemplo de los resultados obtenidos en las muestras orales.

4.5. Muestras pardafinadas y desparafinadas
Analizamos muestras desparafinadas por diferentes sistemas:

En el primer sistema, se observa que al introducir el DNA Tissue Lysis Buffer
(DNA TLB Qiagen™ ATL) y 70 yl de LPK (punto 9 del protocolo descrito),
ademds de que los resultados son falsos negativos, inhiben los controles
internos. Por ello, eliminamos el Utlimo paso del protocolo y lo sustituimos

por:
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1- Rehidratamos la muestra con suero fisiologico.
2- Utilizamos lisis mecdanica con Magnalyser™ (Roche Diagnostics™)
y las rehidratamos con suero fisiologico.

HpyloriCompIRESIDNAL 475/520

200

HpyloriComplRESIDNA1 530/565
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Fig. 17: Ejemplo de los resultados obtenidos en las muestras desparafinadas.

En los resultados se oberva como las muestras A1, A2 y A3 que son las
desparafiandas y, a pesar del nuevo protocolo, no tienen senal y las A4
y A5 que son muestras que de biopsia normal, si obtienen senal. Lo que

si se ha evitado es la inhinicion de los controles internos.

En el segundo sistema de desparafinizacion y extraccion, se utiliza el
sistemma automatizado Mag Core Hf 16 plus®. Se realiza en el Complejo
Universitario de Vigo. Se utiliza el sistema de extraccion para muestras de

tejido parafinadas de 16 horas de duracion.

Se intfroduce el ADN obtenido en el sistema BDMAX en modo PCR.

Los resultados son positivos, obtenemos senal en las muestras positivas.

136



Pablo Baltar Martinez de la Riva Tesis Doctoral

HPy|0riDEF 475/520
1000

A-TOP-1

1
A-TOP-2

800 .y
A-TOP-3

L 3
A-TOP4

4
600 ] A-TOP-5

5
A-TOP&

= [
A-TOP-7

400 7
A-TOP-S&

.
A-TOP9

9
A-TOP-10

200 m AT
A-TOP-11

- 11
A.-TOP-12

o= 12

5 10 15 20 25 30 35 40 45
HPyloriDEF 475/520

1000 A-BOT-1

= 1
A-BOT-2

- 2
A-BOT-3

800 -y
A-BOT4

4
m A-BOTS

5

600

A-BOT-6

Y
A-BOT-7

L 7
400 A-BOT-8

= 8
A-BOT9

L 9
A-BOT-10

200 10
A-BOT-11

= 11
A-BOT-12

12

0 — — — — — ———
5 10 15 20 25 30 35 40 as

Fig. 18: Extraccidon en MagnaCore® y PCR en BDMAX®.

4.6. Medicion de tiempos y costes de deteccion con BDMaX™

Se lleva a cabo de forma paralela un estudio de tiempos de trabajo y
coste de los principales sistemas de deteccion presentes en el

laboratorio de microbiologia de CHUS,para un test estandart de MRSA.
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Se analiza en Microscan™ de Siemens AG ™, el LightCycler™ de Roche

Diagnostics™ y el BDMAX™ de Becton Dickinson Diagnostics™.

4.6.1. Analisis comparativo protocolos de deteccion

Microscan™ Siemens™

MICROSCAN®

SIEMBRA— CULTURE MICROSCAN®

30 secs 24 hours 30 sec] 24 hours

TOTAL TIME: 48 HOURS (2 MIN PER SAMPLE)

Lightcycler™ de Roche Diagnostics™

2 min

SAMPLE PREPARATION: 10 SECS PER PHASE 2: 4 MINS
SWAB

Tiempo de trabajo: 75 min

—>>
E m

PHASE 4: 5 TO 20 MINS PHASE 5: 80 MINS

TOTAL TIME ( 30 SAMPLES): 2H 11 MINS (4,3 MINS PER SAMPLE)
HANDS ON TIME: 35 MINS
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BD MAX® MRSA

SWAPTO SAMPLE > VORTEX > CHARGE RACKS > WORK LIST
TUBE
10 MINS 2 MINS 3 MINS 5 MINS
EXTRACTION PCR
1H 30 MINS 69 MINS

TOTAL TIME ( 24 SAMPLES): 3H ( 8 MINS PER SAMPLE)
HANDS ON TIME: 20 MINS

4.6.2. Analisis de coste de las técnicas de deteccion

Para hacer un andlisis riguroso compartivo de las tres técnicas, hemos
analizado independientemente, los costes directos de material
empleados y los costes de mano de obra, no se anaden los costes

indirectos ya que varian segun las condiciones del usuario.

