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PROLOGO

Este libro nace de la unién de un maestro altamente calificado y alumnos dedicados con unas
creatividades activas y dispuestas a trabajar por resolver los problemas que trae una bacte-
ria a la humanidad. Las investigaciones aqui consignadas son producto de los trabajos de
grado de los estudiantes del programa de Microbiologia, quienes ademas fueron miembros
del semillero de investigacion, MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN SALUD
HUMANA 'Y ANIMAL “OBVIO-MICROBIO”.

Apoyados y dirigidos por la doctora Adalucy Alvarez-Aldana, quien gracias a su amplio
conocimiento en el microorganismo supo sembrar curiosidad sobre el mismo durante las
sesiones del semillero, incentivando a muchos de sus alumnos a dedicar su trabajo de grado
a resolver alguna pregunta que les surgiera en torno a este microorganismo.

Aunque diferentes son las investigaciones, todas fueron trazadas con un fin comun, entre-
garle a la humanidad un poco mas de conocimiento sobre Helicobacter pylori, por esto la
union de estas investigaciones en una sola consigna, son importantes para entender mas sobre
todo lo que rodea esta bacteria y pretenden resolver muchos misterios que ain aquejan la
epidemiologia detras de la misma. Estos trabajos son fruto de muchos esfuerzos, materiales
y académicos, de personas grandiosas, de la unidon de universidades, doctores y docentes de
diferentes disciplinas, razon que demuestra una vez mas que la union hace la fuerza, porque
solo llegaras mas rapido, pero en compafiia llegaras mas lejos.

Ademéds, contamos con la fortuna de tener un capitulo invitado, cuyo tema no es sobre Heli-
cobacter pylori, pero si un sobre un topico de gran interes en la actualidad como es la resis-
tencia bacteriana. Capitulo titulado: “Caracterizacion epidemioldgica y microbioldgica de las
bacteriemias y su perfil de resistencia durante el periodo junio 2011 a junio 2015”.

Por: Juanita Salgado Rivera.
Estudiante de décimo semestre del Programa de Microbiologia y futura egresada del
Programa de Microbiologia en el 2021.
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CAPITULO1

Importancia de investigar sobre la bacteria Helicobacter
pylori e historia de la linea de investigacion en H. pylori
para la formacion de recurso humano en ciencia,
tecnologia e innovacion en el programa de Microbiologia

Adalucy Alvarez-Aldana', Olga Maria Henao Trujillo?

Importancia de investigar en la bacteria
Helicobacter pylori

Del total anual de muertes en el mundo, 2/3
partes (56 millones / 38 millones) son a causa
de enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT). Como las enfermedades cardiovas-
culares, diabetes, enfermedades respiratorias
cronicas y cancer. Entre las ECNT, el cancer
es la principal causa de muerte. El cancer
gastrico (CG) ocupa el quinto lugar en inci-
denciay el tercero en mortalidad para ambos
sexos en el mundo. En Colombia el CG ocu-
pa el cuarto lugar en incidencia para ambos
sexos y es la primera causa de muerte por
cancer. En el pais se presentan diferencias
en la incidencia y mortalidad entre mujeres
(quinto lugar en incidencia y cuarto en mor-
talidad, por encima del cancer de cérvix) y
hombres (segundo lugar en incidencia y pri-
mero en mortalidad). En Colombia el CG re-
presenta un serio problema de salud publica
(supervivencia absoluta a los 5 afios es solo
del 24,6 %) El factor de riesgo mas relevan-
te para el CG, es la infeccion por Helicobac-
ter pylori. El pilar basico de la prevencion
en CG es la supresion de los factores de ries-
go, en especial eliminar la infeccion por H.

pylori.

H. pylori afecta aproximadamente la mitad
de la poblaciéon mundial y mas del 80 % de
las poblaciones de paises en vias de desarro-
llo. A pesar de que infecta mas de la mitad
de la poblacion mundial, solo una pequefia
fraccion desarrollan una variedad de enfer-
medades graves, incluyendo ulcera péptica,
Linfoma de tejido linfoide asociado a muco-
sas (MALT), y CG. La evidencia demuestra
que la infeccion conduce a una fuerte infil-
tracion granulocitica y linfocitica que des-
encadena una inflamacién persistente y que
sumada a condiciones de hipocloridia en el
cuerpo del estomago, se constituyen como el
principal factor de riesgo para el desarollo
de CG. Esa inflamacion persistente provoca
cambios histologicos que incluyen destruc-
cion de uniones intercelulares, apoptosis,
proliferacion de celulas epiteliales y trasn-
fomacion maligna. El desarrollo de CG es
un proceso de multiples pasos iniciando por
la transicion de la mucosa normal a una gas-
tritis superficial (No atrofica). La gastritis
puede progresar a gastritis atrofica, luego a
metaplasia intestinal, displasia y adenocar-
cinoma.

Como todo proceso infeccioso y especial-
mente procesos infeccioso ligados a cancer

1 Docente investigador. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Grupo de
investigacion MICROBIOTEC. Universidad Libre Pereira. Integrante Grupo de investigacion
GRIENI - UTP..

2 Directora del Centro de investigaciones de la Facultad de Ciencias de la Salud
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por inflamacién cronica, como es el caso de
H. pylori, la progresion hacia las enferme-
dades graves debe mirarse desde dos pers-
pectivas, el patdogeno, en el cual han sido
descritos diverso genes de virulencia impli-
cados en la severidad, y desde el hospedero
ya que han sido descritos polimorfismos a
nivel de genes de la respuesta inmune asi
como los factores ambientales, dieta, consu-
mo de cigarrillo y alcohol.

H. pylori fue clasificado como carcindgeno
tipo I desde 1994 y ratificado por el grupo
de estudio de la IARC (agencia internacional
para la investigacion del cancer) en el 2012.
Pero, el resultado de la infeccién en cada in-
dividuo es impredecible, asi como la veloci-
dad de progresion de la lesion en la mucosa
gastrica. Sin embargo, la progresion puede
ser detenida por la erradicacion de H. pylori,
si se logra la eliminacion antes de la apari-
cion de alteraciones atrofica.

Los esquemas de tratamiento para la infec-
cion por H. pylori estan basados en estra-
tegias empiricas, debido a la dificultad de
cutivar la bacteria. Un antibi6tico por si solo
no es capaz de erradicarla, y estan basados
entonces en la combinancion de un inhibidor
de bomba de protones (IBP, para suprimir el
acido del estbmago y mejorar la absorcion de
los antibioticos), con dos o mds antibiticos
entre los cuales los principalmente utiliza-
dos son claritromicina, tetraciclina, amoxa-
cilina, metronidazol y levofloxacina, en di-
versas combinaciones de esquemas. Desde
la incial que es conocida como terapia triple
estandar (TTE), y se llama estandar porque
el antibiotico base es la claritromicina, hasta
las basadas en levofloxacina o metronidazol,
y las variantes que han tenido que salir como
alternativas y son combinaciones como la
secuencial que es mitad del esquema con
amoxicilina y la otra mitad cambiando los

antibioticos, o la concomitante que es el IBP
mas tres antibioticos o la cuadrupple que es
el IBP mas sales de bismuto y dos antibioti-
cos. Con el problema actual de la resistencia
adquiridad por la bacteria hay recomenda-
ciones de cuales esquemas de primera linea
y cuales en caso de falla en la erradicacion.
Para que un esquema de tratamiento se con-
sidere exitoso, se debe erradicar la infeccion
en mas del 90 %. Pero, con el problema
de resistencia actual esta claro que hay una
correlacion inversa entre el éxito de la la tasa
de erradicacién y las tasas de resistencia.
Otro punto es que la resistencia es variable
segun la zona geografica estudiada

Historia de la linea de investigacion en He-
licobacter pylori como estrategia para la
Jormacion de recurso humano en CTel y la
investigacion formativa en el programa de
Microbiologia.

La linea en la Universidad Libre inicia con
la llegada de la profesora Adalucy Alvarez
Aldana despues de un proceso de consurso
docente al programa de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud, en el ano
2014, en donde ademas se integra al Grupo
de investigacion en Microbiologia y Biotec-
nologia (MICROBIOTEC), creando la linea
de microorganismos de interés. Previamente,
habia desarrollado proyectos de investiga-
cion en conjunto con los profesores Ignacio
Moncayo y Jorge santacruz en el programa
de Medicina de la Universidad Tecnoldgica
de Pereira, pioneros en la region en el estu-
dio de H. pylori. Los tres profesores levanta-
ron el estado del arte en el Eje cafetero con
respecto a la prevalencia de la infeccion, los
metodos para diagnosticar la infeccion y la
prevalencia de la resistencia en H. pylori.
Estas investigaciones se realizaron desde el
Grupo de investigacion centro de biologia
molecular y biotecnologia, cuyo grupo de
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investigacion se termino y posteriormente
fundaron el Grupo de investigacion en enfer-
medades infecciosas (GRIENI), con el cual
desde el afio 2015 MICROBIOTEC trabaja
en cooperacion.

La linea de investigacion en H. pylori en la
Universidad Libre inicia su consolidacion
con la creacion del semillero MICROOR-
GANISMOS DE IMPORTANCIA EN SA-
LUD HUMANA 'Y ANIMAL “OBVIO-MI-
CROBIO” y la financiacion del primer
proyecto de investigacion en la convocatoria

05 del ano 2014 y continua de manera cons-
tante sometiendo proyectos a las convocato-
rias internas de la Universidad Libre como
la 07 y 08 de los afios 2016 y 2017 (Tabla
1). Por el semillero han pasado entre los di-
ferentes afios alrededor de 40 estudiantes di-
ferentes, de los cuales 20 se fortalecieron en
el semillero y se convirtieron en tesistas de
pregrado en nueve tesis diferentes. La figura
1 es una recopilacion de fotos del historico
del semillero, los tesistas, sus publicaciones

y los eventos en los que participaron.

Tabla 1. Historico de proyectos financiados en la linea de investigacion de H. pylori.

FINANCIACION (MONTO)

TITULO Y ESTADO PRODUCTOS
Correlacion entre genes de virulencia en aislamientos de Convocator:géntema ULP-
Helicobacter pyfori provenientes de pacientes dispépticos del UNATESIS DE
Eje Cafetero y diagndstico clinico (14 MILLONES). UTP PREGRADO
) ydiag J (REACTIVOS Y EQUIPOS)
TERMINADO
. . . . UTP
Comparacidn de diferentes medios de cultivo parala UNATESIS DE
3 . . (REACTIVOS Y EQUIPOS)
recuperacion de un banco de aislamientos en H pylori TERMINADO PREGRADO
Convocatoria interna ULP-
Terapia triple estandar como primera linea de tratamiento para 07 (25 MILLONES) CINCO TESIS DE
la erradicacién de Helicobacter pylori en pacientes dispépticos ~ Convocatoria interna UTP PREGRADO
del Eje cafetero (35 MILLONES)
TERMINADO
Factores asociados a la infeccion y/o enfermedad por _
) : . . ) ) Convocatoria interna ULP- UNATESIS DE
””"";“e'i[(ffi‘.’o" o Pf;"*fggﬁpﬁcfﬁgﬁgf’m&‘e’“ 08 (14 MILLONES) ~ PREGRADO Y UNATESIS
oyecto o del proye platp TERMINADO DE MAESTRIA
Estandarizacion de un método molecular para la deteccion de  Convocatoria interna ULP- UNATESIS DE
Helicobacter pylori a partir de agua 08 (12 MILLONES) PREGRADO

TERMINADO
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CAPITULO 11

Helicobacter pylori: Descubrimiento, microbiologia,
enfermedades, diagnostico y prevencion de la infeccion

Autores: Adalucy Alvarez-Aldana', Daniel Arturo Leén-Rodriguez!

Actualmente la infeccion por H. pylori es
una de las mas extendidas en el mundo,
afectando al 50 % de la poblacion mundial.
Es adquirida en la nifiez y puede persistir
durante muchos afios si no es tratada con
antimicrobianos. Las condiciones para que
H. pylori genere una infeccion no estan es-
tablecidas, pero por toda la informacién re-
copilada en estudios cientificos, se cree que
esta influenciada por factores tales como las
variaciones geograficas, variacion genética,
edad, condiciones socioecondmicas, sexo, y
malas condiciones higiénico-sanitarias.

Resefia historia: Los primeros indicios acer-
ca de microorganismos que habitan la mu-
cosa gastrica fueron reportados a finales del
siglo XIX, Bizzozero en el afio 1893 observd
por primera vez organismos Gram negati-
vos, los cuales habian sido aislados de célu-
las parietales y glandulas géstricas de perros
(1). Posteriormente, algunos patdlogos, a
principios del XX, reportaron bacterias con
forma de espiral en el estomago de animales,
y que, también se habian logrado observar
en el estdmago de humanos que padecian la
enfermedad ulcero-péptica y cancer gastrico
(2). El investigador australiano John Robin
Warren logré visualizar por primera vez la
bacteria el 11 de junio de 1979, comentan-

do en su hallazgo lo siguiente “Trabajaba
en mi tarea diaria de examinar las prepara-
ciones para el estudio microscopico de las
biopsias gastricas. En una preparacion de
mucosa gastrica con gastritis cronica activa
observé una linea azul en la superficie del
epitelio gastrico. Con mayor aumento, pude
distinguir numerosos pequefios bacilos que
componian dicha linea azul, firmemente ad-
heridos a la superficie del epitelio. Con el
objetivo de inmersion confirmé mi sospe-
cha” (3). Warren se dedico gran parte de su
tiempo a investigar estas bacterias que ha-
bia encontrado. Este investigador recolectod
mas casos en los cuales la bacteria siempre
estaba presente en lesiones histologicas de
gastritis. Convencido de lo que él veia, te-
nia claro que esta bacteria que esta presente
en el tejido inflamado, se debia considerar
el agente causal de la patologia. Sin embar-
go, sus hallazgos iban en contra del dogma
de que los microorganismos no sobreviven
en un medio tan dcido como es el estdmago
(4). Nadie creia en los argumentos y eviden-
cias del investigador, exceptuando su esposa
Win, la cual lo animaba con mucho entusias-
mo a que continuara con su investigacion sin
importar las criticas (4). Empleando diferen-
tes coloraciones, como la tincidon de Gram
y la de Warthin-Starry, este médico consi-

l. Docente investigador. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Grupo de
investigacion MICROBIOTEC. Universidad Libre Pereira. Integrante Grupo de investigacion GRIENI
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guid tefiir las bacterias y asi diferenciarlas
de las células epiteliales. Analizando con
un microscopio electronico secciones mas
delgadas de la mucosa que presentaban el
microorganismo, observé que la bacteria se
adhiere con firmeza a la superficie del epite-
lio (5).

El investigador Warren trabajo en solitario
hasta el afio 1981, afio en el que recibi6 a
Barry Marshall, un investigador escéptico
sobre la investigacion de Warren, la cual era
tildada de imposible por querer convertir la
gastritis en una enfermedad infecciosa (6).
Marshall tenia la tarea de recolectar biop-
sias de pacientes en donde las endoscopias
no arrojaban inflamacion, para asi compro-
bar que la bacteria no estaba presente en la
mucosa gastrica no inflamada. Este investi-
gador ayud¢ realizando una técnica de cul-
tivo adecuada que favorecié el crecimiento
de esta “nueva bacteria”. Al observar que la
bacteria resultaba parecida a Campylobacter,
ambos cientificos decidieron elegir el medio
y tiempo de incubacion que se emplea para
este género bacteriano. El método en prime-
ra instancia no dio resultados positivos, no
obstante, después de unos dias de vacaciones
en los cuales ellos habian dejado por casuali-
dad una placa de cultivo incubando, se com-
probo la existencia de diminutas colonias de
color transparentes, que al ser identificadas
resultaron ser similares a las observadas en
los tejidos de biopsias gastricas (6).

Para dar cumplimiento de los postulados de
Koch, Marshall inocul6 cultivos puros de
Campylobacter en cerdos, considerado el
animal mas apto para esta prueba. Desafor-
tunadamente, estos experimentos fueron un
fracaso, ya que no observaron cambios en
estos animales. Sin embargo, en un momen-
to determinado, el investigador decidi6 auto
inocularse la bacteria, algo que se podria

considerar controversial y peligroso, pero el
analista justifico esta accion indicando que
¢l no se exponia a un gran riesgo porque se
habia comprobado que tenia cura (7). Antes
de inocularse la bacteria, se comprobd que
Marshall no sufria de ninguna molestia es-
tomacal como gastritis, ademés, mediante
endoscopia, se vio que el cientifico tenia una
mucosa gastrica sana. Marshall, por otra par-
te, venia siguiendo la evolucién de un pa-
ciente que tenia la bacteria y que fue tratado
con antibioticos, teniendo éxito en la erradi-
cacion. Al comprobar que el paciente tuvo
la bacteria y se curd, €l decidio utilizar la
biopsia gastrica de ese paciente, tomandose
30 mL del cultivo junto con 400 mg de cime-
tidina para disminuir la secrecion de acido
en el estdbmago, facilitando la infeccion (7).
Posterior a esto, Marshall empez6 a tener
sintomas como nauseas y vomitos durante
un periodo de seis dias. Al décimo dia el in-
vestigador se somete a una endoscopia, en la
cual se encontrd signos de gastritis y en un
cultivo realizado con nuevas muestras, cre-
ci6 Campylobacter. Luego de estos resulta-
dos, ¢l se sometid a un tratamiento con sales
de bismuto y metronidazol durante catorce
dias, donde posteriormente en una tercera
endoscopia, la cual fue realizada un mes des-
pués de finalizar el tratamiento, la mucosa
gastrica habia recuperado su estado normal
y la bacteria ya no aparecio (8).

Luego de muchos intentos de mostrar sus
resultados en las revistas médicas, los cua-
les eran rechazados por no ser lo suficiente-
mente relevantes para la medicina, Warren y
Marshall enviaron resimenes por separado
a la revista Lancet. Ambos escritos tenian el
mismo titulo “Unidentified curved bacilli on
gastric epithelium inactive chronic gastri-
tis”. Ambos enviaron sus articulos por apar-
te, ya que Warren reclamaba su derecho a ser
el descubridor original de la bacteria, mien-
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tras que Marshall reclamaba su autoria por
la elaboracion de cultivos, el ensayo clinico
y sus contactos con otros microbidlogos que
apoyaron la investigacion. Finalmente, el 4
de junio de 1983 fueron publicados ambos
articulos con el mismo nombre (9).

La bacteria fue incluida en el género de
Campylobacter, de forma provisional ya que
compartia la morfologia espiral, microae-
réfila y la capacidad de crecer en el mismo
medio de cultivo junto con otras caracte-
risticas bioquimicas. Sin embargo, la nue-
va bacteria diferia en dos rasgos esenciales
como la presencia de multiples flagelos en
uno de sus extremos y su gran capacidad de
generar la enzima ureasa. “Cuando fue ana-
lizada por microscopia electronico, se ob-
servo que su morfologia es distinta a las del
género Campylobacter, mostrando mayor
semejanza con Aquaspirillum (10). Luego,
unos investigadores aplicaron el método de
medir el porcentaje del contenido de guanina
y citosina del ADN bacteriano, que ha sido
utilizado exitosamente en la clasificacion
taxonoémica de otras especies, dando como
resultado que el contenido de estas bases ni-
trogenadas en Campylobacter pylori era mas
parecido a las bacterias del recién descubier-
to genero Helicobacter (10). Finalmente,
un grupo de investigadores liderados por
Goodwin demostraron, mediante el analisis
de 4cidos grasos por cromatografia liquida,
que Campylobacter pylori no pertenecia al
género Campylobacter, sino que, basados el
resultado obtenido del analisis, esta nueva
bacteria tenia una semejanza mas grande con
el género Helicobacter. En 1989, con todos
los datos recopilados, este grupo de cola-
boradores publicaron un articulo en el cual
exponen los hechos para cambiar el nombre
de Campylobacter por Helicobacter pylori,
el cual fue finalmente reconocido y aceptado
por toda la comunidad cientifica (11). Con
todo esto, el descubrimiento de Helicobac-

ter pylori implic6 cambios conceptuales en
la comprension de las enfermedades gastro-
duodenales (11).

Taxonomia: Con las publicaciones hechas
en el afio 1983, diversas patologias gastri-
cas finalmente fueron esclarecidas gracias
al descubrimiento y caracterizaciéon de un
bacilo curvo hallado en muestras de tejido
de personas con gastritis cronica activa (1).
Como se menciond anteriormente, este ba-
cilo en principio recibié el nombre de Cam-
pylobacter pyloridis, tiempo después seria
renombrado como Campylobacter pylori, y
finalmente, con base en los resultados con-
juntos de ensayos moleculares (en donde se
analiz6 el ARN ribosomal 16s), analisis bio-
quimicos, estudios morfologicos, y estudios
estructurales, este bacilo pasé a nombrarse
Helicobacter pylori en 1989. Este género en
conjunto con otros microorganismos como
Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospiri-
llum y Wollinella hacen parte de la clase Ep-
silobacteria en la subdivision Thiobacteria
de la division Proteobacteria. Este género
incluy6 a las especies Helicobacter pylori'y
Helicobacter mustelae, consideradas las pri-
meras bacterias aislada de la mucosa gastri-
ca (12,13).

Morfologia celular de Helicobacter pylori:
H. pylori es una bacteria en forma helicoi-
dal, curva o espiral, posee bordes redondea-
dos y tiene un tamafio entre 0,5 a 1 um de
ancho y de 2,5 a 4,5 um de largo. En uno de
sus extremos presenta entre dos a ocho fla-
gelos, los cuales le facilitan 1la movilidad por
la mucosa gastrica. Esta bacteria dadas sus
caracteristicas de pared se clasifica dentro
del grupo de las bacterias Gram negativas y
en su pared celular se observan estructuras
similares a anillos, los cuales corresponden
a la ureasa que se localiza en la superficie
extracelular, la cual, es una sustancia esen-
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cial para la supervivencia de H. pylori en el
estomago (14).

Una particularidad en esta especie bacteria-
na es cuando las condiciones externas no son
favorables (pH, déficit de nutrientes, Aw,
temperatura, etc.), H. pylori tiene la capaci-
dad de pasar a un estado metabolicamente
poco activo o casi inactivo. Esta caracteris-
tica le permite a la bacteria protegerse de
estas condiciones adversas, y este estado se
le conoce como forma “cocoides”, ya que
éstas reducen su tamano (pareciendo cocos),
volviéndose mas resistentes y con menores
requerimientos nutricionales (15).

Morfologia de las colonias: En un medio de
cultivo, a 37°C, las caracteristicas morfolo-
gicas de las colonias de H. pylori se demoran
en aparecer entre tres y siete dias. Cuando
las colonias se forman, éstas presentan una
forma circular, de color gris, y pueden medir
entre 1 y 2 mm. Ademas, son convexas, hu-
medas, y presentan un aspecto translucido.
Por otra parte, cuando es sembrada en agar
sangre, H. pylori presenta una ligera hemoli-
sis alrededor de las colonias (16).

Genoma: En 1997 fue publicada la prime-
ra secuencia completa del genoma de H.
pylori. Luego, en el ano de 1999, H pylori
se convirtio en la primera bacteria a la cual
se le hicieron dos secuencias del genoma a
partir de dos cepas diferentes, y que ambas
secuencias se pusieron a disposicion en las
bases de datos. A partir de esa informacion
disponible, fue posible evidenciar elementos
cruciales en cuanto a la genética de H. pylo-
ri, hallandose por un lado que ambas cepas
mostraron diferencias gendmicas significati-
vas en la secuenciacion, y por otro lado, se
evidencio que el contenido de genes hallados
por métodos de prediccion diferian signifi-
cativamente entre ambas cepas analizadas.

Esto permitio demostrar en cierta medida el
hecho de que H. pylori es un microorganis-
mo que es reconocido por ser naturalmente
transformable, y que por sus caracteristicas
presenta un alto grado de variabilidad gené-
tica 'y genomica (17,18).

Con el avance de la tecnologia y la mayor
disponibilidad de secuencias de genomas
completos, el estudio de microorganismos
tales como H. pylori ha tenido un importan-
te avance, en donde cada vez mas han apa-
recido un importante niimero de estudios
comparativos, los cuales han proporcionado
informacion de importancia de la historia
evolutiva de esta especie bacteriana (19).
Dicho esto, es importante mencionar que H.
pylori se encuentra en el grupo de microor-
ganismos patdégenos mas recombinantes de
los que hoy se conocen, este microorganis-
mo tiene la capacidad de intercambiar de
una forma ripida material genético entre
diferentes linajes mediante su mecanismo
de transferencia horizontal de genes (HGT),
creando asi una poblacion con tasas evoluti-
vas relativamente altas (13).

Diversos estudios genéticos se han enfoca-
do en las regiones del genoma de H. pylori
que se encuentran involucradas en el meca-
nismo de patogenicidad del microorganismo
y como ¢éste se adapta al entorno en el que
se encuentra (es decir el huésped) (20). Uno
de los métodos mas usados para el estudio
de estas regiones gendmicas en las cepas
analizadas es por medio de la tipificacion de
secuencia multilocus (MLST). Actualmente,
en plataformas como el NCBI se encuentran
hasta 500 secuencias del genoma de diver-
sas cepas de H. pylori que se obtuvieron de
distintas regiones geograficas en el mundo,
aunque muchas de estas secuencias no se en-
cuentran ensambladas (20).

Caracteristicas Bioquimicas: Helicobacter
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pylori es una bacteria que presenta una baja
reactividad bioquimica en distintas pruebas.
Esta especie bacteriana es oxidasa y catalasa
positiva, y algunas especies de este género
tienen la capacidad de reducir nitratos. Por
otra parte, es un microorganismo microae-
réofilo, lo que le permite acomodarse al am-
biente del sistema géstrico. Ademads, esta
especie tiene la capacidad de desdoblar la
urea gastrica, lo que genera una gran canti-
dad de amonio en su entorno, neutralizando
asi el acido clorhidrico, lo que lo convierte
en un microorganismo capaz de sobrevivir
en un ambiente acido (pH 4). En adicién a
lo anterior, todas estas caracteristicas hacen
que el entorno de la bacteria se transforme
en un ambiente neutro, lo cual lictia el moco
gastrico, lo que le confiere la capacidad de
desplazamiento a través del tejido, trayendo
entre sus consecuencias mas conocidas la
gastritis (21).

Las especies presentes de Helicobacter son
quimiorganotrofos, poseen un metabolis-
mo respiratorio, estos microorganismos son
asacaroliticas o sea no hay fermentacion y
tampoco oxidacion de azucares, aunque si
ocurre la oxidacion de glucosa, este patoge-
no en el cultivo tiene requerimientos como
que el medio sea suplementado con suero o
sangre de cordero debido a que funcionan
como una adicién de nutrientes adicional a
esto los protegen de los efectos toxicos de
los &cidos grasos de cadena larga, estos tam-
bién se pueden omitir por medio del comple-
mento con suplementos como f-ciclodextri-
nas, IsoVitaleX o por la adiciéon de carbon
activado en el medio de cultivo (12).

Factores de virulencia: H pylori puede co-
lonizar las células epiteliales géstricas y dar
lugar a que se presenten diferentes enferme-
dades, gracias a sus factores de virulencia.
Unos de los factores de virulencia mas im-

portantes de esta bacteria es la ureasa, que
como se habia mencionado previamente,
desdobla la urea dando como productos el
amoniaco y didxido de carbono, disminu-
yendo la acidez de la mucosa géstrica (22).

Otro factor importante es la presencia de
flagelos en este microorganismo, entre dos
y seis por célula. Este factor es el que le per-
mite la colonizacion y asi llegar al epitelio
de la mucosa gastrica. Un estudio reciente
demuestra la asociacion de este factor con el
factor de virulencia de la ureasa. Las fosfo-
lipasas de H. pylori son otro factor de viru-
lencia provocan la elaboracion de productos
como la lisotenia que afecta la capa protec-
tora que contiene gran cantidad de fosfolipi-
dos en la membrana apical de las células de
la mucosa gastrica (23). Diferentes estudios
han demostrado que el factor mas importan-
te de virulencia de H. pylori es la proteina
CagA, codificada por el gen cagA4 se encuen-
tra en la mayoria de las cepas de este mi-
croorganismo. Es una citotoxina con accion
pleiotropica, puede provocar gran cantidad
de efectos negativos como: estimulacion de
linfocitos, desregulacion del ciclo celular,
apoptosis celular, elaboracion de citocinas
inflamatorias, dando un lugar a una inflama-
cion cronica. Debido a esto y otras caracteris-
ticas, la CagA se encuentra catalogada como
una proteina oncogénica (24). Un elemento
importante para tener en cuenta es que la
presencia de la proteina CagA se encuentra
directamente relacionada con la citotoxina
vaculante o citotoxina vacuoladora (VacA);
la cual toma el puesto del segundo factor de
virulencia méas estudiado en H. pylori. VacA
es un factor que produce en el tejido adya-
cente dafio epitelial géstrico, asimismo, esta
toxina provoca la alteracion del trafico vesi-
cular. Un evento de importancia es que ésta
inhabilita la estimulacion de los linfocitos T,
interceptando el proceso de péptidos especi-
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ficos en la presentacion de antigeno. El gen
vacA se encuentra en todas las cepas de H.
pylori, y en términos genéticos se encuentra
epidemioldgicamente ligada a diferentes pa-
tologias gastroduodenales (25).

Enfermedades asociadas a la infeccion:
Cuando una persona adquiere la infeccion
puede presentar sintomas que son transito-
rios como son las nduseas, vomitos y dolor
abdominal. Un hecho comprobado es que
toda persona que tiene una infeccion por H.
pylori desarrolla gastritis cronica superficial,
la cual, sino es erradicada del todo, dicha in-
feccion se puede prolongar durante bastante
tiempo (26).

Sin embargo, las personas que portan H.
pylori se pueden clasificar en dos grupos de
acuerdo con su sintomatologia. Esto es que
algunos portadores pueden ser pacientes
asintomaticos, mientras que otros individuos
pueden sufrir gastritis aguda con un cuadro
de dolor epigastrico y vomitos, la cual puede
avanzar hasta convertirse en gastritis cronica
activa. También muchos pacientes presentan
sintomas recurrentes, pero no presentan ul-
ceras gastricas (27). La gastritis es una in-
flamacion aguda o crénica de la mucosa
gastrica con predominio de células inflama-
torias (monocitos, linfocitos, neutrdfilos), y
su cuadro clinico se caracteriza por dolor en
el epigastrio, nauseas, vomitos etc. Cuando
¢ésta estd asociada a infeccion con H. pylori
suele ocasionar gastritis antral y predisposi-
cion a ulceras duodenales, que en los casos
mas severos puede ocasionar o avanzar a
cancer duodenal. Aproximadamente el 1-10
% de paciente infectados tienen riesgo de te-
ner gastritis cronica (28).

Un hecho que se ha comprobado en las in-
fecciones con H. pylori, es que a medida que
¢éstas van avanzando y se van desarrollando,
se incrementa de manera exponencial la po-
blacion de linfocitos T CD4+. Estos linfo-

citos generan a su vez un incremento en la
expresion del complejo mayor de histocom-
patibilidad tipo II (CMH-II), que, sumado a
las secreciones gastricas, estdn implicados
en la aparicion de ulceras géstricas (29).

Por su parte, una ulcera péptica es una lesion
de la mucosa gastro-duodenal que abarca
hasta la submucosa. Cuando es poco profun-
da se denominan erosiones, pero este tipo
de lesiones son precursoras de la lesion ul-
cerativa. Las lesiones tienen dos etiologias
principales que son: 1) la infeccion por H.
pylori'y 2) por el uso de medicamentos ant-
inflamatorios no esteroideos. No obstante, es
importante aclarar que solamente alrededor
del 15 % de los pacientes infectados desa-
rrollan esta enfermedad (30).

La presencia de gastritis cronica que cursa
con atrofia glandular, metaplasia y displasia
mas la infeccidon por H. pylori (carcinogéni-
co tipo I) se ha asociado a la aparicion de
cancer gastrico en el 0.1-3 % de los pacien-
tes debido al dafio molecular que induce la
bacteria sobre las células gastricas y la ex-
presion de oncogenes (30).

Diagnostico de la infeccion: Helicobacter
pylori causa una de las infecciones bacteria-
nas crénicas con mayor prevalencia en los
seres humanos, sumado al hecho de que este
patogeno puede estar presente en el estoma-
go durante toda la vida (31). Su diagnosti-
co es de gran importancia debido a las di-
ferentes circunstancias clinicas ligadas a su
presencia, por ello, es necesario utilizar dos
diferentes métodos de diagndstico, y que de
esta manera se pueda realizar un diagnostico
temprano, o al menos, un rastreo de la en-
fermedad que se encuentra relacionada con
la infeccion. Este diagndstico se implementa
a partir de la combinacioén de las dos moda-
lidades de pruebas para que el diagndstico
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sea significativo, lo que implica que tenga un
alto poder de deteccion. Ademas, esas prue-
bas son tanto invasivas como no invasivas,
permitiendo que la sensibilidad y especifici-
dad sean mayores al 90 %. La eleccion de la
modalidad a manejar depende de contextos
clinicos del paciente a examinar: primero
la disponibilidad de la prueba y el rango de
error que tenga la misma, y segundo, el cos-
to que tenga la prueba, y por tltimo, la efec-
tividad que contenga el andlisis de la prueba
(32). A continuacion, se hard un repaso de
distintos métodos.

Examenes invasivos: Aunque para el diag-
nostico de H. pylori existen diversas prue-
bas, cada una de ellas tiene ventajas y des-
ventajas. Muchas de estas pruebas tienen
poca sensibilidad o especificidad. El “mé-
todo estdndar de oro” o “Gold-Standard”
es el cultivo, con una especificidad del 100
%, pero con sensibilidad muy variable y la
mayoria de las veces muy baja. Las pruebas
mas utilizadas para la deteccion de H. pylori
generalmente son: examen histologico, cul-
tivo y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por su sigla en inglés). Aunque los re-
sultados por medio de estas pruebas son mas
satisfactorios, estos tienen varias desventajas
como son el costo de estos ensayos, que solo
se puede realizar en laboratorios especializa-
dos y lo mas importante, que son invasivos
(33). Por lo tanto los métodos invasivos re-
quieren de la endoscopia, el procedimiento
tiene como ventaja que ademas de evaluar la
integridad de la mucosa gastrica de manera
macroscopica, si el clinico lo considera esta
la posibilidad de obtener biopsias de diferen-
tes zonas de la mucosa gastrica y estas son la
fuente para los difrentes metodos invasivos,
como por ejemplo el cultivo para detectar
la presencia de la bacteria (34). Se ha de-
mostrado que, para aumentar el rendimiento
diagnostico en la deteccion de la bacteria, es
necesaria la eleccion de un sitio Optimo para

la toma de la biopsia. Sin embargo, el mejor
sitio para la toma de la biopsia debe ser eva-
luado segtin la zona de ubicacion de la bacte-
ria en el estdmago. Las tres partes en las que
se puede tomar la biopsia es antro, cuerpo y
fondo (35). Se ha comprobado que H. pylo-
ri migra desde el antro hasta el estdbmago
proximal luego de una terapia de supresion
acida. También se ha demostrado que la in-
tervencion con antimicrobianos o con inhi-
bidores de la bomba de protones suprime a
H. pylori, asi que, someterse a tratamientos
suboptimos de erradicacion y la toma de me-
dicamentos disminuyen la sensibilidad para
la deteccion de H. pylori. Es por esto que se
recomienda tomar mas de una biopsia, por
ejemplo antro y cuerpo gastrico, para mejo-
rar las tasas de deteccion, sobre todo en los
pacientes que han tenido exposicion a anti-
bioticos (36)”.

e Examen histologico: tiene varios
factores que influyen en su precision,
tales como el sitio donde se toma la
muestra, los métodos de tincion, el
tamafio de las biopsias, el consumo
de inhibidores de bomba de protones,
agentes antimicrobianos y la persona
que tome las muestras. Se recomien-
da por lo menos la obtencion de dos
muestras de biopsia. A las biopsias
previamente tefiidas se les hace hi-
bridacion in situ fluorescente de aci-
do nucleico peptidico (FISH), y esta
prueba es esencial para casos en los
que la bacteria estd en forma cocoi-
des, la cual es la forma que corres-
ponde a la etapa en que es mas dificil
la deteccion de la bacteria (37).

e Prueba rdpida de ureasa: Esta prue-
ba se basa en la toma de una biopsia
gastrica, la cual se somete a un kit de
ureasa. Una vez se hace el procedi-
miento que el kit requiera y haya un
viraje a color (segun el tipo de kit),
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se revelan los resultados de acuerdo
con el manual de éste (38).

Cultivo: Los cultivos de H. pylori
generalmente se realizan de las biop-
sias gastricas extraidas de pacientes
con la infeccion. El medio de cultivo
para el aislamiento de este microor-
ganismo puede ser un medio TSA,
BHI, agar Columbia, enriquecido y
lo més importante sangre, que puede
ser sangre de cordero o sangre de ca-
ballo (39)

Ensayo de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR): Con esta téc-
nica primero se extrae el ADN de la
biopsia y tiene como proposito am-
plificar in vitro copias de una regién
en especifico del ADN de la bacteria.
La sensibilidad y especificidad es de
95 %. Esto también depende de los
oligonucleotidos que se utilizan para
la amplificacion (40).

Examenes no invasivos: Las pruebas
no invasivas como indica su nom-
bre, no requieren del procedimiento
de endoscopia ni de biopsia gastrica,
generalmente son indirectos, lo que
significa que se realizan para detectar
un componente o compuesto que ge-
nera el microorganismo (40), o que el
cuerpo humano produce en respuesta
ante la presencia de la bacteria. A con-
tinuacion, se enumeran algunos

Test de ureasa (prueba del aliento):
Por medio de esta prueba se detecta
la accion de la enzima ureasa de H.
pylori. Esta enzima es capaz de hidroli-
zar la urea y convertirla en CO, y amo-
nio. El CO, generado se difunde por la
mucosa gastrica a la circulacion gene-
ral, esta se difunde por el plexo capilar

hasta los alveolos, para finalmente ser
expulsado en aliento espirado. Para la
prueba de ureasa se usa moléculas de
carbono marcadas como el 13Cy 14C,
el cual detecta el CO, en muestras de
aire espirado. Esta prueba cuenta con
una sensibilidad y especificidad entre
el 88 %y 95 % (40).