DIRECT COSTS
COST PER UNIT/RUN  |PER SAMPLE
TIPS 0,003 €
SWABS 0,08 €
COST PER KIT MRSA BD
MAX (24 DET) 480,00 € 20,00 €
COST PER KIT MRSA
ROCHE (30 DET) 600,00 € 20,00 €
COST PER PANEL MICROS
(96 DET) 7,60 € 0,08 €
Units per run Total Cost BDM-Roche
Tips Swabs
BD Max 0 24 1,92€ -32%
Roche 45 30 2,535€
Total Direct Cost
BD Max 481,92 €
Roche 602,535 €
Microscan 7,60€
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LABOUR COSTS

TOTAL COST COST PER MONTH COST PER DAY COSTE PER HOUR COST PER MINUTE

€ 22 8 60
LABORATORY TECHNICIAN 1800 81,8 10,23 0,17
ADMINISTRATION (5%) 90 4,1 0,51 0,01

TIME PER RUN (HOURS) HANDS ON TIME [MINUTES) HANDS ON TIME PER SAMPLE (mins) |Hon Cost per sample
BD MAX (24 samples max) 3 20 0,83 0,14
ROCHE LC (30 samples max) 2,11 35 1,16 0,20
MICROSCAN (96 samples max) 48 480 5 0,85
Total cost HO per RUN

Percentajes Hands on persample COST dif(%) Hands on time per sample (%) |Total cost Ho per run (%) 34
BD Max-Roche -40% -40% -75% 59
BD Max-Microscan -502% -502% -2310% 818

Tabla 13: Estudio de costes laborales basados en el tiempo de “hands on” que requiere cada técnica. Para

obtener el coste hora de cda profesional, tomamos como base los salarios oficiales para los empleados del
Servicio de Salud de Galicia (SERGAS), publicado en Diario ficial de Galicia con fecha 19 de Enero de 2012.
http://www.xunta.es/dog/Publicados/2012/20120119/AnuncioCA01-130112-11021_es.html

Por tanto, los costes totales de cada técnica, a mdxima capacidad,

son:

Total Costs PER RUN (MAX CAP)
DC

Bd Max 481,92 €
Roche 602,54 €
Microscan 7,60 €
LC

Bd Max 3,40
Roche 592
Microscan 81,8
TOTAL COST €
BD MAX (24 def) 485,32
ROCHE (30 def) 608,5
MICROSCAN (96 def) 874

Estos resultados reflejan que los costes laborales y, especificamente, los

referenidos al tiempo que los profesionales técnicos inviertren en poner

en funcionamiento (hands-on) los son los mas determinantes a la hora

de estudiar el coste comparativo de una técnica de PCR en tiempo

real, ya que los costes directos son similares.
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Como es légico, en técnicas que agrupan la extraccion de ADN y PCR-
RT de forma infegrada en un mismo sistema, como es el caso del
BDMAX™, el coste de mano de obra del técnico va a ser menor, no
necesita cultivo previo de las muestras, con lo que los reultados estardn

disponibles en un plazo de tiempo menor.
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5. Discusion

La infeccion por H.pylori es una de las mds frecuentes en el mundo y ha

revolucionado la patologia gdstrica en los Ultimos anos.

La alta prevalencia de la infeccion por H.pylori, asi como el incremento
de las cepas resistentes a antibidticos, obligan a contar con un método
fiable, rapido y eficiente para detectar la presencia de la bacteria y de
sus mecanismos de resistencia. El clinico necesita un sistema que le
permita establecer un tratamiento de primario eficaz que reduzca la
tasa de fracaso de los tratamientos de primera linea y que minimice la

tasa de resistencia a antibiotiocos.

5.1. Muestras de biopsias gdstricas

La endoscopia digestiva alta posibilita la inspeccion de la mucosa
gdstrica y la visualizacion de las lesiones responsables de los sinfomas

dispépticos.

Las lesiones que se puedan obervar en la mucosa gdstrica no son
patognomicas e incluso el tejido con apariencia sana puede estar

infectado.

La muestra obtenida por biopsia gdstrica es una de las mdas habituales
en los servicios de gastroenterologia para la deteccién de H.pylori y
otras patologias ya que permite ademds de sembrar la muestra para la

deteccion de la bacteria, permite, en caso que no existan
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contaminaciones o crecimiento escaso de la bacteriq, la realizacion del

antibiograma.