Pruebas serologicas: Mediante esta
prueba se detectan anticuerpos IgG o
IgA para H. pylori, se puede detec-
tar en suero, sangre total u orina del
paciente. Para su deteccion se usa la
técnica inmuno-enzimatica ELISA.
Su sensibilidad varia entre el 90 %
a 100 % y su especificidad esta entre
76 % a 96 %. También existe otra va-
riante en la cual la muestra analizada
son las heces del paciente (41).

Pruebas bioquimicas para la detec-
cion de Helicobacter pylori: En la
actualidad se encuentran una gran
diversidad de pruebas para la detec-
cion de Helicobacter pylori, entre
las cuales encontramos las pruebas
bioquimicas que abarcan las pruebas
tales como oxidasa, catalasa, ureasa
(42).

La prueba de ureasa se basa en una
enzima que se presenta en H. pylo-
ri en gran cantidad y esta va direc-
tamente ligada con el pH del entor-
no del microorganismo. Como se
ha mencionado, el ambiente normal
para su desarrollo se encuentra bajo
la capa mucosa, ya que este entorno
tiene un pH neutro, la ureasa es de-
nominada una metaloenzima capaz
de catabolizar la hidrolisis de la urea
que se encuentra en el estbmago con-
virtiéndola en amonio y didxido de
carbono, el amonio que produce este
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microorganismo ayuda a que el pH
del medio incremente pasandolo de
uno neutro a un pH de seis o siete. Es
importante mencionar que la ureasa
se debe regular debido a que se in-
crementa la actividad de alcalinidad
debido a la producciéon de amonio
que genera el patdgeno, esto ocurre
por medio de un transportador de-
pendiente del pH llamado UREL, el
cual tiene la caracteristica de dejar
entrar la urea, pero éste llega a in-
activarse cuando el entorno alcanza
un pH de seis a siete, como se men-
ciond anteriormente, el amonio que
produce esta bacteria trae como con-
secuencia una serie de dafios de las
células epiteliales superficiales y la
microcirculacion interviene en el de-
sarrollo de patologias asociadas a la
gastritis, incrementa las infecciones
virales y la carcinogénesis (12).

La prueba de la catalasa como su
nombre lo indica trabaja con una
enzima llamada catalasa. Esta en-
zima se encuentra en gran parte de
las especies de microorganismos que
poseen citocromos, los cuales son
capaces de sintetizar esta enzima e
hidrolizan el peroxido de hidroge-
no en agua y el oxigeno gaseoso, el
cual empieza a liberarse en forma
de burbujas. Las peroxirredoxinas
son enzimas que son las encargadas
de catalizar la reduccion de las pe-
roxirredoxinas y otros hidroperoxi-
dos organicos en alcoholes (43). El
procedimiento de la prueba de ca-
talasa se realiza aplicando una pe-
quena gota de peroxido al 3 % sobre
un porta-objetos que contenga una
pequefia muestra, luego, pasado un
tiempo, se deja reaccionar y se puede

presenciar liberacion de oxigeno ga-
seoso cuando el microorganismo es
capaz de hidrolizar la encima de la
catalasa (39).

e La prueba de la oxidasa se basa en
la enzima citocromo oxidasa. Esta
enzima pertenece al grupo porfirina
férrica, la cual es capaz de oxidar
el citocromo c reducido. La prueba
hace uso de tiras impregnadas con el
reactivo N.n.n.n-tetrametil, 1-4,feni-
lendiamina, el cual pasa a tener un
color purpura al ser oxidada (44). La
tira impregnada por N.n.n.n-tetrame-
til,1-4,fenilendiamina se transfiere
una pequena cantidad de la muestra'y
se espera el viraje del color de la tira
con los cual se hard la interpretacion
correspondiente del analisis.

Estrategias de prevencién: Como ya se sabe,
la via de transmision de H. pylori es fecal
oral y oral-oral. Sin embargo, hay estudios
que han evidenciado indirectamente la pre-
sencia de H. pylori en aguas potables y otras
fuentes ambientales (45). Por otra parte, los
patrones de propagacion de la bacteria en
condiciones de alta prevalencia difieren de
los de los paises desarrollados. En nifios, que
es la etapa en la cual se puede adquirir de
manera mas facil H. pylori, es recomendable
evitar que los adultos usen los cubiertos, los
chupetes y los biberones. También es acon-
sejable no degustar ni masticar la comida de
los nifios ya que el jugo géstrico, las heces y
la saliva han sido descritos como vehiculos
potenciales para una infeccion por H. pylori.
Dicho esto, es recomendable no usar el mis-
mo cepillo de dientes, no poner en la boca
materiales que use ¢l bebe y el lavado de
manos es esencial para evitar una infeccion
por la bacteria. La falta de higiene, infeccio-
nes recurrentes y el consumo de alimentos
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sin lavar o lavados con aguas no potables
también aumenta el riesgo de contraer una
infeccion por H. pylori (46). Otros estudios
han demostrado que el consumo de probid-
ticos como Lactobacillus y Sacharomyces
boulardii hacen que se disminuya la carga
bacteriana de H. pylori pero no la erradica
de la mucosa géstrica (47). Por esto es acon-
sejable tratar de consumir alimentos prepa-
rados en casa con las condiciones de higiene
necesarias.
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Presentacion

El cultivo de Helicobacter pylori es conside-
rado como la prueba de oro para el diagnos-
tico de la infeccion. Es tradicionalmente co-
nocido por ser un microorganismo exigente
para su crecimiento in vitro. En el texto si-
guiente se describen los requerimientos nu-
tricionales, entre otros para el crecimiento
de H. pylori en cultivo.

Para la deteccion de Helicobacter pylori,
el medio de cultivo es considerado como la
prueba de oro para el diagnoéstico de H. pylo-
ri. La utilidad y ventaja principal que po-
see este método es que se puede estudiar la
sensibilidad de las cepas a distintos agentes
antimicrobianos, conocer las caracteristicas
de crecimiento, su epidemiologia, y realizar
distintos estudios con la cepa obtenida en
dicho método; como desventaja se destaca
que los resultados del diagnostico del cultivo
puede tomar de 3, 5 a 7 dias que corresponde
con el crecimiento del microorganismo (1).
El método de cultivo desempena un papel
importante en los laboratorios de microbio-

logia, ya que proporciona las condiciones
nutricionales necesarias para que los mi-
croorganismos crezcan y se reproduzcan.
Cuando se habla de cultivo primario hace
referencia a la primera siembra de un tejido
o de una muestra.

El cultivo de Helicobacter pylori es el mé-
todo mas especifico en el diagnostico de la
bacteria, la sensibilidad de este se encuen-
tra entre el 70 % y 95 %, cuando se trata de
material gastrico obtenido mediante biopsia,
esto puede variar con relacion a la toma,
transporte y almacenamiento de la muestra.
El medio de cultivo seleccionado y la incu-
bacion en cuestiones de porcentaje de dio-
xido de carbono y humedad, al igual que la
inexperiencia en el cultivo de H. pylori, son
factores que pueden influir en la deteccion
de la bacteria por cultivo. Normalmente, la
muestra para el cultivo de H. pylori es la
biopsia antral, debido a que el microorganis-
mo se encuentra habitualmente en esa zona
gastrica, exceptuando los pacientes trata-
dos con inhibidores de bomba de protones
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y antihistaminicos en los cuales el microor-
ganismo migra a cuerpo; en el transporte y
conservacion de la muestra se conoce que H.
pylori es una bacteria delicada y al momento
de procesarla se debe realizar de forma réapi-
da, una vez se haya obtenido (2).

El uso de inhibidores de bombas de protones
puede ser uno de los factores que disminu-
ya la sensibilidad del cultivo debido a que
el consumo de estos inhibe el 4dcido géstrico
suprimiendo asi el crecimiento de H. pylori
por efecto del pKa de la ureasa de la bacte-
ria, disminuyendo la densidad de H. pylori a
nivel de la mucosa géstrica (3).

Ademas de H. pylori, Helicobacter heilman-
nii es la bacteria mas comun en la mucosa
gastrica humana. H. heilmannii se encuen-
tra generalmente en las células Foveolares
asociadas con gastritis cronica leve, mien-
tras que H. pylori se encuentra generalmente
en el epitelio de la superficie asociada con
gastritis severa. El contacto con las células
epiteliales suele ser mas superficial para H.
heilmannii que para H. pylori. Ocasional-
mente, H. heilmannii y H. pylori se encuen-
tran simultaineamente (4).

El cultivo por impresion (touch) consiste en
el primer contacto de la mucosa del tejido
obtenido con el medio de cultivo, es decir,
un frotis del tejido en el medio dejando en
el parte de la mucosa que recubre el tejido;
también se puede realizar un cultivo prima-
rio por medio de la maceracion de la muestra
suspendida en solucion salina y su posterior
siembra en el medio de cultivo apropiado.

El sistema actualizado de Sydney recomien-
da que las biopsias deben ser tomadas a partir
de cinco sitios diferentes (dos de antro, dos
de cuerpo y una de incisura angularis). La
toma de biopsia se puede realizar en diferen-

tes zonas del estbmago como antro cuerpo o
fondo como se ha nombrado anteriormente,
en algunos estudios se dice que la zona an-
tral o angularis son altamente sensibles para
detectar la infeccion por H. pylori; mientras
que en otros estudios se evidencio que la
zona con mejores resultados fue cuerpo (5).

Helicobacter pylori requiere de medios enri-
quecidos para ser cultivado; se puede culti-
var tanto en medios solidos como en medios
liquidos (6). Para el cultivo de Helicobacter
pylori se utilizan medios base como los lis-
tados a continuacién y la adicion de sangre
permite el aislamiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes (7).

e Caldo Mueller-Hinton (MHB) Y
Agar Mueller Hinton (MHA): Este
medio de cultivo ha sido recomenda-
do universalmente para la prueba de
sensibilidad a los antimicrobianos.
Ademas, es util con el agregado de
sangre para el cultivo y aislamiento
de microorganismos nutricionalmen-
te exigentes (8).

e Agar Columbia: Es una excelente
base para el crecimiento de microor-
ganismos exigentes y para la buena
visualizacion de hemolisis con el
agregado de sangre (9).

e Agar Skirrow: Medio selectivo utili-
zado para el aislamiento de especies
de Campylobacter (10).

e Agar Charoal Campylobacter: Es un
medio selectivo para el aislamiento

primario de especies de Campylo-
bacter (11)

e Agar Johnson-Murano: Medio selec-
tivo para especies de Campylobacter
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y Arcobacter spp (11)

e Helicobacter pylori especial peptona
(H. PYLORISP) y Medio Glupczy-
nski: Medios selectivos para Helico-
bacter pylori (9).

El cultivo de H. pylori es complicado de rea-
lizar debido a las exigencias que tiene este
microorganismo para crecer, por lo que los
medios base deben de ir acompafiados de
suplementos que ayudan al desarrollo de H.

pylori.

e IsoVitaleX: Es un suplemento defini-
do quimicamente que se utiliza como
un aditivo para medios de cultivo de
microorganismos nutricionalmente
fastidiosos. (BD) Mejorando signi-
ficativamente el crecimiento de H.
pylori (11-14)

e Rojo de Tetrazollium: Se utiliza para
visualizar la actividad respiratoria
de las células; se basa en la reaccion
quimica de algunas enzimas (deshi-
drogenasa) que se encuentran en las
células vivas con la sal de tetrazo-
lio. Inicialmente estas sales son in-
coloras, pero al reducirse causa una
precipitacion insoluble de coloracion
intensa (rojo) conocido como forma-
zan. Rojo de Tetrazollium se utiliza
en una prueba de viabilidad bioqui-
mica para las semillas (15).

e Suero fetal bovino (SFB): Es uno de
los productos bioldgicos mas em-
pleados en el mantenimiento de cul-
tivos celulares, ya que aporta factores
de crecimiento, hormonas, minera-
les, lipidos, proteinas, vitaminas, oli-
goelementos y otros micronutrientes
que son esenciales e indispensables

para el mantenimiento, crecimiento y
desarrollo de las células; suplen sa-
tisfactoriamente los requerimientos
metabolicos para el cultivo celular,
garantizando con esto la prolifera-
cion y la adhesion celular (16,17).

Extracto de levadura: Es un produc-
to derivado de las células de la le-
vadura que realiza una autolisis por
enzimas naturales de la misma, los
extractos producidos por este método
son ricos en proteinas y aminoacidos
libremente disponibles, al igual que
tiene un alto contenido en vitaminas
del complejo B; es utilizado en una
amplia variedad de medios de cultivo
como fuente de nutrientes.

Ciclodextrinas: Son oligosacaridos
ciclicos obtenidos mediante la de-
gradacion enzimatica del almidon, en
los ultimos afios ha incrementado su
uso en el campo de la biotecnologia.
Se ha demostrado que las ciclodex-
trinas pueden sustituir el suero en
los medios solidos y liquidos para el
crecimiento de Helicobacter pylori,
estos medios pueden ser usados para
el primer aislamiento de este mi-
croorganismo de biopsias gastricas.
Las ciclodextrinas reducen la con-
centracion de sustratos o productos
que son toxicos o inhibitorio para los
microorganismos (18,19).

Mucina: Es una glicoproteina de
alto peso molecular, sintetizadas por
células epiteliales, algunos inves-
tigadores sugieren que los medios
suplementados con mucina crean
un ambiente favorable para Helico-
bacter pylori ya que esta degrada en-
zimaticamente a la mucina y puede
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servir como un nutriente para el cre-
cimiento de la misma; la mucina hace
que el medio de cultivo tenga un alto
nivel de viscosidad proporcionando
unas condiciones microaerdbicas fa-
vorables para el crecimiento de Heli-
cobacter pylori, pero también puede
contrarrestar el efecto inhibitorio de
algunos antibidticos usados para el
medio selectivo de H. pylori. Para
mejorar el crecimiento de este en
medio liquido se puede realizar una
combinacion de piruvato de potasio
y sulfato ferroso y mucina (20,21).

Extracto de microalgas: El extrac-
to de cianobacterias es rico en ami-
noacidos, proteinas, carbohidratos
y diferentes minerales que son im-
portantes para el desarrollo de los
microorganismos. Se ha demostrado
que se puede reemplazar el suero fe-
tal bovino por el extracto de ciano-
bacterias en medios de cultivo liqui-
do para H. pylori, ya que aumenta el
crecimiento y la viabilidad celular,
retrasando las formas cocoides con-
sideradas células viables, pero no
cultivables (22).

Sulfato ferroso: Permite conocer si
los microorganismos son capaces de
producir H,S (acido sulfhidrico); en
el medio utilizado para cultivar H.
pylori es usado debido a que el hierro
presente en la molécula es usado por
dicho microorganismo, la combina-
cion de piruvato de potasio y sulfato
ferroso (FP) y mucina, ambos redu-
cen la fase lag y mejoran el creci-
miento de H. pylori en medio liquido
(21,23).

AlbuMaX II: Hutton usé AlbuMaX
IT para el crecimiento del microorga-

nismo, y report6d un buen crecimien-
to en H. pylori (24)

Almidén: El almidén es un polisa-
carido que consiste en un gran nu-
mero de unidades de glucosa unidas
por enlaces glucosidicos. Se compo-
ne principalmente de amilosa, poli-
mero lineal formado por moléculas
de D-glucopiranosa unidas mediante
enlace a-1-4 y, amilopectica, un po-
limero ramificado de glucosa en el
cual las moléculas se unen mediante
enlaces glucosidicos 1-4 en su por-
cion recta y enlaces 1-6 en sus rami-
ficaciones. Se ha reportado en dife-
rentes estudios un buen crecimiento

de Helicobacter pylorien almidon
(24)

Sangre: es uno de los suplementos
mas importantes para el crecimien-
to de Helicobacter pylori debido al
contenido de hierro, se ha reportado
el uso de Sangre equina y sangre de
cordero, asi como sangre lisada y
sangre completa para la elaboracion
de agar sangre y agar chocolate (10—
12,14,25-27)

Suplemento selectivo DENT: El Su-
plemento Selectivo de Helicobacter
pylori (Dent) se desarrollo a partir
del medio selectivo de Dent descri-
to para el aislamiento de H. pylori
de biopsias géstricas. Se trata de una
modificacion del medio de Skirrow4
en el que se sustituye la polimixina
B por cefsulodina y se anade anfote-
ricina B para inhibir las especies de
Candida (Oxoid).
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zonas de toma de muestra gastrica para la deteccion de
Helicobacter pylori por cultivo en pacientes que asisten a
endoscopia de las ciudades de Pereira y Manizales
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Resumen

Helicobacter pylori es un bacilo Gram nega-
tivo que infecta la mucosa géstrica a mas de
la mitad de la poblacion mundial, causa gas-
tritis, enfermedad ulcero-péptica, y se asocia
tanto con carcinoma gastrico como linfoma
del tejido linfoide asociado a las mucosas
(mucus-associated lymphoid tissue lympho-
ma, MALT). El cultivo es considerado el
método de referencia para el diagndstico de
la infeccidon debido a que su sensibilidad se
encuentra entre el 70 % y 95 %, asi mismo,
se puede estudiar la sensibilidad de las cepas
a distintos agentes antimicrobianos, conocer
las caracteristicas de crecimiento, su epide-
miologia, y realizar distintos estudios con la
cepa obtenida en dicho método. El sistema
actualizado de Sydney recomienda que las
biopsias deben ser tomadas a partir de cinco
sitios diferentes areas(dos de antro, dos de
cuerpo y una de incisura angularis). Por con-
siguiente, de compar6 diferentes metodolo-

gias de siembra y zonas de toma de muestra
gastrica para la deteccion de H. pylori por
cultivo en pacientes que asisten a endosco-
pia de las ciudades de Pereira y Manizales.
Las biopsias provenientes de las zonas antral
(A), cuerpo (C) y fondo (F), fueron tomadas
de pacientes dispépticos y se sembraron en
medios de cultivo solido mediante macera-
cién e impresion. Los medios fueron incu-
bados y la presencia de H. pylori se deter-
mind por sus caracteristicas macroscopicas,
y las pruebas bioquimicas oxidasa, ureasa y
tincion de Gram. Se evaluo la frecuencia de
deteccion mediante ANOVA. Los resultados
determinaron que no hay diferencias estadis-
ticamente significativas entre las metodolo-
gias de siembra maceracion e impresion, asi
como las zonas de recoleccion de biopsias
antro, cuerpo y fondo.

Palabras claves: Impresion, Maceracion,
Antro, Cuerpo y Fondo.
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Abstract

Helicobacter pylori is a Gram-negative
S-shaped bacterium that infects the gastric
mucosa to more than half of the world pop-
ulation. It causes gastritis, gastric ulcers and
gastric mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma (MALT). The culture medium is
considered as gold standard for the diagno-
sis and detection due to its sensitivity that
corresponds to 70 % an 95 %, furthermore,
the culture allows the study of sensitivity of
the strains to different antimicrobial agents,
to know the characteristic growth, the epi-
demiology and to carry out different studies
with the obtained strain. The Sydney system
recommends to take gastric biopsies from
different areas (two samples from antrum,
two samples from body and y one angular
incisura). Seeing that, we compared differ-
ent inoculum methodologies and gastric
sampling areas for the detection of H. pylori
through culture media in patients who at-
tended endoscopy in the cities of Pereira and
Manizales. The biopsies from the antrum,
body and fundus areas, were taken from dis-
pectic patients and were inoculated in solid
culture media by two methodologies Print-
ing (Touch) and maceration. The media were
incubated and we determined the presence
of H. pylori by the macroscopic features,
Gram staining and oxidase and urease tests.
We evaluated the frecuency of detection by
ANOVA. The results determined that the
two inoculum methodologies and the three
gastric sampling areas were not statistically
significant.

Keywords: printing, maceration, antrum,
body and fundus.

Introduccion

Helicobacter pylori es un bacilo Gram ne-
gativo que infecta la mucosa gastrica de mas
de la mitad de la poblacion mundial, causa

gastritis, enfermedad ulcero-péptica, y se
asocia tanto con carcinoma gastrico como
con linfoma del tejido linfoide asociado a las
mucosas (mucus-associated lymphoid tissue
lymphoma, MALT (1,2).

El cultivo es considerado el método de re-
ferencia (patron oro/Gold Standard) para el
diagnéstico de la infeccion por H. pylori.
Debido a su sensibilidad y especificidad .(3)
Sin embargo, Diferentes autores han men-
cionado la dificultad de detectar Helicobac-
ter pylori por cultivo (4-7), debido a que en
medios altamente enriquecidos y en condi-
ciones de microaerofilia no se mejoran las
tasas de deteccion y recuperacion ya que H.
pylori puede llegar a tres estados o formas
aparentes: Forma cocoide degenerativa que
representa la muerte de la bacteria por la pic-
nosis, una bacteria cocoide viva que puede
ser cultivada en medio de cultivo sélido y
finalmente viable pero no cultivable (Viable
But Non-Culturable, VBNC). Se sugiere que
la transformacion a la forma cocoide trae
como resultado la reduccion del metabolis-
mo que induce a una menor modificacion en
los procesos fisiologicos de la bacteria y la
perdida de la recuperacion del cultivo (8)

Por otro lado, se ha mencionado que el pro-
cesamiento de muestras para la siembra y el
numero de biopsias por paciente, mejoran la
tasa de recuperacion y factores como el mé-
todo de trasporte, la zona de toma de mues-
tra gastrica, juegan un rol fundamental en la
recuperacion del microorganismo (4,5,7,9)

Considerando la informacion previa, este
estudio pretende determinar si las tasas de
recuperacion de la bacteria en el cultivo son
diferentes con respecto a la zona de la mu-
cosa gastrica utilizada (antro, cuerpo, fondo)
o cuando la metodologia de procesamiento
de la muestra es diferente (impresion, ma-
ceracion).
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Materiales y métodos

Tipo de estudio: Estudio descriptivo de cor-
te transversal, llevado a cabo en las ciuda-
des de Pereira y Manizales en un periodo de
tiempo de enero a mayo del 2018.

Muestra poblacional: Pacientes mayores de
edad que asistieron a endoscopia digestiva
alta en la ciudad de Pereira (Centro de Es-
pecialistas de Risaralda) y ciudad Manizales
(Clinica San Marcel), el gastroenterdlogo
determino cuales pacientes ameritaban toma
de biopsia, los cuales debian cumplir con
criterios de inclusion (mayor de 18 afios, no
consumo de ningun tipo de medicamento 15
dias antes del procedimiento, aceptacion vo-
luntaria y la firma del consentimiento infor-
mado -ANEXO 1) y exclusion (embaraza-
das, lactantes y/o inmunosuprimidas).

Toma de muestra: De cada paciente se toma-
ron biopsias (antro -A-, cuerpo -C- y fondo
-F). Las muestras fueron tomadas por los
gastroenterdlogos y almacenadas en caldo
BHI con glicerol al 20 % (medio de trans-
porte), suplementado con antibidticos (van-
comicina 10 mg/L, polimixina B 0,33 mg/L,
bacitracina 1,07 mg/L y anfotericina B de 5
mg/L). Las biopsias se transportaron en for-
ma refrigerada desde las unidades de endos-
copia al laboratorio de microbiologia para su
posterior procesamiento.

Cultivo de las biopsias: .as biopsias se sem-
braron en agar Columbia (MERCK) suple-
mentado con Sangre, IsoVitaleX y los mis-
mos antibidticos utilizados en el medio de
transporte e incubado bajo condiciones mi-
croaerdfilas (5 % 02, 10 % CO, y 85 % N2)
a 37°C durante 7 a 14 dias. Las muestras se
consideraron positivas si las UFC (unidades
formadoras de colonia) eran bacilos Gram
negativos en forma de espiral o curvo, oxi-
dasa y ureasa positiva.

Coloracion de Gram: Mediante un asa mi-
crobiologica se tomo una colonia del medio
de cultivo se llevo a un portaobjeto que pre-
viamente contenia solucion salina, para ser
sometido a los reactivos adecuados para este
procedimiento, en el orden y tiempo estable-
cidos anteriormente.

Pruebas bioquimicas: De la misma forma
que en la coloracion de Gram, se tomd una
colonia para cada prueba bioquimica, en
donde para oxidasa la colonia se dispuso en
una tirilla y para ureasa la colonia se dispuso
en un tubo eppendorf que contenia urea al 10
% con el indicador de pH rojo de fenol.

Siembra de las biopsias por impresion: El
medio de cultivo se dividio en tres para sem-
brar las tres diferentes biopsias (A, C, F) o
sin dividirse cuando era una sola biopsia.
Las biopsias se retiraron del medio de trans-
porte con una aguja estéril y el moco de la
biopsia se froto sobre la superficie del me-
dio de cultivo. Posteriormente se incubaron
como se describe previamente.

Siembra de las biopsias por macerado: En
este caso se utilizo un medio de cultivo por
biopsia (A, C, F). Las biopsias se sumergie-
ron en 500 puL de solucidn salina estéril y se
maceraron con un homogeneizador manual
(Deltaware Pellet Pestle), del homogeniza-
do se tomaron 100 puL y se inocularon sobre
toda la superficie de los medios de cultivo.
Las condiciones de incubacion fueron las
mismas descritas previamente y el tejido res-
tante de la maceracion se almaceno a -80°C
en caldo BHI con glicerol.

Analisis estadistico: Fl andlisis estadistico
para establecer si habia diferencias estadis-
ticamente significativas entre las diferentes
zonas de mucosa géstrica y las metodologias
de siembra se realiz6 con el paquete estadis-
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tico Statgraphics a través de un analisis mul-
tifactorial ANOVA.

Consideraciones bioéticas: El proyecto mar-
co “Terapia triple estdndar como primera li-
nea de tratamiento para la erradicacion de H.
pylori en pacientes dispépticos del eje cafe-
tero” cuenta con aval bioético del comité de
bioética de la UTP.

Tabla 1. Variantes de las muestras

Resultados

Entre los meses de enero y mayo del 2018
se obtuvieron 41 pacientes que cumplieron
con los requisitos establecidos para ingresar
al estudio. De los 41 pacientes, 30 eran de la
ciudad de Pereira (73.2 %) y 11 de la ciudad
de Manizales (26.8 %). En la tabla 1 se des-
criben las variables de las muestras tomadas.

Variables N° Pacientes % IC

A-C-F 38 92.7 [84.7-100 %]
A+C+F 2 4,9 [43.5-73.6 %]
A+C 1 2,4 [43.5-73.6 %]

A-C-F muestras por separado por vial; A+C+F muestras en un solo vial; A+C muestras

en un solo vial.

En la tabla 2 se describen las frecuencias de deteccion de las dos metodologias de siembra.

Tabla 2. Frecuencia de H. pylori en el cultivo por impresion

Metodologia de .. . Total de mues- Porcentaje ( Intervalo de
. Positivo Negativo

cultivo tras %) confianza*

Impresion 23 18 41 56,1 [41-71,3 %]

Macerado 24 17 41 58,5 [43-74 %]

Consolidado 28 13 41 68,3 [54 — 82,6 %]

*El porcentaje y el intervalo de confianza corresponden al nimero de muestras H. pylori (+)

En la tabla 3 se describen las frecuencias de deteccion de las dos metodologias de siembra.

Tabla 3. Descripcion de las frecuencias de H. pylori en el cultivo de cada zona gastrica

mediante las dos metodologias de siembra empleadas.

l\fletodologm de Macerado Impresion

siembra

Z.G N % I1C 7.G n % IC

Antro 20 (38) 52.6 [36,7-68,5] Antro 22 (38) 57.9 [42,2-73,6]
Cuerpo 22 (38) 57.9 [42,2-73,6] Sou er- 21 (38) 553 [39,4-71]
Fondo 19 (38) 50 [34,1 — 66] Fondo 23 (38) 60.5 [45-76]
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Z.G: Zona gastrica, n: numero de pacientes
positivos con respecto al total, %: porcenta-
je de frecuencia, IC: Intervalos de confianza
95 %.

Con los datos obtenidos previamente en la
frecuencia de la infeccion de la poblacion
estudiada, se obtuvo por maceracion 58,5 %
(24) positivos con respecto a un total de 41
pacientes; en contraste a lo obtenido en culti-

vo por Impresion el cual fue un 56,1 % (23)
positivos.

HO: No existe diferencia significativa en los
resultados de deteccion de H. pylori para las
metodologias evaluadas

H1: Existe diferencia significativa en los re-
sultados de deteccion de H. pylori para las
metodologias evaluadas

Regla de decision: si p-value < a (0,05) se
rechaza HO

Tabla 4. Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cua- | Gl Cuadrado Me- | Razén-F Valor-P

drados dio
Entre grupos 0,0487805 2 0,0243902 0,10 0,9087
Intra grupos 120 0,254472

30,5366
Total (Corr.) 30,5854 122

Tabla 5. Resumen estadistico
Recuento Promedio Desviacion Es- | Coeficiente de
tandar Variacion

Macerado 41 0,560976 0,502433 89,5642 %
Impresion 41 0,536585 0,504854 94,0865 %
Total 82 0,54878 0,500677 91,2345 %

Figura 1. Medias MACERADO vs IMPRESION. Las medias de las dos variables estudiadas
implican que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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Comparacién de los resultados obtenidos en
impresion y macerado:

HO: No existe diferencia significativa en los
resultados de deteccion de H. pylori para las
metodologias evaluadas

H1: Existe diferencia significativa en los re-
sultados de deteccion de H. pylori para las
metodologias evaluadas

Regla de decision: si p-value < a (0,05) se

Analisis estadistico: La razon-F, que en este
caso es igual a 0,0480769, es el cociente en-
tre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de
la razén-F es mayor o igual que 0,05, se pue-
de inferir con un nivel del 95,0 % de confian-
za que no existe una diferencia estadistica-
mente significativa entre las medias de las 2
variables analizadas de manera comparativa.

rechaza HO

Tabla 6. Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cua- | Gl Cuadrado Me- | Razén-F Valor-P
drados dio
Entre grupos 0,0487805 2 0,0243902 0,10 0,9087
Intra grupos 30,5366 120 0,254472
Total (Corr.) 30,5854 122
Tabla 7. Resumen estadistico
Recuento Promedio Desviacion Estan- | Coeficiente de Va-
dar riacion

A Impresion 41 0,536585 0,504854 94,0865 %
C Impresion 41 0,512195 0,506061 98,8024 %
F Impresion 41 0,560976 0,502433 89,5642 %
Total 123 0,536585 0,500699 93,3121 %

Figura 2. Medias por metodologia del cultivo por impresion. Las medias de las variables

estudiadas implican que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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Analisis estadistico: La razon-F, que en este
caso es igual a 0,0958466, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estima-
do dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P
de la razén-F es mayor o igual que 0,05, se
puede inferir con un nivel del 95,0 % de con-
fianza, que no existe una diferencia estadis-
ticamente significativa entre las medias de
las 3 variables para la metodologia IMPRE-
SION (A, Cy F).

Comparacion de A, C v F para macerado:

HO: No existe diferencia significativa en los
resultados de la deteccion de H. pylori en las
muestras A, Cy F.

H1: Existe diferencia significativa en los re-
sultados de la deteccion de H. pylori para al
menos 1 de las muestras A, Cy F.

Regla de decision: si p-value < a (0,05) se
rechaza HO

Tabla 8. Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cua- | Gl Cuadrado Me- | Razon-F Valor-P
drados dio
Entre grupos | 0,113821 2 0,0569106 0,22 0,8005
Intra grupos 30,6341 120 0,255285
Total (Corr.) 30,748 122
Tabla 9. Resumen estadistico
Recuento Promedio D.E C.V
A macerado 41 0,487805 0,506061 103,742 %
C macerado 41 0,536585 0,504854 94,0865 %
F macerado 41 0,463415 0,504854 108,942 %
Total 123 0,495935 0,502028 101,229 %

DS: Desviacion estandar, C.V: Coeficiente de variacion

Figura 3. Medias por metodologia del cultivo por macerado. Las medias de las variables
estudiadas implican que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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Analisis estadistico: [.a razon-F, que en este
caso es igual a 0,22293, es el cociente entre
el estimado entre-grupos y el estimado den-
tro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
razon-F es mayor o igual que 0,05, se puede
inferir con un nivel del 95,0 % de confian-
za que no existe una diferencia estadistica-
mente significativa entre las medias de las 3
variables para la metodologia MACERADO
(A,CyF).

Discusion

Segun Hoda M. Malaty en su revision del
2007 acerca de la epidemiologia de la infec-
cion por H. pylori, la frecuencia de infeccion
en los paises desarrollados oscila entre el 20-
40 %, y en los paises en via de desarrollo
entre 70-90 % (10). Junto a esto, en Cuba
se realizd una investigacion de infeccion por
H. pylori en pacientes atendidos en consulta
de gastroenterologia, donde se encontr6 que
el 85 % eran afectados por el microorganis-
mo (11). Los resultados obtenidos no corres-
ponden a los porcentajes esperados para una
zona poblacional como la estudiada, debido
a que la frecuencia del consolidado (68,3 %)
se encuentra por en encima de los porcen-
tajes para paises desarrollados y por debajo
del porcentaje esperado para paises en via de
desarrollo; esto puede deberse a que el me-
dio de cultivo en el que se realiz6 el estudio
fue obtenido a partir de una investigacion
previa “Comparacion de diferentes medios
de cultivo para la recuperacién de un banco
de aislamientos de H. pylori”, donde no se
obtuvo una tasa de recuperacion totalmente
satisfactoria, de lo que se puede deducir que
el medio utilizado no contd con la sensibili-
dad esperada para la deteccion dependiente
de algunos factores que pudieron afectar la
muestra, como en la toma de muestra, trans-
porte, almacenamiento, auto-medicacion,
inconvenientes en el transporte, inexperien-
cia del lector o por fallas en las condiciones

de microaerofilia o la razéon también podria
deberse a una posible disminucion en la pre-
valencia de la infeccion, este dato se podra
confirmar una vez se termine el estudio y se
tengan los resultados de otro método diag-
noéstico como es el examen histoldgico y asi
confirmar la disminucion en la prevalencia
de la infeccion en estas ciudades.

En un estudio realizado por Daisy Azaia et
al en el 2012, se evidenci6 que la sensibili-
dad de la biopsia gastrica se puede ver afec-
tada por el uso de inhibidores de bombas de
protones (IBP), debido a que estos inhibido-
res afecta la densidad de H. pylori en el te-
jido (12). Existen diferentes estudios donde
se considera que el uso de IBP aumenta la
tasa de falsos negativos en la deteccion de H.
pylori por biopsias gastricas (13,14).

Los resultados negativos obtenidos en el es-
tudio, pudieron ser afectados debido a que
probablemente los pacientes no interrum-
pieron la toma de medicamento como IBP y
antibioticos, por lo cual existe la posibilidad
que de que en el estudio se encuentren pa-
cientes positivos no detectados por el méto-
do de diagnostico.

Como se dijo anteriormente, H. pylori se en-
cuentra en la mucosa géstrica, esto es debido
a que la adherencia a la mucosa gastrica es
un paso fundamental para la colonizacion de
H. pylori; la bacteria nada a través de la mu-
cosa gastrica viscosa, impulsada por sus fla-
gelos polares y se adhiere a las células epite-
liales gastricas. Dado que el epitelio gastrico
y la mucosidad estan en recambio continuo
y la peristalsis (una serie de contracciones
musculares, como oleadas) asegura un mo-
vimiento constante de los alimentos y los de-
sechos celulares, H. pylori ha desarrollado
mecanismos de adherencia y colonizacion
para mantenerse especificamente en la mu-

41



42

LINEA DE INVESTIGACION EN HELICOBACTER PYLORI PARA LA FORMACION DE RECURSO HUMANO EN CIENGIA, TECNOLOGIA E
INNOVACION EN EL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

cosa gastrica (15,16) Debido a la informa-
cion expuesta y a los resultados obtenidos,
se puede deducir que el método por impre-
sion de la mucosa gastrica, la cual alberga
mayor densidad de dicha bacteria, es un mé-
todo eficiente para la deteccion de H. pylori
al igual que por el método de maceracion;
sin embargo, en este estudio no se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa
en la comparacion de las dos metodologias
implementadas, lo cual indica que ambos
son similares en la deteccion de H. pylori;
pero si se realiza un analisis mas detallado
del namero de pacientes positivos en ambas
metodologias se podria evidenciar que gra-
cias al método de macerado se encontr6 un
paciente positivo para la infeccion que no se
hubiese detectado usando solo el método de
impresion y asi fue posible que un paciente
positivo para H. pylori ingresara al estudio
marco de esta investigacion.

Debido a los resultados expuestos anterior-
mente, se deduce que cualquiera de los dos
métodos de siembra es util para el diagnos-
tico por cultivo de H. pylori. Las ventajas
que reluce este estudio son debido al gasto
de medios de cultivo por el método de mace-
racion, es mas economico realizar el método
de siembra por impresion.

Seglin las recomendaciones dadas por el sis-
tema actualizado de Sidney, para una evalua-
cion optima de la gastritis y la infeccion por
H. pylori, se deben obtener las muestras de
biopsia de antro, cuerpo e incisura angularis
(17), pero contrario a esto, las investigacio-
nes que han evaluado los diferentes métodos
de deteccion de la bacteria han evidenciado
la especificidad y la sensibilidad de mas de
90 % de biopsia antral (18,19); aunque en
otros estudios también se identifico que la
muestra de antro no fue suficiente y se de-
termind que cuerpo era un mejor sitio para la

deteccion de H. pylori (20). Los resultados
obtenidos en este estudio demostraron que
contrario a la literatura consultada, antro no
fue la mejor zona para la deteccion de H.
pylori, dando mejores resultados en cuerpo
para el método por macerado y en fondo por
impresion. Esto podria estar confirmando
consumo de IBP o antibidticos, a pesar del
criterio de ingresar al estudio solo pacien-
tes que no estuvieran consumiendo IBP o
antibioticos quince dias previo a la toma de
muestra, la literatura describe desplazamien-
to de la bacteria de antro a otras zonas ante la
presencia de medicamentos antimicrobianos
(21). Aunque, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las zo-
nas gastricas en ambas metodologias, cabe
destacar que al tomar las tres biopsias se
minimizo el riesgo de dejar pacientes infec-
tados por fuera del estudio por falsos nega-
tivos.