Este procedimiento clinico es altamente invasivo y genera molestias a
los pacientes con lo que el clinico intenta obtener un diagnostico de
sospecha mediante pruebas no invasivas como el test de aliento con C-

ureda.

Recibimos y analizamos 201 muestras de biopsia gdstrica recibidas del

servicio de gastroenterologia del CHUS.

Siguiendo el procesado descrito en la parte metodoldgica de esta Tesis,
el reultado es positivo, tanto para la deteccion de H.pylori, como de la

resistencia a Cla.

La sensibilidad de la técnica ha demostrado ser notable, obteniendo

senal positiva en UFC bajas.

En el andlisis con Maldi Tof de una muestra de las cepas analizadas
observamos una gran dispersion en los resultados no existiendo clusters
importantes. El rango de deteccion del sistema disenado es amplio y

diverso.

5.2. Deteccion de H.pylori y resistencia a Cla en heces

Las heces, constituyen unas muestras de gran complejidad estructural y

orgdnica. La deteccion por PCR de microorganismos en heces se ve
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dificultada por la existencia de elementos inhibitorios (acidos humicos,

etc), dificiles de aislar.

En la actuadlidad, los estudios metagendmicos, que estudian los
metagenomas utilizando secuenciadores de gran capacidad, estan
sustituyendo a los cultivos tradicionales De hecho los primeros estudios
metagendmicos han mostrado que el 80% de los bacterias detectadas

no habian sido sembradas (432).

En ecosistemas complejos como son las heces, las bacterias como
puede ser la Salmonella entérica es indectectable por los actuales

estudos metagendmicos (433).

La metagendmica y “culturomics” (consiste en la diversificacion de
cultivos bacterianos con la deteccion mediante MALDI-TOF para
incrementar las bases de datos) pueden detectar un gran niumero de

especies.

De 1791 especies reconocidas de forma oficial en 1980 actualemente se

han reconocido mds de 12.000 (434).

El método mas especifico para aislar H.pylori es el crecimiento en placa
pero pocos estudios de los analizados han conseguido obtener
resultados positivos en el aislamiento de H.pylori a partir de una muestra
de heces. La presencia de una gran diversidad de microorganismos

hace dificil que la bacteria pueda crecer en placa.
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El mecanismo por el que la bacteria puede ser excretada en las heces
no es bien conocida, ya que el H.pylori, es una bacteria de gran
sensibilidad al contacto con la bilis, presente en el colon y duodeno,

con lo que es dificil encontrar un bacteria viable en las heces (435).

En nuestros experiementos, hemos analizado 500 muestras de heces de
toda el drea sanitaria en diferentes estados, formas y concentraciones.
Se analizaron las heces por inmunocromatografia y después se
procesaron en el BDMAX®. El procesamiento en el BDMAX® se lleva a

cabo de diferentes métodos y concentraciones.

La problemdtica que nos encontramos en el andlisis de heces fueron

principalmente 2:

1- Inhibicidon de conftroles internos

2- Ausencia de senal

Como se ha descrito en la parte metodolégica de esta Tesis, con lo
diversos cambios infroducidos en el protocolo incial del fabricante,

conseguimos eliminar las inhibiciones en los controles internos.

A pesar de haber mejorado el protocolo y de eliminar una deficiencia
importante en el kit aportado por el fabricante, no hemos logrado
obtener senal, en las heces positivas por inmunocromatografia, en el

BDMAX®.

Consideramos que el ADN de H.pylori existente en Ias heces, al tratarse

de una bacteria especialmente fragil fuera de su medio, se encontraria
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demasiado danada para producir amplificacion y que la competencia
con productos, subproductos y ofros microorganismos provocaria la

ausencia de amplificacion.

5.3. Muestras orales

La importancia de la presencia de la H.pylori en el medio oral, viene
descrita en la literatura cientifica por su factor clave en los procesos de

infeccion y reinfeccion.

En el ano 1.989, por primera vez, Kradjen et al. aislaron H.pylori en placa
dental. A pesar de que estd clara su participacion en los procesos de
infeccion via fecal-oral, nos encontramos con un tema controvertido en
los procesos de reinfeccion. Diversos extudios cientfificos han hallado
H.pylori en el medio oral, sobre todo en pacientes periodontales y en

placa dental.