También, en una investigacion denominada
“Deteccion de sitios intragastricos en el cual
Helicobacter pylori evade el tratamiento
con amoxicilina y cimetidina”, se encontro
mediante métodos convencionales y PCR la
presencia de H. pylori en fondo 13, cuerpo
10 y antro tres de 22 pacientes como total,
donde la diferencia entre fondo y antro fue
significativa, por lo cual concluyeron en el
estudio que la Amoxicilina y Cimetidina son
relativamente efectivos para eliminar a H.
pylori de la zona gastrica de antro, pero este
tratamiento no lo elimina, sino que obliga
a la bacteria a un desplazamiento hacia las
zonas gastricas de cuerpo y especialmente
fondo (21). A pesar de que en este estudio
no hubo diferencia significativa entre antro,
cuerpo y fondo, si se detectdé mayor por-
centaje de frecuencia en cuerpo y fondo en
ambos métodos. La investigacion anterior-
mente descrita permite establecer un funda-
mento para suponer que la alta deteccion de
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H. pylori en las zonas de cuerpo y fondo se
debio a la probabilidad de que los pacientes
ingresados al estudio no cumplieron con uno
de los requisitos de no continuar consumien-
do medicamentos.

Debido a la literatura investigada y a los
resultados obtenidos, cabe la controversia
sobre que sitio de biopsia es mejor para la
deteccion y asi obtener un mejor diagnostico
de H. pylori.

Conclusiones

e Ladeteccion de H. pylori por cultivo
fue menor a lo esperado en una po-
blacion donde se considera que debe
estar por encima del 80 %.

e El método de siembra por impresion
es mas economico y rapido de eje-
cutar, en comparacion con el método
por maceracion.

e A pesar de que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre
macerado y por impresion, se detecto
un paciente en el método de mace-
racion que no se habria detectado si
solo se hubiese implementado el mé-
todo por impresion, lo cual aseguro
el ingreso del individuo al estudio.

e Si solo se hubiera tomado la mues-
tra de antro, por macerado se hubiera
dejado de detectar dos pacientes y
por impresion se hubiera dejado de
detectar tres pacientes.

e El tener mas de una muestra y de di-
ferente zona géstrica, aumenta la de-
teccion de H. pylori.

e Se estima en nuestra zona geografi-
ca que la prevalencia debe ser mayor
del 80 % , por lo tanto todavia se
encuentran deficiencias en la detec-
cion de H. pylori por cultivo, debi-
do al bajo porcentaje de frecuencia

del consolidado (68,3 %) que puede
estar ligada a la auto-medicacion, in-
convenientes en el transporte, inex-
periencia del lector o por fallas en
las condiciones de microaerofilia o
una vez se termine la investigacion
y se obtengan los datos del examen
histologico se podra determinar si la
frecuencia de la infeccion ha dismi-
nuido en esta zona geografica.

e El hecho de haber tomado mas de
una muestra de zona gastrica aumen-
to la deteccion de H. pylori tanto por
el método maceracion como por el
método por impresion.

e Debido a la implementacion de am-
bas metodologias, cuatro pacientes
adicionales pudieron ingresar al es-
tudio, los cuales hubiesen sido des-
cartados utilizando un solo método
de deteccion de la infeccion.

Investigaciones futuras

e Formular una investigacion que per-
mita mejorar la sensibilidad del cul-
tivo para la deteccion de H. pylori,
independientemente de que el indivi-
duo este medicado.

e Formular una investigacion que per-
mita implementar los analisis de san-
gre para comprobar que los pacientes
no hayan consumido medicamentos
que puedan afectar la deteccion de
H. pylori.

e Mediante analisis molecular poder
determinar que especie de Helico-
bacter predomina en la mucosa gés-
trica de la poblacion de estudio.

e Mediante analisis moleculares deter-
minar por clonalidad si los pacientes
estan infectados por mas de un tipo
de aislamiento de Helicobacter pylo-
ri o si los pacientes en el eje cafetero
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tienen infeccidon concomitante con
otra especie del gnero Helicobacter.
Determinar cual es el contaminan-
te que predomina en la siembra por
Touch para asi identificar que inhibi-
dor de crecimiento se puede aplicar
al medio para mejorar la sensibilidad
del método.
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CAPITULO IV

Prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori y su
relacion con diversas caracteristicas sociodemograficas

Tatiana Mejia Valencia', Adalucy Alvarez-Aldana?, Maria Camila Isaza-Bedoya’,
Anyi Aristizabal-Giraldo®, Robinson Pacheco Lopez*, Yina Marcela Guaca-Gonzalez’,
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Presentacion

Helicbacter pylori es uno de los microorga-
nismos con mayor incidencia a nivel mun-
dial y ha sido identificado como el agente
causal de cancer gastrico y diversas enfer-
medades gastricas. A través del tiempo, el
drea de las ciencias de la salud se ha enfoca-
do en estudiar sus mecanismos de virulencia
y los posibles factores de riesgo relaciona-
dos a la prevalencia de esta infeccion. Se ha
encontrado que los paises subdesarrollados
presentan mayores de tasas de prevalencia
y que los individuos mas afectados viven en
condiciones poco favorables. Sin embargo,
no se ha relacionado de manera directa qué
tanto influyen estas caracteristicas en la tasa
de infeccion. De tal manera que, al estudiar
a fondo las caracteristicas de los individuos
que presentan alteraciones gastricas, se po-
dria establecer una relacion significativa

entre la frecuencia de infeccion y los facto-
res de riesgo.

La infeccion por H. pylori es asociada con
la presentacion de ulceras pépticas y con el
desarrollo de un tipo especial de linfoma
gastrico que se denomina MALT (linfoma
de tejido linfoide asociado a mucosas); de
igual manera participa en el desarrollo del
cancer gastrico. La organizacion mundial de
la salud (OMS) ha clasificado a dicho pa-
tdgeno como agente biolodgico carcindgeno
para el hombre (categoria 1) donde la inci-
dencia mas alta se encuentra en paises en
via de desarrollo y parece estar relacionada
con condiciones econdmicas e higiénico-sa-
nitarias desfavorables; por tal motivo, es un
microorganismo de interés en salud publica

(1,2).
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Dada la prevalencia de la infeccion por H.
pylori y la resistencia al tratamiento, la co-
munidad cientifica plantea que la infeccion
puede ser adquirida desde la nifiez sin pre-
sentar sintomatologia aparente y ser influen-
ciada por las variaciones geograficas, por
factores genéticos, por la edad, el sexo, las
condiciones socio-economicas, el bajo nivel
socio-cultural, las condiciones higiénico-sa-
nitarias, entre otras; esta bacteria coloniza
la mucosa gastrica, constituyéndose en el
agente causal de enfermedades como dis-
pepsia, ulcera péptica, gastritis cronica, lin-
foma gastrico tipo MALT y céancer géstrico.

La alta prevalencia de H. pylori en paises
en vias de desarrollo o en comunidades so-
cialmente deprimidas hace pensar que el
principal factor de riesgo para la infeccion
es el bajo nivel econdmico-higiénico-sanita-
rio, pero no estan determinados los posibles
factores predisponentes por parte del hués-
ped. Por esto, se plantea un estudio de corte
transversal que permita establecer los fac-
tores asociados a la infeccion por H. pylori
en pacientes dispépticos de las ciudades de
Pereira y Manizales, las condiciones etiolo-
gicas del huésped y su habitat.

La tasa de prevalencia esta decreciendo en
paises desarrollados mientras que en paises
en via de desarrollo permanece en un 80 %
(3). En un estudio realizado por Bravo et al.,
(2003) reportan una prevalencia de 69.1 %
en 16 ciudades de Colombia sin diferencias
significativas segun el género. Un estudio
realizado por Correa et al. en el ano 2015,
determinaron la prevalencia de H. pylori en
la ciudad de Medellin, esta fue de 65 % me-
nor que la presentada por Bravo et al (4,5).

Otros autores tambien han relacionado la
prevalencia de la enfermedad con el nivel de
virulencia de la cepas y factores vinculados
al huésped. Es por esto que la infeccion pue-

de iniciar desde edades muy tempranas sin
presentar sintomatologia aparente y puede
pasar toda la vida sin tratamiento o generar
rapidamente enfermedades asociadas (6).
Por ejemplo, hay reportes en la literatura de
mayor prevalencia de las cepas citotoxicas
(cagA+, cagE+ y vacA s1/ml,) en pacientes
con cancer, metaplasia y ulcera en compa-
racion con la observada en pacientes con
gastritis no atrdfica, lo que ha caracterizado
los vacA s1/m1 y cagA como marcadores de
virulencia (7-10).

Mediante una investigacion llevada a cabo
en el 2013 en Etiopia, se evaluaron alrede-
dor de 209 pacientes con el fin de determinar
los factores de riesgo que presentan mayor
incidencia en la infeccion por H. pylori; a
cada paciente se le extrajo una muestra de
sangre para la deteccion de la IgG asociada
a la infeccion. Se obtuvo informacion so-
ciodemografica mediante encuestas con las
siguientes preguntas: practicas higiénicas,
consumo de alcohol, fuentes de consumo de
agua y tipos de letrina (11).

Por otro lado, en 2016 se condujo un estudio
transversal enfocado a determinar la asocia-
cion entre los habitos alimenticios y la infec-
cion por H. pylori en pacientes que atendian
un centro de salud en el Libano; esta investi-
gacion se desarrolld mediante la recoleccion
de informacioén socio-demogréfica, estilos
de vida y tipo de alimentacidn, a través de
la aplicacién de encuestas a los pacientes
seleccionados; estos se sometieron a endos-
copias donde se tomaron biopsias de antro,
cuerpo y fondo para su posterior estudio (12)
En otra investigacion realizada en Alemania,
se enfocaron en estudiar la prevalencia de la
infeccion en una poblacion de nifos que cur-
saban el bachillerato; los estudiantes fueron
sometidos al test de aliento y adicionalmente
fueron encuestados con el fin de determinar
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caracteristicas como: nacionalidad de los pa-
dres, numero de personas en la vivienda, ni-
vel de educacion de los padres y lugar de na-
cimiento de los padres para poder establecer
una relacion entre dichos factores de riesgo
y la infeccion por H. pylori (13)but to date
there has been no long-term follow-up study
in a large group of children confirming this
hypothesis. METHODS Following up our
study of H. pylori among school starters and
2nd graders in 1998 and 2000, we conduc-
ted a third phase of this study in 2006 using
the [13C]-Urea Breath Test and a detailed
parent-completed epidemiological question-
naire to evaluate the development of preva-
lence among the overall population of Sth
graders in the city of Leipzig (n = 1,905.

Otro estudio realizado en Bolivia en el 2013,
se evaluo la prevalencia de H. pylori en una
poblacion de diferentes niveles socioecono-
micos, en donde se valoraron alrededor de
776 pacientes mediante esofagogastroduo-
denoscopia (EGDC) a personas de nivel so-
cioecondmico medio y alto, que acudieron
a la consulta externa por presentar cronica-
mente sintomas del tracto gastro-intestinal
superior. Esta investigacion se llevo a cabo
mediante el disefid un formulario de reco-
leccion de datos para establecer el nivel so-
cioeconomico de los pacientes se interrogo
sobre: lugar y zona de residencia, nivel edu-
cativo, ocupacion, nivel de ingresos por mes,
tipo de vivienda, abastecimiento de agua y
desagiie, grupo familiar y acceso a servicios
de salud (14).

Por esto es necesario ademas de caracterizar
y tratar a la bacteria, caracterizar primero
al huésped y a su habitat, determinando los
factores asociados a la adquisicion de la in-
feccion y el desarrollo de las enfermedades
gastroduodenales en las ciudades de Pereira
y Manizales. Con este estudio de corte trans-

versal, se pretende hallar asociaciones esta-
disticamente significativas entre diversas va-
riables de interés, medidas en cada individuo
a través de una encuesta aplicada al proceso
inicial, durante el seguimiento y con el des-
enlace de la infeccion por H.pylori a todos
los sujetos de investigacion.
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ARTICULO ORIGINAL

Caracteristicas sociodemograficas en pacientes que
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Resumen

H. pylori es un bacilo gram negativo capaz de
colonizar el estbmago humano, causando en-
fermedades como dispepsia, tlcera péptica,
gastritis cronica, linfoma gastrico tipo MALT
y cancer gastrico; se estima que de cada diez
personas infectadas, solo una sufre la enfer-
medad y nueva nunca la desarrollan. Es por
esto que la OMS lo ha clasificado como un
agente bioldgico carcindgeno para el hombre
(categoria 1), donde la incidencia mas alta se
encuentra en paises en via de desarrollo y su
infeccion parece estar relacionada con con-
diciones econdmicas e higiénico-sanitarias
desfavorables. La prevalencia de la infec-
cion por H. pylori se debe a diversas causas;

una de estas es que la tasa de erradicacion
de la infeccion esta por debajo del 80 %, lo
cual explica su resistencia a diversos antimi-
crobianos. La expresion de diversas patolo-
gias en los individuos infectados se debe a
la diversidad en la virulencia de las cepas,
el origen étnico, la alimentacién, el hacina-
miento, la ubicacién geografica y la edad.
En este estudio, se evalu6 una poblacion de
41 pacientes y se investigaron 11 variables
socio-demograficas y su asociaciéon con la
infeccion por H. pylori, mediante un anali-
sis de regresion lineal simple y un analisis
de varianza (ANOVA). Segun los resultados
obtenidos, se encontrd que variables como la
edad, el indice de masa corporal y el estrato
socioecondmico se encuentran asociadas fre-
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cuentemente a la infeccion. Adicionalmente,
se identifico que los individuos que vivian
con mas de 3 cohabitantes, presentaron una
frecuencia de infeccion de 41.4 %, siendo
esta una relacion significativa con respecto
a la infeccion.

Palabras clave: Helicobacter pylori, preva-
lencia, infeccion, factores de riesgo, tlcera
gastrica.

Abstract

Helicobacter pylori is a gram-negative bacil-
lus capable of colonizing the human stomach,
causing several gastrointestinal diseases such
as dyspepsia, peptic ulcer, chronic gastritis,
gastric MALT lymphoma and gastric cancer;
it has been estimated that out of ten infect-
ed individuals, only one suffers the disease
while nine of them never show or develop
any symptoms. Therefore, the World Health
Organization has classified this microorgan-
ism as a human biological carcinogen (group
1), where the highest incidence rate occurs in
developing countries and the infection seems
to be associated to poor economic and sani-
tary conditions. The prevalence of H. pylori
infection 1s related to several causes; one of
these is that the eradication rate is below 80
%, which explains its resistance to several
antibiotics. The manifestation of different
pathologies in infected individuals is due to
the variety of virulence factors expressed by
the different strains of H. pylori, the individ-
ual’s ethnic and geographical origins, age,
dietary habits and overcrowding. In this ar-
ticle, a total of 41 subjects were studied, 11
sociodemographic characteristics were ana-
lyzed and their association with the infection
of H. pylori, by implementing two methods
of analysis: linear regression and analysis
of variance (ANOVA). According to the re-
sults, it can be concluded that variables such
as age, body mass index and socio-economic

status are frequently associated with H. pylo-
ri infection. Additionally, the individuals that
lived with more than 3 people in the same
household, showed an infection frequency of
41.4 %, which can be identified as a signifi-
cant relationship between this risk factor and
rate of infection.

Keywords: Helicobacter pylori, prevalence,
infection, risk factors, stomach ulcer.

Introduccion

Helicobacter pylori es un bacilo Gram nega-
tivo capaz de colonizar el estdmago humano;
responsable del 50 % de los casos de tlcera
gastrica y gastritis cronica en la poblacion
mundial. En los estudios epidemiologicos y
experimentales se demostr6 la relacion en-
tre la infeccion por H. pylori y el desarro-
llo posterior de cancer gastrico, razon por la
cual la International Agency for Research on
Cancer de la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS), la reconoci6 oficialmente como
agente cancerigeno de grado 1 (1).

Actualmente la infeccion ocasionada por H.
pylori se debe a diversos factores sociodemo-
graficos, donde paises en via de desarrollo o
paises pobres donde se presentan viviendas y
estilos de vidas mas precarias con condicio-
nes poco higiénicas muestran mayor taza de
morbilidad ocasionada por dicho microorga-
nismo causando infecciones en el tracto gas-
tro intestinal (2).

La expresion de las diferentes patologias en
los individuos infectados, se asocia con la di-
versidad en la virulencia de las cepas, el ori-
gen étnico, la alimentacion, el hacinamien-
to, la ubicacion geografica y la edad (3). Asi
mismo, se ha encontrado que este microor-
ganismo es resistente a diferentes antimicro-
bianos puesto que se ha hallado bajas tasas
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en la erradicacion de la infeccion las cuales
estan por debajo del 80 %, debido al aumen-
to en las tasas de resistencia de los diferentes
antimicrobianos (Bacitracina, amoxicilina,
levofloxacina y metronidazol) con los que se
elimina la infeccion (4).

En los ultimos afos se ha evidenciado mayor
incidencia de contraer la infeccidon ocasiona-
da por H. pylori en paises socialmente de-
primidos y poco desarrollados, lo cual per-
mite establecer que el principal factor riesgo
se debe a el bajo nivel econdmico-higiéni-
co-sanitario. De igual forma estudios reali-
zados han encontrados otros factores que se
relacionan con la infeccion, tales como edad
de la persona, enfermedades genéticas, for-
ma de alimentacidn, zona de vivienda, entre
otros (5,6).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio se
centr6 en determinar cudles caracteristicas
sociodemograficas presenta la poblacion de
estudio y si estas caracteristicas podrian ser
factores de riesgo para adquirir la infeccion
por H. pylori.

Materiales y métodos

Muestra poblacional

Pacientes mayores de edad que asistieron a
endoscopia digestiva alta en la ciudad de Pe-
reira (Centro de Especialistas de Risaralda) y
en la ciudad de Manizales (Clinica San Mar-
cel y en los cuales el gastroenter6logo de-
termino si ameritaban toma de biopsia gas-
trica. Ademas, los pacientes debian cumplir
con criterios de inclusion (personas mayores
de 18 afios, 15 dias antes del procedimiento
no debian haber consumido ningln tipo de
medicamento y la aceptacion voluntaria por
escrito de la firma del consentimiento infor-
mado) (ANEXO 1) y exclusion (embaraza-

das, lactantes y/o inmunosuprimidas).
Toma de muestra

De cada paciente, se tomaron tres biopsias
(antro, cuerpo y fondo), o en algunos casos
se tomo solo una biopsia o dos biopsias. Las
muestras fueron tomadas por los gastroen-
terologos y almacenadas en caldo BHI con
glicerol al 20 % (medio de transporte), su-
plementado con antibidticos (vancomicina
10 mg/L, polimixina B 0,33 mg/L, bacitra-
cina 1,07 mg/L y anfotericina B de 5 mg/L)
y transportadas en forma refrigerada desde
las unidades de endoscopia al Laboratorio
de Microbiologia para su posterior procesa-
miento (conservacion a -80°C).

Determinacion de la infeccion por H.
pylori

Las biopsias se cultivaron, en agar Colum-
bia, bajo condiciones microaerofilicas (5 %
0,,10% CO,y85%N,)a37°Cde7al4
dias. Las muestras se consideraron positivas
st las UFC (unidades formadoras de colonia)
crecidas en el medio correspondian a bacilos
Gram negativos en forma de espiral o curvo,
y pruebas bioquimicas positivas de oxidasa
y ureasa.

Encuesta para la determinacion de las va-
riables sociodemograficas

Consisti6 en una serie de preguntas (TABLA
1) realizadas a los pacientes participantes
del estudio, de acuerdo con los lineamientos
para la implementacion de control de infec-
ciones propuesto por la OMS.
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Tabla 1. Datos a obtener en la encuesta.

Edad

Sexo

Tipo de sangre

IMC

Ocupacién

Nivel de
educacion

Estrato socioeconémico

Consumo de sustancias

Zona de vivienda

Servicios piblicos basicos

Procedencia de la
alimentacion

Nuimero de personas que
habitan el domicilio

Analisis estadistico

Los datos de variables sociodemograficas
obtenidos en la encuesta y los resultados de
los cultivos para establecer presencia o au-

Femenino

O+
A+
B+
A-
AB-

Ama de casa
Trabajador de salud
Primaria incompleta

Secundaria incompleta
Técnico incompleto
Universitario incompleto
Posgrados
Alto
Bajo
Medio
Drogas
Tabaquismo
Alcohol

Urbana
Agua
Energia
Alcantarillado
Elaborado en casa
Elaborado en restaurante
Otros
1

2
3
4

Masculino

AB+

Obrero
Estudiante
Primaria completa
Secundaria completa
Técnico completo
Universitario completo

Ninguno

Rural

Alimentacion no perecedera
Alimentos crudos

0 3 N W

sencia de la infeccion se tabularon en una

hoja de Excel®. Los datos de frecuencia de
la infeccion y de las variables se obtuvieron
con las formulas de Excel®.
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Para el anélisis de la asociacion entre la in-
feccion por H. pylori y las variables socio-
demograficas, se implement6 el andlisis de
regresion lineal simple (relacion entre dos
variables) y un analisis de varianza (ANO-
VA) con el paquete estadistico StatGraphics
(Version XV), en donde se evalud y acepto la
hipétesis HO o H1, dependiendo del valor-P.

Consideraciones bioéticas

La propuesta se acoge a los acuerdos in-
ternacionales de investigacion en humanos
como la declaracién de Helsinki y el codigo
de Nuremberg y la normativa nacional del
articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, por ser un

estudio sin intervencidon, se considera una
investigacion con riesgo minimo. El proyec-
to macro con cédigo 14010102 de la Uni-
versidad Libre Pereira ULP-07 y de la Uni-
versidad Tecnoldgica de Pereira UTP, cuenta
con aval bioético del comité de bioética de
la Universidad Tecnologica de Pereira UTP
(ANEXO 2).

Resultados

Entre el periodo de febrero a mayo del 2018,
participaron en el estudio un total de 41 pa-
cientes, 30 (73,2 %) de la ciudad de Pereira
y 11 de la ciudad de Manizales (26,8 %). En
la tabla 2 se discrimina la zona y nimero de
muestras tomadas en el total de pacientes.

Tabla 2. Biopsia por zona gastrica y nimero de biopsias en la poblacion de estudio.

Variables N° Pacientes %
A-C-F 38 92,7
A+C+F 2 49
A+C 1 2,4

A (Antro), C (Cuerpo), F (Fondo). A-C-F vial individual por zona de la mucosa gastrica;

A+C+F o0 A+C Un solo vial para todas las
zonas de la mucosa gastrica.
Variables sociodemograficas:

Edad: La poblaciéon estudiada presentd un

rango de edad en afos entre los 18 a los 69,
con una media de 48. El mayor nimero de
pacientes estuvo en el rango de edad de los
29 a 59. En la tabla 3 se describen los datos.

Tabla 3. Variable edad
Variable Rango de edad NP° de pacientes Frecuencia ( %)
18-28 4 9,7
Edad 29-59 35 85,3
>60 2 4.8
Total 41 100
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Sexo, tipo de sangre ¢ IMC (indice de Masa
Corporal): Como se muestra en la tabla 4 la
mayoria de los pacientes correspondieron
al género femenino 85,4 %, siendo el 14,6
% restante masculino, en cuanto al grupo
sanguineo, el 90,2 % de la poblacion se en-

cuentra entre los grupos sanguineos O+ y
A+, mientras que el indice de masa corporal
(IMC) se clasificé en 4 rangos diferentes,
siendo el mas frecuente 25-25,9 con un 53,1
%, agrupando a la mayoria de la poblacion
en un rango de sobrepeso.

Tabla 4. Variables sexo, tipo de sangre e IMC

Variable N° de pacientes Frecuencia ( %)

Femenino 35 85,4

Sexo Masculino 6 14,6
Total 41 100
O+ 27 65,9
Tipo de sangre A+ 10 24,4
B+ 4 9,8

Total 41 100

Rango de IMC

(0-18,5) 1 3,1
IMC (18,6-24,9) 10 31,3
(25-29.,9) 17 53,1
(30-50) 4 12,5

Total 32 100

Estrato socioeconomico, zona de vivienda,
servicios basicos, procedencia de la alimen-
tacion: En la tabla 5 se identificé que la mitad
de la poblacion estudiada vivia en un estrato
socioeconomico bajo (51,2 %); en cuanto a
la zona de vivienda, un 85,4 % de la pobla-
cion vivia en una zona urbana y el 100 %

contaba con todos los servicios basicos; para
los habitos alimenticios, se encontrd que la
mayoria de los pacientes (95,1 %) consu-
mian alimentos elaborados en casa, mientras
que solo un 4.9 % consumia alimentos ela-
borados en restaurantes.

55



56

LINEA DE INVESTIGACION EN HELICOBACTER PYLORI PARA LA FORMACION DE RECURSO HUMANO EN CIENGIA, TECNOLOGIA E
INNOVACION EN EL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

Tabla 5. Variables estrato socioeconémico, zona de vivienda, servicios basicos, proceden-
cia de la alimentacion

Variable N° de pacientes Frecuencia ( %)
Alto 1 2,4
Estrato socioeconémico Medio 19 46,3
Bajo 21 51,2
Total 41 100
Urbana 35 85,4
Zona de vivienda Rural 6 14,6
Total 41 100
Servicios publicos ba- Agua
sicos Energia 41 100
Alcantarillado
Total 41 100
Procedencia de la Elaborado en casa 39 95,1
Alimentacion Elaborado en restaurante 2 4.9
Total 41 100

Ocupacion, nivel de educacidon y consumo
de sustancias: como se describe en la tabla
6, la variable “ocupacioén” se evalué con 5
posibles opciones de respuesta y se determi-
no6 que el 90,2 % de la poblacion se dedicaba
a “otro” tipo de ocupacion y “ama de casa”;
de igual manera, la variable “nivel de educa-

cion” se presentd con 5 posibles opciones de
respuesta; al analizar los resultados, se regis-
tro que un 46,3 % habia dejado inconclusa la
secundaria. Por otro lado, se determind que
el consumo de sustancias psicoactivas (5,4
%), tabaco (10,8 %) y alcohol (8,1 %) era
minimo, comparado con el no consumo.



PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA * FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD * UNIVERSIDAD LIBRE PEREIRA

Tabla 6. Variables ocupacion, nivel de educacion y consumo de sustancias

Variable N° de pacientes Frecuencia ( %)

Ama de casa 21 51,2

Estudiante 2 4,8

Ocupacion Obrero 1 2,4
Trabajador de salud 1 2,4

Otro 16 39

Total 41 100
Primaria 10 243
Secundaria 19 46,3

Nivel de educacion Técnico 4 9,7
Universidad 7 17

Posgrados 1 2,4

Total 41 100

Drogas 31 2 >4
NO 35 94,6

Total 37 100

Constl::gi:: - Tabaquismo St 4 10.8
NO 33 89,2

Total 37 100

Alcohol 3 > o1

NO 34 91,9

Total 37 100

Numero de personas que habitan en el domicilio: Esta variable se clasifico en 3 rangos dife-
rentes, siendo la mas frecuente de 4 a 7 con un 58,5 %, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7. Variable cohabitantes

Variable Rangos N° de pacientes Frecuencia ( %)
Numero de personas (1-3) 15 36.6
que
habitan el domicilio 4-7) 24 58,5
(8-11) 2 4,9
Total 41 100
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Determinacion de la infeccion por H. pylo-  gativos.

ri Variables sociodemograficas y frecuencia
de la infeccion

En la poblacion estudiada, se encontré que  En las siguientes tablas, se describen las fre-

un 68,2 % (28/41) de los pacientes dieron cuencias de presencia o ausencia de la infec-

positivos para la infeccion por H. pylori, cidn por H. pylori segin las variables.

mientras que un 31,7 % (13/41) fueron ne-

Tabla 8. Numero de pacientes segin edad e infeccion

Variable Rael:iga(:i de Nc"i ;ilftssa- Frect)l/eo;lcia ( H. pylori + Frect:/eo;lcia (
Edad 18-28 4 9,7 3 7,3
29-59 35 85,3 24 58,5
>60 2 4,8 1 2,4
Total 41 100 28 68,2

Tabla 9. Numero de pacientes seglin sexo, tipo de sangre, IMC e infeccion
Frecuencia (

Frecuencia (

Variable N° de pacientes H. pylori +

%) %)
Sexo F 35 85,4 25 60,9
M 6 14,6 3 7,3
Total 41 100 29 70,6
o+ 27 65,9 20 48,7

Tipo de san- A+ 10 244 7 17

gre

B+ 4 9,8 1 24

Total 41 100 28 68,1

(0-18,5) 1 3,1 1 2,4

IMC (18,6-24,9) 10 31,3 7 17
(25-25.9) 17 53,1 1 26,8

(30-50) 4 12,5 3 7,3

Total 32 100 22 53,5

IMC (indice de masa corporal).
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basicos, procedencia de la alimentacion e infeccion

Variable N° de pacientes F (%) H. pylori + F (%)
. Alto 1 2.4 0 0
Estrato socio- Medio 19 463 1 26,8
econodmico

Bajo 21 51,2 17 41,4
Total 41 100 28 68,2
Zona de Vi_ Urbana 35 85,4 24 58,5
vienda Rural 6 14,6 4 9,7
Total 41 100 28 58,5

Agua

Servicios pu-
blicos basicos Energia 41 100 28 68,2
Alcantarillado
Total 41 100 28 68,2
Elaborado en

Procedencia 39 95,1 27 65,8

casa

de la
alimentacién ~ Elaborado en ) 4,9 1 2.4
restaurante

Total 41 100 28 68,2
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Tabla 11. Numero de pacientes segiin ocupacion, nivel de educacion, consumo de sustan-

cias e infeccion

Variable

Ama de casa
Estudiante
Ocupacion Obrero

Trabajador
de salud

Otro
Total

Primaria

Nivel de Secundaria

educacion Técnico

Universitario

Posgrados

Total

Drogas

Consumo de

sustancias Tabaquismo

Alcohol

SI
NO
Total

SI

NO
Total
ST
NO
Total

N° de pacien-
tes

21
2

1

16
41

10

19

41

35

37

33

37

34
37

Frecuencia (

j +
%) H. pylori
51,2 14
4,8 2
2,4 1
2,4 0
39 11
100 28
243 7
46,3 15
9,7 2
17 4
2,4 0
100 28
54 2
94,6 24
100 26
10,8 2
89,2 23
100 25
8,1 2
91,9 23
100 25

Frecuencia (
%)

34,1
4,8

2,4

26,8
68,1
17

36,5
4,8

9,7

68,1

54
64,8
70,2

54

62,1
67,5

5.4
62,1
67,5
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Tabla 12. Numero de pacientes segin cohabitantes e infeccion

Frecuencia ( Frecuencia (

. o . : -
Variable Rango N° de pacientes %) H. pylori %)

# de personas (1-3) 15 36,6 9 21,9

que
habitan el do- (4-7) 24 58,5 17 41,4
micilio

(8-11) 2 4,9 2 4,8

Total 41 100 27 65,7

Asociacion estadistica entre las variables sociodemograficas e infeccion por H. pylori

Variable cohabitantes:

Regresion simple:

Variable dependiente: cultivo por macerado
Variable independiente: cohabitantes
Lineal: Y = a + (b)(x)

Tabla 13. Coeficientes

Minimos  Cua- | Estandar Estadistico

drados
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0936664 0,190022 0,492924 0,6250
Pendiente 0,11686 0,0434186 2,69147 0,0106

Tabla 14. Analisis de Varianza (ANOVA)
Fuente Suma de Cua-| Gl Cuadrado Me- | Razon-F Valor-P
drados dio

Modelo 1,57012 1 1,57012 7,24 0,0106
Residuo 8,01963 37 0,216747
Total (Corr.) 9,58974 38

Coeficiente de Correlacion = 0,404634
R-cuadrada = 16,3729 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 14,1127
porciento

Error estandar del est. = 0,465561

Error absoluto medio = 0,414191

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es
menor que 0,05, se puede inferir con 95 %
de confianza que hay una relacion estadisti-
camente significativa entre el nimero de ha-
bitantes de la casa y los hallazgos positivos
de H. pylori cuando se empled el método de
cultivo por macerado.

El estadistico R-Cuadrada indica que el mo-
delo ajustado explica 16,3729 % de la varia-
bilidad en el cultivo por macerado. El coe-
ficiente de correlacion es igual a 0,404634,
indicando una relacion relativamente débil
entre las variables, requiriendo de estudios
posteriores con mayor nimero de muestras
para determinar un grado de correlacion que
permita obtener modelos robustos.
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Grifico 1. Correlacion entre numero de habitantes y hallazgos de H. pylori por el método
de cultivo por macerado
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Discusion

Teniendo en cuenta la variable “Edad” re-
sultados similares se encontraron en un es-
tudio realizado por Piotrowicz et al., en don-
de el rango de edad que presentaba mayor
frecuencia de la infeccion por H. pylori se
encontraba entre 46-60 afios y determinaron
que dentro de dicho rango de edad, las per-
sonas son mas susceptibles a la infeccion (7)

Por otro lado, se determind que la mayoria
de los pacientes correspondieron al género
femenino, en estudios semejantes conduci-
dos por Abdallah et al., participaron alrede-
dor de 225 pacientes, en donde el mayor nu-
mero de personas infectadas pertenecian al
género femenino, mientras que Dominguez
et al., determinaron que, en una poblacion
total de 776 pacientes, el género masculino
predominé con respecto a la presencia de in-
feccion. De este modo cabe concretar que el
sexo no es una variable que esté ligada a la
concurrencia de la infeccion (8,9).

En cuanto al grupo sanguineo, el mayor nu-
mero de pacientes infectados se encentraba
en el grupo sanguineo O+; en el 2011, un es-
tudio realizado a 718 pacientes arrojé que un
92,5 % pertenecia al grupo O+ y el 60,5 eran

positivos para H. pylori , indicando una re-
lacion con la presencia de la infeccion (10);
en comparacion a otro estudio, en donde el
grupo sanguineo y factor Rh no presentaban
ninguna asociacion con la presencia del mi-
croorganismo (11).

En el indice de masa corporal (IMC), la
mayoria de la poblacion que presentaba la
infeccion se encontraba en un rango de so-
brepeso, algunos autores como Xu ef al. y
Zhang et al., sugieren que el IMC podria ser
un factor de riesgo para la infeccion por H.
pylori, en contraste a otra investigacion rea-
lizada en Grecia, en donde la frecuencia de
infeccion no tenia una asociacion significa-
tiva entre individuos con sobrepeso (12,13)

Por otro lado, la variable “ocupacion” re-
velo que “ama de casa” representa el ma-
yor nimero de la poblacion infectada. De
igual manera, en el “nivel de educacion” la
frecuencia de la infeccion era mayor en pa-
cientes que tuvieron una secundaria incon-
clusa. Abebaw et al., discuten que la mayor
frecuencia de infeccion fue observada en los
individuos que habian completado sus estu-
dios primarios (14); por otro lado, un estudio
hecho en México sefiald una alta frecuencia
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de infeccién se debida a bajos niveles de
educacion (15).

De igual manera, en el estrato socioecono-
mico bajo se evidencié un mayor numero de
personas con la infeccion; un estudio similar
elaborado en Bolivia, resaltdé que la infec-
cion fue mas alta en el estrato socioecono-
mico bajo con un 65.4 %, asociando este re-
sultado a otras variables socio-demogréaficas
como los niveles de educacion bajos, utili-
zacion de aguas no potables y preparacion
poco higiénica de los alimentos (8).

Con respecto a los habitos alimenticios, se
encontr6d que la mayoria de los pacientes in-
fectados consumian alimentos elaborados en
casa; en una investigacion relacionada con
los habitos de dieta y la infeccion por H.
pylori, se concluyd que el consumo de co-
mida callejera, vegetales, granos y proteina
animal no presentaba relevancia alguna en
cuanto a la adquisicion de la infeccion (16)
De igual manera, en otra investigacion simi-
lar, el consumo excesivo de comida callejera
y poco consumo de frutas incrementaba la
frecuencia de la infeccion (17).

Por otro lado, un estudio establecié que per-
sonas con consumo frecuente de tabaco y
alcohol tienden a ser mas susceptibles a la
infeccion (18) sin embargo, en otros paises
como Alemania, Japon y Sudéfrica, el con-
sumo constante de vino ha demostrado lo
contrario (19-21).

La variable “cohabitantes” se ha encontra-
do relacionada a la frecuencia de infeccion
por Helicobacter pylori en otros estudios;
tomando como ejemplo una investigacion
realizada por Aguemon et al., describieron
que el riesgo de la infeccidén era mayor cuan-
do los habitantes de la vivienda compartian
la habitacion con mas de dos personas (12);

por otro lado, Herbarth et a/., menciona que
el namero de cohabitantes en una vivienda
aumenta el riesgo de infeccion, especifi-
camente, cuando hay mas de 3 nifios (19);
Dorji et al., y Ahmed et al., afirman que la
frecuencia incrementa en viviendas don-
de habitan un niimero mayor a 4 personas
(20,21).

Conclusiones

El rango de edad que presentd mayor fre-
cuencia de la infeccion fue de 29-59 afios.

La mayoria de la poblacion infectada estaba
en una condicion de sobrepeso, debido a que
presentaban un IMC de 25-29.9.

El mayor de pacientes positivos para H.
pylori pertenecian a estratos socioecondmi-
cos bajos (41,4 %), siendo esta una variable
anteriormente mencionada en diversos estu-
dios como una caracteristica sociodemogra-
fica asociada frecuentemente a la infeccion.

Pese a que en el presente estudio la pobla-
cion estudiada consumia alimentos prepara-
dos en casa, la frecuencia de infeccion fue de
65.8 %, indicando que, en este caso, dicha
variable no estd ligada a la concurrencia de
la infeccion.

En el andlisis de la asociacion estadistica
entre las variables sociodemogréficas e in-
feccion por H. pylori, “cohabitantes” fue la
unica que presento una relacion significativa
con respecto a la infeccion.

Investigaciones futuras

Se podria formular un estudio de cohorte ha-
ciendo seguimiento a la poblacion estudiada,
para ver cuales variables sociodemograficas
se asocian a recurrencia de la infeccion.
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Se puede formular una investigacion en don-
de se plantearia observar si la familia de los
pacientes H. pylori positivos presentan in-
feccion por H. pylori y presentan la misma

cepa.
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CAPITULO V

Generalidades sobre la erradicacion de la infeccion
y métodos fenotipicos para la deteccion de la
susceptibilidad en Helicobacter pylori

Adalucy Alvarez-Aldana!, Maria Alejandra Buitrago Gomez?,
Laura Diaz Ramirez?, Michelle Mejia Romero?, Yina Marcela Guaca-Gonzalez®,
José Ignacio Moncayo-Ortiz®, Jorge Javier Santacruz-Ibarra®, Lily Johana Blandon?,
Dannia Rojas Vasquez?, Maria Camila Galeano?.