Desai et al en 1.991, reportaron que la triple terapia habia sido 100%
eficaz en los pacientes infectados con H.pylori en el medio gdastrico
pero, sin embargo, encontraron que persistia en el medio oral, con lo
qgue concluyeron que la triple terapia no era suficente para erradicar la
bacteria, que debia ser complementada con un tratamiento local del

medio oral.

En 1.999, Riggio et al demostraron que en bolsas periodontales de mds
de 5 mm incrementan la posibiidad de reinfeccidn por H.pylori.

Asimismo, la bacteria fue detectada en saliva, el la placa dental supra y
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sub gingival, sugiriendo que estos serian los reservorios de la bacteria

dentro de la cavidad oral.

Los procesos de reinfeccidn se encuentran bajo discusidon en el dmbito
cientifico, pero los Ultimos estudios muestran una clara correlaciéon entre
los codigos genéticos de bacterias en el medio oral y en la mucosa

gdstrica.

En pacientes periodontales, el H.pylori se encuentra coagregado con
cepas de Phorphyromonas gingivalis y Fusobacterum nucleatum, en
cambio, las cepas de Streptoccus mutans y Prevotella intermedia,

actuan como fuertes inhibidores del crecimiento del H.pylori (436).

A la vista de la literatura cientifica, queda demostrada la capacidad de
superviviencia del H.pylori en el medio oral. Es por ello que parece
razonable pensar el la capacidad del medio oral para actuar, no solo
como principal via de infeccién, si no que puede actuar como medio
de reinfeccidn en pacientes sometidos a fratamiento erradicador en

medio gdstrico.

Consideramos que es necesario continuar la investigacion en esta linea
ya que la deteccion del H.pylori en cavidad oral limitarian los procesos

de reinfeccion.
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5.4. Muestras parafinadas

La conservacion de tejidos humanos en los servicios de anatomia
patoldgica, sobre todo aquellos archivos de tejidos para conservacion

a largo plazo se conservan embebidos en bloques de parafina.

Las muestras de biopsia gdstrica, son habitualmente conservadas en
este medio ya que confiere estabilidad por décadas, y hace posible los

correspondientes estudios clinicos y epidemioldgicos retrospectivos.

Las principales ventajas de la conservacion de tejidos en este medio

son: facil manipulacion, almacenamiento econdmico y a largo plazo.

A pesar de las multiples ventajas, la conservacion en parafing,
disminuye la eficiencia de la PCR debido a la degradacion de los

Acidos nucleicos.

Recibimos del Hospital Clinico Universitario de La Coruna, 100 muestras

de biopsia gdstrica en parafina y desparafinadas.

Hemos analizado las muestras en el BDMAX®, tanto infroduciendo el
tejido de forma directa en el SPC, como diluido en agua grado PCR y
en modo solo PCR con un sistema de desparafinizacion y extraccion

especifico.

No hemos obtiendo senal en las muestras desparafinadas, ni embebidas

en parafina con el sistema de extraccion del BDMAX.

151



Tesis Doctoral Pablo Baltar Martinez de la Riva

Sin embargo al utilizar el sistema de exfraccion especifico para biopsias
gdstricas en parafina de RBCBioscience® de 16 horas de duracion para
posterior PCR en el sistema BDMAX si obtenemos resultados positivos,
demostrando ser un sistema combinado fiable para el andlisis de

muestras gdstricas en parafina.

5.5. Resistencia a Cla

La prevalencia de cepas de H.pylori resistentes a Cla se estd
incrementando tanto en Europa como en EEUU con rangos desde el

4.5% hasta el 30% en los estudios mas recientes (437).

La Cla es el antibidtico mds potente que se utiliza actualmente contra el
H.pylori por lo que la resistencia a este antibidtico es de gran relevancia

clinica.

Se ha demostrado que la resistencia a Cla reduce de forma
considerable las tasas de éxito de los tratamientos de primera lineq,

hasta valores de 18.3-44% (437).

Se encuentran mds cepas resistentes a Cla, en pacientes con dispepsia

no ulcerosa mds que en pacientes con Ulcera péptica (438).