Presentacion

Helicobacter pylori es un patogeno humano
comun que durante 60.000 afios ha infecta-
do del 30 al 80 % de la poblacion mundial.
Debido a que generalmente la infeccion tie-
ne lugar en la infancia y suele durar toda la
vida se puede desencadenar la evolucion a
enfermedades gdstricas graves, por lo tan-
to, el control del éxito del tratamiento es
crucial. Una de las principales causas en
cuanto al fallo de los tratamientos se debe
a la resistencia a los antimicrobianos por
lo que es de vital importancia determinar la
sensibilidad antimicrobiana mediante prue-
bas fenotipicas de susceptibilidad como el
E-test, difusion en disco y dilucion en agar.

Los tratamientos de erradicacion de la in-
feccion por H. pylori se han desarrollado
durante los ultimos 20 afios, generalmente
consiste en varias combinaciones de medi-
camentos (1,2). Mas cominmente, un supre-
sor de 4cido (generalmente un inhibidor de
la bomba de protones) o un antagonista del

receptor de histamina (receptor H2) se pres-
cribe en combinacidon con dos antibidticos,
generalmente amoxicilina, metronidazol o
claritromicina (2—6)

La combinacién de dos antibioticos puede
aumentar el éxito de la terapia de erradica-
cion y disminuir la posibilidad de resistencia
secundaria a los antibidticos (2).

La proporcion de pacientes en quienes la in-
feccion se erradica después del tratamiento
oscila entre 60 % y 95 % (7). Al igual que
otras bacterias, la resistencia de H. pylori a
los antibidticos queda como resultado una
falla en el tratamiento de primera linea, y
varia entre 40 % y 70 % (3) El aumento de
la resistencia de H. pylori a varias clases de
agentes antimicrobianos en muchos paises
ha complicado atin mas la bisqueda de un
régimen de tratamiento 6ptimo y también ha
enfocado una nueva atencion hacia métodos
confiables para determinar la susceptibilidad
in vitro de esta especie bacteriana mediante
las pruebas de susceptibilidad (2,4,5,7-13)
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El consenso de Maastricht V sugiere que una
posible alternativa puede ser el tratamiento
guiado por susceptibilidad (SGT), ajustando
el programa de tratamiento a la susceptibi-
lidad de los antibiodticos para evitar la resis-
tencia, aumentar las tasas de curacion y ga-
rantizar un adecuado manejo de la infeccion
(1,4,14-16) Las pruebas de susceptibilidad
son costo-efectivas, previene la administra-
cioén de antibidticos ineficaces y permite la
adaptacion de un tratamiento individual que
sea exitoso en “70 % de los pacientes” (17).
Varios factores tales como los regimenes in-
adecuados, cumplimiento deficiente del pa-
ciente, cargas bacterianas gastricas masivas,
bacterias internalizadas, los antecedentes
genéticos individuales (polimorfismos en el
citocromo P450 2C19, IL-1B, CYP2C19), el
grado de inflamacion géstrica, la secrecion
de acido gastrico, el lavado y dilucién de
antimicrobianos, y la formacion de biopeli-
culas pueden interferir con el éxito del tra-
tamiento y explicar por qué los tratamientos
guiados por susceptibilidad fallan en el 30 %
de los pacientes (5,10,12,15,17).

Para el manejo correcto de la enfermedad de
ulcera péptica y el linfoma MALT gastrico,
asi como la obtencion de informacion sobre
una amplia gama de enfermedades asociadas
con la infeccion por H. pylori, son obliga-
torios los métodos de diagnostico efectivos,
incluidas las pruebas de susceptibilidad (18).
Estas son cada vez mas importantes para la
blisqueda de combinaciones antimicrobia-
nas eficientes que permitan la erradicacion
de esta bacteria del estomago (19).

La prueba de susceptibilidad in vitro para
H. pylori puede realizarse por métodos fe-
notipicos o genotipicos (2). Las pruebas de
susceptibilidad genotipica no solo son mas
rapidas y probablemente mas rentables, sino
que también son menos vulnerables a las

contaminaciones y mas faciles de estanda-
rizar si se comparan con los métodos micro-
bioldgicos clasicos, incluidos el cultivo y las
pruebas fenotipicas (10). Las pruebas feno-
tipicas son un desafio porque el organismo
crece lentamente incluso en condiciones de
cultivo 6ptimas. Debido a estas dificultades
y debido a que la resistencia a los antibio-
ticos en este microorganismo se debe en
algunos casos a mutaciones puntuales (2)
y en otros a multiples mutaciones y como
cualquier agente infeccioso, H. pylori pue-
de adquirir resistencia a los agentes antimi-
crobianos usados para tratar la infeccion, las
pruebas de susceptibilidad son importantes
en el manejo de la infeccion (18). Las direc-
trices internacionales recomiendan pruebas
de susceptibilidad después de una segunda
falla de los tratamientos empiricos (10).

El “Instituto de Estandares Clinicos y de La-
boratorio” (CLSI de las siglas en inglés The
Clinical & Laboratory Standars Institute)
ha aprobado solo el método de dilucion de
agar, pero requiere de mucho tiempo y tra-
bajo intensivo para probar simultineamente
una gran cantidad de cepas. No es adapta-
ble a un pequefio nimero de cepas, por lo
que no es practico realizarlo rutinariamente.
Existen dos métodos alternativos, la prueba
del Epsilometro (E-test) y el método de di-
fusion del disco (20). La prueba de difusion
de disco se usa a menudo porque es simple,
facil de realizar y econdémica. Sin embargo,
la prueba E-test ha demostrado ser un méto-
do preciso para analizar la susceptibilidad de
los organismos exigentes, incluido H. pylori,
a los antibioticos (2).

E-test: La prueba del épsilometro es un mé-
todo de prueba de susceptibilidad in vitro
el cual tiene la ventaja de ser un método
cuantitativo con una expresion directa de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), y
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ademas, estd adaptado a bacterias de creci-
miento lento como H. pylori (1). Se ha en-
contrado una buena correlacion entre este
método y el método de dilucion en agar, con
la excepcidn del metronidazol (8, 9,18)

La prueba de E-test es una tira de plastico
que contiene un gradiente de antibiotico pre-
definido, continuo y exponencial en un lado
y una escala de CMI gradual graduada que
cubre 15 diluciones dobles en el sitio opues-
to (8,20). La CMI se puede leer directamente
de la escala impresa en la tira en el punto
donde el borde de la elipse de inhibicion del
cultivo bacteriano se cruza con la tira (4).

Esta prueba tiene un patron mas estable de
liberacion de antibioticos y se ha encontrado
que tolera la incubacién prolongada. Esta es
la raz6n principal por la cual se ha recomen-
dado la prueba E-test en lugar del método de
difusion del disco para H. pylori (2,20).

Difusion en disco: El método de difusion
en disco es el mas simple y econdmico para
las pruebas de susceptibilidad de rutina. Sin
embargo, generalmente no se recomienda
para bacterias de crecimiento lento (9,18)
El método de difusion del disco consiste en
colocar un disco recubierto de antibidtico di-
rectamente en la placa de agar inoculada con
H. pylori y determinar la zona de inhibicion
del crecimiento bacteriano (4). La difusion
de disco ha sido validada en Francia para de-
tectar resistencia a macrolidos. Debido a una
brecha importante entre las CMI de cepas
susceptibles y resistentes, es posible una se-
paracion clara con este método. Este método
ha sido validado para claritromicina y no ha
para otros antibioticos, pero generalmente
se encuentra una buena correlaciéon con los
otros métodos (18).

Dilucién en agar: El método de dilucion en
agar, generalmente considerado el método
de referencia para comparar otras técnicas,
ha sido propuesto por el “CLSI” como el
método para ser utilizado para la prueba de
susceptibilidad con H. pylori. La estandari-
zacion de esta prueba solo se ha hecho para
claritromicina atin no se ha realizado el mis-
mo trabajo para otros antibidticos. Aunque
este método ahora se acepta como el estan-
dar de oro “Gold standard”, no es adecuado
para las pruebas individuales de cepas Uni-
cas de H. pylori en la practica diaria (18).
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ARTICULO ORIGINAL

Comparacion de la concordancia entre métodos
para la deteccion de la resistencia a claritromicina y
levofloxacina en aislamientos de Helicobacter pylori

Adalucy Alvarez-Aldana'!, Maria Alejandra Buitrago Gomez?,
Laura Diaz Ramirez?, Michelle Mejia Romero?, Yina Marcela Guaca-Gonzalez®,
José Ignacio Moncayo-Ortiz®, Jorge Javier Santacruz-Ibarra®, Lily Johana Blandon?,
Dannia Rojas Vasquez?, Maria Camila Galeano’.

Resumen. Helicobacter pylori ha infectado
del 30-80 % de la poblacion, su persistencia
causa inflamacion géstrica cronica y dafio ti-
sular, considerandose un carcinégeno clase
I. La infeccién es curable con terapia anti-
microbiana, pero se ha presentado un fallo
debido al aumento en las tasas de resistencia,
esta investigacion compar6 la concordancia
entre diferentes métodos fenotipicos para la
deteccion de la resistencia a Claritromicina
y Levofloxacina en aislamientos de H. pylo-
ri. Se realiz6 un estudio descriptivo de corte
transversal con una muestra de 51 aislamien-
tos de pacientes dispepticos que asistieron a
endoscopia digestiva alta. A partir de los ais-
lamientos se ejecutaron las pruebas de sus-
ceptibilidad para determinar la resistencia
antimicrobiana, se implementaron tres mé-
todos fenotipicos: E-test, difusion en disco
y dilucién a agar. A pesar del buen acuerdo
para discriminar aislamientos susceptibles y
resistentes, la CMI puede presentar un am-
plio rango entre los diferentes métodos. No
se observd concordancia con ninguno de
los métodos realizados comparados con la

dilucion en agar, excepto entre los métodos
de difusion (difusion en disco y E-test). La
combinacion de dos métodos arroja resulta-
dos mas confiables.

Palabras clave. Helicobacter pylori, farma-
corresistencia microbiana, antibacterianos,
bacteria.

Abstract. Helicobacter pylori has infected
30-80 % of the population, the persistence
causes chronic gastric inflammation and
tissue damage, and is considered a class I
carcinogen. The infection is curable with
antimicrobial therapy, but treatment failures
have occurred due to increased resistance
rates. This investigation compared the agree-
ment between different phenotypic methods
for detecting resistance to Clarithromycin
and Levofloxacin in H. pylori isolates. A de-
scriptive cross-sectional study was conduct-
ed with a sample of 51 isolates from dys-
peptic patients attended to upper digestive
endoscopy. With the H. pylori isolations, the
susceptibility tests were carried out to deter-
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mine the antimicrobial resistance, three phe-
notypic methods were implemented: E-test,
disk diffusion and agar dilution. Despite the
good agreement to discriminate susceptible
and resistant isolates, the MIC can have a
wide range between the different methods.
No concordance was observed with any of
the methods performed compared to the
agar dilution, except between the disk diffu-
sion and the E-test. The combination of two
methods yields more reliable results.

Key words. Helicobacter pylori, drug resis-
tance microbial, anti-bacterial agents, bacte-
ria.

Introduccion

El tratamiento de la infeccion por H. pylori
es dificil, y de los ensayos clinicos iniciales
parece que la actividad in vitro no siempre
se correlaciona con el éxito in vitro y que
la recaida ocurre frecuentemente después de
la eliminacion aparentemente exitosa del or-
ganismo de la mucosa géstrica con diversos
agentes antimicrobianos y/o sales de bismu-
to (1,2).

La infeccién con H. pylori es curable con
terapia antimicrobiana, el tratamiento de las
infecciones puede realizarse con la combi-
nacion de diferentes antibidticos y un inhi-
bidor de la bomba de protones, pero el uso
indiscriminado de los mismos ha generado
aumento en las tasas de resistencia (3, 4-8).
El control del éxito del tratamiento es crucial
para controlar la evolucioén a enfermedades
gastricas graves.

Las variaciones en las tasas de resistencia
entre y/o dentro de los paises probablemente
se puedan atribuir a las diferencias en los pa-
trones de prescripcion de antibidticos loca-
les y su uso en la comunidad, y puede variar
dentro de los grupos de pacientes segun la

region geografica, la edad y el sexo del pa-
ciente, el tipo de enfermedad, el lugar de na-
cimiento y la presencia de otras infecciones
(4,9-13). Sin embargo, las variaciones meto-
dologicas en las pruebas de susceptibilidad
de H. pylori también puede explicar, en par-
te, tales diferencias (9). Si H. pylori aumenta
el riesgo de desarrollar otras enfermedades,
el costo de la morbilidad asociada a H. pylo-
ri podria ser mucho mayor (14).

Uno de los factores implicados en el fallo
terapéutico es la resistencia a los antimicro-
bianos, por lo que es de vital importancia de-
terminar los perfiles de susceptibilidad an-
timicrobiana mediante pruebas fenotipicas
como el E-test, difusion en disco y dilucion
en agar (1, 4, 6, 7,15-20). Este ultimo esta-
blecido como método de referencia por la re-
producibilidad de los resultados, pero entres
sus desventajas se encuentran la compleja
metodologia requerida para su desarrollo y
el alto costo por prueba, por lo cual el E-test
es el método de eleccion para uso en labo-
ratorios de rutina e investigacion (4, 9, 21,
22). La reproducibilidad de las pruebas y su
adecuada utilizacion es de gran importancia
al momento de realizar diagnosticos certe-
ros sobre la resistencia del microorganismo
hacia los antimicrobianos, por tanto es nece-
sario establecer si las pruebas utilizadas para
tal fin retinen las condiciones necesarias para
seleccionarla como prueba de rutina capaz
de generar resultados confiables que ayuden
a direccionar el tratamiento adecuado basado
en el perfil de susceptibilidad o en los trata-
mientos empiricos de rutina segun los datos
epidemioldgicos de las tasas de resistencia
de una zona geografica en particular (2-4, 9,
21). Cualquier terapia de una enfermedad in-
fecciosa se basa en gran medida en los resul-
tados de las pruebas de susceptibilidad, y los
resultados de la erradicacion de H. pylori se
optimizan cuando hay disponibles resulta-
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dos de susceptibilidad especificos de pacien-
tes, regiones o poblaciones (19). Ademas,
la amplia variacion geografica reconocida
en los patrones de susceptibilidad frente a
los antibidticos se subraya la necesidad de la
vigilancia de los agentes antimicrobianos de
H. pylori en diferentes paises del mundo (3).

Por lo anterior el objetivo de la investigacion
fue comparar la concordancia entre los mé-
todos fenotipicos E-test, difusion en disco y
dilucion en agar para la deteccion de la re-
sistencia a claritromicina y levofloxacina en
aislamientos de H. pylori de pacientes dis-
pépticos de las ciudades de Pereira y Mani-
zales.

Materiales y métodos

Tipo de estudio: Estudio descriptivo de cor-
te transversal, llevado a cabo en las ciuda-
des de Pereira y Manizales en un periodo de
tiempo de enero a septiembre del 2018.

Muestra: [L.a muestra consistio en 51 aisla-
mientos de H. pylori provenientes de pa-
cientes mayores de edad que asistieron a
endoscopia digestiva alta en la ciudad de
Pereira (Centro de Especialistas de Risaral-
da) y en la ciudad de Manizales (Clinica San
Marcel), del proyecto marco “Terapia triple
estandar como primera linea de tratamiento
para la erradicacion de Helicobacter pylori
en pacientes dispépticos del Eje cafetero” de
la ULPy la UTP.

Pruebas de susceptibilidad: Los tres méto-
dos fenotipicos para detectar la resistencia
fueron: E-test, difusion en disco y dilucion a
agar. En primer lugar, se realizaron las prue-
bas de E-test y difusion en disco ya que son
los mas faciles de ejecutar y de menor valor
que el método de dilucion en agar. Una vez
se determinaron los aislamientos resisten-
tes a claritromicina (CLA) y levofloxacina

(LEV) se procesaron por el método de dilu-
cion en agar que es mas costoso y de dificil
ejecucion.

Los 51 aislamientos fueron sembrados de
manera masiva en agar Columbia (MERCK)
suplementado con Sangre, al 7 % IsoVita-
leX al 1 % e incubados bajo condiciones
microaerofilas (5 % O,, 10 % CO, y 85 %
N,) bajo el sistema (THERMO SCIENTI-
FIC, CamyGen™ 2.5L) a 37°C durante 72
horas. Posterior a la incubacion se realizo
una recoleccion de las siembras masivas de
cada aislamiento para almacenar en el banco
de preservacion en caldo BHI con glicerol
(20 %) para posteriormente realizar el mé-
todo de dilucion en agar y ademas un patron
de McFarland 3 utilizando como inoculo el
crecimiento masivo de los aislamientos de
H. pylori en tubos de ensayo con caldo BHI
enriquecido con Isovitalex al 0,5 %. Para la
prueba de E-test y difusion en disco se em-
plearon siembras masivas, introduciendo un
escobillon dentro de la suspension del patron
y se retiraba rotandolo varias veces contra
la pared del tubo por encima del nivel del
liquido con la finalidad de eliminar el exceso
de in6culo y se sembro en la superficie del
medio de cultivo.

E-test: En el caso del E-test por cada anti-
microbiano se utilizd una siembra masiva,
se posicionaba una tirilla de E-test la cual
trae una serie de diferentes concentraciones,
asegurandose que la tira contactara com-
pletamente con la superficie del agar. Si era
necesario se eliminaron las burbujas de aire
que pudieron encontrarse por debajo de la
tira presionandola ligeramente con las pin-
zas. La incubacion de las placas se realizo de
forma invertida bajo condiciones microaero-
filas a 37°C durante 48 horas. Posterior al
tiempo establecido se realiz6 la lectura de la
prueba evaluando en la linea que se presen-
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to la elipse, la CMI (Concentracion minima
inhibitoria) en el punto de interseccion entre
el extremo de inhibicion de la elipse y la tira
de E-test. La clasificacion como sensible o
resistente de la prueba de E-test se establecio
segun CLSI “Clinical And Laboratory Stan-
dards Institute”, para claritromicina (CLA)
> 1 pg/mL y para levofloxacina (LEV) la
resistencia se determind como un resultado
resistente segin los datos de EUCAST > 1
pug/mL.

Difusidon en disco: En el caso del método de
difusion en disco se utilizo una caja de Petri
con el mismo medio de cultivo de la siembra
masiva inicial por muestra de paciente y se
realizo la siembra masiva a partir del patréon.
En cada caja se colocaron los sensidiscos
para CLA de (15 pg, OXOID) y LEV (5 ng,
OXOID), con pinzas estériles. Los discos
se ubicaron en la superficie del agar distri-
buyendo espacios iguales entre ellos y se
presionaron ligeramente. La incubacion de
las placas se realiz6 de forma invertida bajo
condiciones microaerofilas a 37°C durante
72 horas. Pasado el tiempo se realizo la lec-
tura a partir de la medicion del diametro del
halo de inhibicion para cada antibiotico. Se
fijo la resistencia de CLA segun Ogata et al.
(22) como sensible si el halo de inhibicion
fue > 21 mm y resistente un halo <21 mm, y
para LEV se definid a partir de Boyanova et
al. (23) en el cual se consider6 un diametro
< 9 mm como resistente y > 15 mm como
sensible, los aislamientos que se encontraran
entre el rango de >9 a <15 mm se definieron
como resistencia intermedia.