Por tanto, la monitorizacion de la resistencia a Cla, es un factor de gran
importancia en los servicios de anatomia patolégica y microbiologia,
gue han de ser capaces de poner a disposicion del clinico lo antes

posible los datos de deteccion de la bacteria y de la resistencia a Cla.
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La tasa de resistencia a Cla en nuestra drea sanitaria es del 26% lo que
supone que aproximadamente 1 de cada 4 tratamientos de primera
linea va a fracasar, con lo que vemos claramente la importancia de
contar con esa informacion rdpidamente para que el clinico pueda
establecer el mejor fratamiento al paciente, resultando en un ahorro de

costes, tiempo y molestias para el paciente.

Ante el incremento de las tasas de resistencia a quinolonas, intfentamos

disenar un sistema de deteccidn de resistencia en el BDMAX®.

La resistencia a quinolonas afecta a la subunidad-A DNA-gyrase. Las
mutaciones y polimorfismos que confieren la resistencia a ese grupo de

antibiotiocos suponen la sustitucion de los aminodcidos 91y 87.

No fue posible anadir la resistencia a quinolonas en nuestro sistema
debido a que cada aminodcido cuenta con un juego de ftripletes
diferentes y el BDMAX cuenta con un numero de canales de lectura

limitados.

5.6. Flujograma de trabajo del BDMAX®

El protocolo de andilisis de las muestras clinicas de biopsia gdstrica, a
pesar de ser fiable, se extiende demasiado en el tiempo y en ocasiones
las siembras de placa se ven contaminadas o el crecimiento es
insuficiente, no pudiendo ser analizada la muestra o su resistencia a

antibidticos.
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Como hemos visto anteriormente, el clinico, para poder establecer un
tratamiento de primera linea, ha de contar con los datos de resistencia

ya gque supone un alto indice de fracaso en el tfratamiento.

Con el sistema que hemos desarrollado en este trabajo, reducimos el
tiempo hasta el resulfado de 10 dias con las pruebas fenotipicas
actuales a 1Th 30 min, sin perder ninguna muestra por contaminaciéon en

placa o por crecimiento insuficiente.

En cuanto a la parte econdmica, cada vez mds determinante para las
administraciones hopsitalarias, el coste mdas importante esta
intimamente relacionado con el tiempo y la dificultad en poner el

sistema en funcionamiento.

En este punto el BDMAX destaca frente a sus competidores ya que es un
sistema muy sencillo y rdpido, no teniendo interfase extraccion-PCR. El
ahorro en costes de cada determinacion en mano de obra es un 40%
inferior en el BDMAX® con repecto al sistema de Roche®, su competidor

mAs directo.
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6. CONCLUSIONES

1. La técnica desarrollada para biopsias gdstricas, ha demostrado ser un
método fiable, con una elevada correlacion con los métodos
fenotipicos, tanto para la deteccidn deH. pyloricomo para la
detecciéon de la resistencia a Cla en un mdaximo de dos horas tras el
procesado de la muestra. Esto hace posible, que el clinico establezca
un fratamiento adecuado desde el momento inicial, que reducird los
costes de retratamiento del paciente y el desarrollo de cepas resistentes
a antibidticos.A la vista del andlisis taxondmico con el Maldi-Tof
observamos que los microorganismos analizados en nuestro estudio
muestran una gran dispersion, no existiendo clusters importantes. Ello nos
garantiza que nuestro sistema es capaz de detectar un amplio rango

de H. pylori.

El sistema desarrollado no ha mostrado ser eficaz para las muestras de
heces. A pesar de las mejoras en los resultados y de los cambios en el
protocolo aportado por el fabricante que logré eliminar las inhibiciones

del control interno, no hemos logrado detectar la bacteria en heces.

2- La cavidad oral, como demuestra la literatura, actia como reservorio
de la bacteria, siendo fundamental tanto en procesos de infeccion,
como de reinfeccién. En nuestro estudio, se ha observado un ligero

aumento de senal en las muestras tomadas en los primeros molares
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inferiores a nivel del limite amelocementario, no pudiendo afirmar que

constituyan un positivo claro.

3. En las muestras conservadas en parafina, ha demostrado ser eficaz,
utilizando otros métodos especificos de extraccidon de ADN y posterior
andlisis en el BDMAX. No asi utilizando el sistema de exfraccion del
BDMAX. La posibilidad de analizar muestras conservadas en parafina
abre un interesante camino para los andlisis epidemioldgicos de largo

plazo.

4. En cuanto al andlisis de costes y tiempos del BDMAX, ha demostrado
ser un sistema muy competitivo, siendo menos costosa cada
determinacién, sencillo y con menor tiempo de manipulacién por parte

del técnico responsable.
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