Dilucioén en agar: En el caso del método de
dilucion en agar considerada “Gold Stan-
dart”, se implementd uUnicamente en los
aislamientos en los cuales en alguno de los
dos métodos anteriores se haya presentado
resistencia a los antibioticos CLA 'y LEV. El
método consistid en realizar siembras de los
aislamientos resistentes a estos dos antibioti-
cos conservados en el banco de preservacion
a -80°C. Las siembras a partir del banco en
el medio de cultivo agar sangre con isovita-
lex al 1 % se incubaron en condiciones de
microaerofilia a 37 °C por 72 horas. A par-
tir de estas se realizo una siembra masiva de
cada asilamiento en las mismas condiciones
de medio e incubacién nuevamente por 72
horas. Para evaluar la susceptibilidad a las
concentraciones de los dos antibidticos se-
leccionados: claritromicina y levofloxacina,
se prepararon las cajas con las concentracio-
nes elegidas dispuestas en la tabla 1. Al igual
que en los métodos anteriores se realizd un
patron de McFarland 3 para cada muestra y
se sembraron 3 pL de cada una en las de-
terminadas cuadriculas en las diferentes ca-
jas con cada concentracion. La incubacion
de las placas se realiz6 de forma invertida
bajo condiciones microaeréfilas a 37°C du-
rante 48 horas. Se realiz6 la revision del
crecimiento a las 48 horas y se determino el
CMI hasta la tltima concentracion en donde
haya habido crecimiento. Para este método
se deja un protocolo operativo estandarizado
(POE) para el laboratorio de microbiologia
de la Universidad Libre seccional Pereira.
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Tabla 1. Concentraciones de antibioticos para dilucion en agar

Antibiotico

Concentracion mg/mL

Claritromicina (CLA) 0,25 0,5 1,0 20
Levofloxacina (LEV) 025 0,5 1,0 20

40 8,0 16,0 32,0
40 8,0 16,0 32,0

125,0 -
1250 256,

Analisis de datos: Los resultados de resisten-
ciaa CLA y LEV de los tres diferentes mé-
todos fenotipicos fueron consignados en una
base de datos de Excel®. La concordancia
entre los resultados de los tres diferentes mé-
todos fue realizada por la prueba estadistica

denominada indice de concordancia kappa,
generando tablas de contingencia de 2x2
entre la prueba “Gold Standart” y los otros
dos métodos. Para determinar el grado de
concordancia la prueba establece los indices
determinados en la tabla 2.

Tabla 2. Escala de valoracion del indice de Kappa

Indicie de Kappa Grado de acuerdo
< 0,00 Sin acuerdo
>0,00-0,20 Insignificante
0,21-0,40 Discreto
>0,41-0,60 Moderado

0,61 - 0,80 Sustancial

0,81 - 1,00 Casi perfecto

Consideraciones bioéticas: Esta investiga-
cion hizo parte del proyecto marco “Terapia
triple estdindar como primera linea de trata-
miento para la erradicacion de Helicobacter
pylori en pacientes dispépticos del Eje cafe-
tero” la cual cuenta con aval bioético del co-
mité de Bioética de la UTP (Anexo 2).

Resultados

Pruebas de susceptibilidad: En la figura 1, se
pueden observar cada una de las metodolo-
gias utilizadas para la deteccion de los per-
files de susceptibilidad de los aislamientos.

Figura 1. Pruebas de susceptibilidad.

E-test

=

Dilucién en agar

Difusidn en disco
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De los 51 aislamientos positivos para H.
pylori, se procesaron para pruebas de sus-
ceptibilidad un nimero menor a la inicial de-
bido a la dificultad de mantener los cultivos
libres de agentes contaminantes, o del paso
hacia forma viable no cultivable que se pre-
senta con H. pylori después de subcultivos
consecutivos in vitro.

Para la prueba de E-test se procesaron 43
muestras para LEV y 42 para CLA, mien-
tras que para difusion en disco se procesa-
ron 30 pruebas las cuales presentaron resul-
tados para ambos antimicrobianos; dos de
las muestras se encontraron en el rango de

resistencia intermedia para difusion en dis-
co. La ultima prueba realizada fue el “Gold
standar”, dilucion en agar, esta fue ejecu-
tada para corroborar los resultados de las
pruebas previas, para esta se seleccionaron
19 muestras que habian dado como resultado
resistencia a CLA y/o LEV, pero al tratar de
recuperarlas a partir del banco solo se pu-
dieron obtener 15 aislamientos, los restantes
no mostraron crecimiento debido a que no
sobrevivieron al almacenamiento a -80°C
0 presentaban agentes contaminantes. Para
LEV se obtuvieron resultados de los 15 ais-
lamientos, mientras que para CLA solo 12 de
ellos por perdidas debido a contaminacion.

Tabla 3. Resultados obtenidos en cada una de las tres pruebas de susceptibilidad

empleadas.
E-TEST DIFUSION EN DISCO DILUCION EN AGAR
Codigo LEV CLA LEV CLA LEV CLA
n=43 n=42 n=30 n=30 n=15 n=12

2P S S

3p S S S S

6P R S S R
7P S S

9P S S S S

10P S S S S

11P S S S S

12M S S S S

13P S S

15M R S S S R

20P R S R S R R
22P R S R S R S
27M S R R R
32P S S

35p S S

37pP S S S S

38P S S

39p S S S

41P R S S R R
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En subrayado corresponde a aislamientos
con discrepancias en los resultados con res-
pecto a resistencia “R” o sensibilidad “S”.

Concordancia de las pruebas: La evaluacion
de la concordancia entre E-test y Dilucion en

agar para CLA fue de 0,000 lo que estable-
ce que no existe acuerdo entre las pruebas;
de manera similar ocurrié para LEV dio un
resultado de 0,118 por lo cual el grado de
acuerdo fue insignificante (Tabla 4 y 5).

Tabla 4. E-test / Dilucion en agar CLA n= 12

Dilucion en agar
E-test

SI

NO

SI
NO
Indice de Kappa= 0,000

77



78

LINEA DE INVESTIGACION EN HELICOBACTER PYLORI PARA LA FORMACION DE RECURSO HUMANO EN CIENGIA, TECNOLOGIA E
INNOVACION EN EL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

Tabla 5. E-test / Dilucion en agar LEV n=15

E-test iluciéon en agar NO
SI 1
NO 1

Indice de Kappa= 0,118

Para la evaluacion de la concordancia entre
la prueba E-test y Difusion en disco para
CLA, presentd un resultado de 1,000 por lo
cual es grado de acuerdo entre estas pruebas

para este antimicrobiano fue casi perfecto;
mientras que para LEV, fue de 0,704 lo que
indica un acuerdo sustancial (Tabla 6 y 7).

Tabla 6. E-test / Difusion en disco CLA n= 30

ifusion en disco
SI 6 0
NO 0 24

Indice de Kappa= 1,000

Tabla 7. E-test / Difusion en disco LEV n=28

Difusion en disco

E-test NO
SI 0
NO 20

Indice de Kappa= 0,704

La evaluacion de la concordancia entre la
prueba de Dilucion en agar y Difusion en
disco, para CLA, el resultado obtenido fue
de 0,047 lo cual indica que no existe acuerdo

para estas pruebas; al igual que para LEV,
fue de 0,000 indicando el mismo resultado
para ambos antimicrobianos (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Dilucion en agar / difusion en disco CLA n=9

Difusion en disco NO
Dilucion en agar
SI 4
NO
Indice de Kappa=0,047
Tabla 9. Dilucion en agar / difusion en disco LEV n=9
Difusion en disco NO
Dilucioén en agar
SI 5
NO 0

Indice de Kappa= 0,000
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Relacién de la deteccion de la concentracion
minima inhibitoria entre e-test y dilucién en
agar: Para claritromicina se present6 un 25
% de las muestras con un CMI entre un ran-
go de 1-32 pg/mL y el 75 % con CMI > 32
ng/mL mediante la prueba E-test, mientras
que para dilucién en agar el 90 % con CMI
de 1-32 pg/mLy soloun 10 % >32 pg/mL.

En el caso de levofloxacina con la prueba de
E-test no se presentaron muestras con CMI
entre 1-32 pg/mL, y el 100 % con CMI >32
pug/mL, todo lo contrario se obtuvo para el
método dilucion en agar presentando un 100
% de las muestras con CMI 1-32 pg/mL y
ningun caso > 32 pg/mL.

Tabla 10. Concentraciéon minima inhibitoria de los antimicrobianos por método de E-test y
Dilucion en agar

Porcentaje y nimero de aislamientos resistentes

CMTI’s pg/
CLA LEV
mL
E-test Dilucién en Agar E-test Dilucién en Agar
1-32 100 % (12/12)
25 % (2/8) 0 % (0/12)
90 % (9/10)
>32 75 % (6/8) 10 % (1/10) 100 % (12/12) 0 % (0/12)
Discusion

La deteccion de H. pylori no es una tarea
facil, esto se debe principalmente a la com-
plejidad para acceder a su nicho ecologico
y a la naturaleza fragil de la bacteria por lo
cual su deteccion ha sido un tema de gran
interés desde el descubrimiento de la bac-
teria en 1.982 (21), de las muchas pruebas
de diagnostico disponibles para la deteccion
de la infeccion por H. pylori existen ciertas
ventajas y desventajas para cada una de ellas
(23). Sus desventajas y complejidad hacen
atn mas dificil el procedimiento de llevar a
cabo el desarrollo de las pruebas. A pesar de
que el CLSI estandarizo y aprobd el método
de dilucion en agar como método de refe-
rencia como prueba de susceptibilidad de H.
pylori, este no es adecuado para las pruebas
individuales de cepas Unicas en la practica
diaria debido a lo complejo de la prepara-
cion del material y los costos (9).

La prueba E-test es menos laboriosa y es
mas facil de realizar que el método de dilu-
cion en agar, inicialmente se ha demostra-
do una excelente correlacion entre estos dos
métodos para la mayoria de los antibidticos
y en la mayoria de estudios (2, 9,16). Exis-
ten algunas discrepancias entre el método de
dilucion en agar y E-test para la deteccion
de la resistencia como se pudo observar en
este estudio. Esa falta de reproducibilidad en
ambos métodos y en el mismo laboratorio
podria explicarse por la presencia de infec-
ciones mixtas con aislamientos susceptibles
y resistentes, fenomeno que ha sido descrito
en el 10 % de los casos de los paises desa-
rrollados (16).

Algunos estudios consideran el método de
difusion en disco como un método confiable
y de bajo costo para la determinacion de lare-
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sistencia antimicrobiana de H. pylori a CLA
y para LEV, pero otros no lo recomiendan
debido a su alto porcentaje de error (16,21).
Especialmente este método no se recomien-
da para especies bacterianas que crecen len-
tamente, por lo cual es considerado el E-test
como el mejor y mas simple método para la
evaluacion de susceptibilidad antibiotica de
rutina para H. pylori, a pesar de que su costo
es mas elevado en comparacion a las a la di-
fusion en disco, pero menor que la dilucion
en agar cuando se hace de manera individual
(16). Sin embargo, combinaciones de mas de
una prueba por lo general dan el diagnostico
bastante satisfactorio (23).

Glupczynsky et al., en un estudio evalu6 la
correlacion entre los resultados de las prue-
bas por dilucién en agar y los métodos de
prueba E-test, para 12 agentes antimicrobia-
nos, 86 % de los resultados estaban dentro
de la dilucion 1 log2 y el 99.5 % estaban
dentro de la dilucion 2 log2 (1). Piccolomini
et al., determinaron la correlacion de la prue-
ba de E-test y dilucion en agar para claritro-
micina la cual fue de 94,1 %. Van Horn et
al., compararon la prueba E-test y el método
de dilucion de agar para evaluar las activida-
des de 5 agentes antimicrobianos contra H.
pylori, encontrando una correlacion del 86
%. Cederbrant et al., determind las suscep-
tibilidades de 20 aislamientos de H. pylori
a seis agentes antimicrobianos, encontraron
que el 81 % de las CMI determinadas por la
prueba E-test se encontraban dentro de una
dilucion doble y el 93 % estaban dentro de
dos diluciones dobles de las determinadas
por el método de dilucion del agar (2).

Glupczynsky et al., nuevamente realizo una
validacion de la prueba E-test en compara-
cion con la dilucion de agar para probar la
susceptibilidad de los aislamientos de H.
pylori y estandarizarlas en cuanto a las con-

diciones ambientales. En general, se encon-
traron que la variabilidad inter e intralabora-
torio de los resultados de la dilucion de agar
fue para la claritromicina. Se encontrd una
estrecha correlacion entre los dos métodos
para claritromicina, el porcentaje de corre-
lacion entre dilucion en agar y E-test fue de
85,0 % para una dilucién 1 log2 mientras
que para la dilucion 2 log2 la correlacion fue
del 97,5 % (9).

Ogata et al, en un estudio evalu6 la confia-
bilidad de la prueba E-test y la difusion en
disco comparando con el método de dilucion
en agar para evaluar la susceptibilidad anti-
microbiana de H. pylori. La claritromicina
presentd una tasa de resistencia del 19,5 %
mediante el método de dilucion en agar y
mediante la prueba E-test fue del 20,8 %,
mientras que para difusion en disco mostrd
una resistencia del 38.9 %. Al evaluar el des-
acuerdo de la prueba E-test, la claritromicina
present6 un resultado intermedio por la dilu-
cion en agar que fue resistente por la prueba
E-test (1.3 %) pero la correlacion fue mode-
rada (r=0.6369, p <0.0001) y la discrepancia
con la difusién en disco ocurrio en 11.7 %, 9
las cepas fueron susceptibles por dilucion en
agar y resistentes por difusion en disco, pero
la correlacion fue moderada (r = -0.5656, p
<0.0001). Estos resultados muestran que, a
pesar del buen acuerdo para discriminar ais-
lamientos susceptibles y resistentes, la CMI
puede presentar un amplio rango entre los
diferentes métodos (22). Fathi et al., evalu6
la correlacion entre la prueba de E-test y la
difusion en disco, halldé una alta tasa de re-
sistencia a la claritromicina, del 100 % por el
método de difusion del disco, sin embargo,
solo el 50 % se confirmaron resistentes a la
claritromicina mediante la prueba E-test (4).

La falta de concordancia entre los métodos
y el gold estandar podria explicarse por el
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pequefio numero de muestras, para lo que
se debe repetir en todos los aislamientos las
tres pruebas y en el caso del “Gold estandar”
por duplicado. La combinacion de dos mé-
todos arroja resultados mas confiables, por
lo que se puede sugerir que en estudios con
E-test se confirmen al azar en un nimero pe-
quefio de aislamientos R y S el resultado con
el “Gold estandar” u otro método de detec-
cion.

En todo el mundo, la resistencia a los antimi-
crobianos de H. pylori es alta, y parece estar
aumentando para al menos dos agentes, cla-
ritromicina y levofloxacina (15). Cualquier
terapia de erradicacion de un agente infec-
cioso se basa en gran medida en los resulta-
dos de las pruebas de susceptibilidad, por lo
tanto, teniendo en cuenta la creciente tasa de
resistencia en muchos paises, el monitoreo
de la susceptibilidad de H. pylori a los anti-
bioticos parece ser necesario para elegir una
terapia eficaz para erradicar las infecciones
y para optimizar el régimen en caso de un
fracaso del tratamiento (16-19). Las varia-
ciones en las tasas de resistencia entre y/o
dentro de los paises probablemente se pue-
dan atribuir a las diferencias en los patrones
de prescripcion de antibidticos locales y su
uso en la comunidad (9). Por otro lado, la co-
rrelacion entre la frecuencia de prescripcion
de los antimicrobianos y la aparicion del au-
mento de la tasa de resistencia de las cepas
de H. pylori esta ahora ampliamente docu-
mentada. Esta consideracion subraya que la
colonizacién prolongada del microorganis-
mo favorece la seleccion de cepas capaces
de sobrevivir al uso de antibidticos durante
la vida del huésped (3). En la mayoria de
las regiones, incluidas las regiones desarro-
lladas, hay pocos laboratorios que tienen la
capacidad de realizar cultivos y pruebas de
susceptibilidad de aislados de H. pylori; por
lo tanto, la informacion necesaria para selec-

cionar los mejores agentes para usar en base
a las pruebas de sensibilidad a menudo no
esta disponible (24,25), en consecuencia, es
necesario hacer uso de los datos de estudios
epidemioldgicos sobre tasas de resistencia.

Conclusiones

e No se observo concordancia con ninguno
de los métodos realizados comparados
con el Gold standard, excepto entre los
métodos de difusion (E-test y difusion
en disco). Esa concordancia entre E-test
y difusion en disco, podria atribuirse al
total del nimero de muestras procesa-
das. Para este caso, se pudieron analizar
30 muestras tanto para LEV como para
CLA, mientras que para dilucién en agar
solo fueron 12 para CLA y 15 para LEV.

e Se presentaron diferentes concentracio-
nes minimas inhibitorias en los aisla-
mientos resistentes para LEV y CLA en
las pruebas de E-test y dilucion en agar.

e La combinacion de dos métodos arroja
resultados mas confiables en las tasas de
resistencia, y de esta manera no se sub-
estima la resistencia.

Investigaciones futuras

e Realizar el proceso de curacion del ban-
co de aislamientos de H. pylori y al mis-
mo tiempo corroborar los datos obteni-
dos entre la concordancia del perfil de
susceptibilidad entre E-test y dilucion en
agar por duplicado en todos los antibi6-
ticos evaluados para evitar subestimar la
tasa de resistencia.

e Comparar mediante analisis moleculares
los resultados obtenidos por métodos fe-
notipicos y evaluar la concordancia, ade-
mas de poder determinar que mutaciones
en H. pylori estan involucradas en la re-
sistencia a claritromicina, levofloxacina
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y otros antimicrobianos como metroni-
dazol y rifampicina en estas muestras,
para comparar con los estudios previos
del grupo de investigacion.
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CAPITULO VI

Efecto del campo magnético sobre el crecimiento

microbiano
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PRESENTACION

El cultivo de Helicobacter pylori es funda-
mental para el desarrollo de nuevas investi-
gaciones, por tanto, diferentes laboratoris-
tas han buscado nuevas alternativas para
potenciar su crecimiento in vitro, ya que H.
pylori se clasifica por ser un microorganismo
“fastidioso” en su crecimiento. Una alterna-
tiva postulada es acelerar su crecimiento a
través de influencias externas, como lo es
con el Campo Magnético, el cual ya se ha
demostrado que posee efectos inhibitorios
y estimulantes, siendo este ultimo el factor
buscado, de tal manera que, al exponerlo
a diferentes densidades y tiempos, estable-
cer la mejor densidad del flujo del Campo
magnético para alcanzar el objetivo y lograr
mejores resultados con respecto a su creci-
miento.

La ciencia cada vez avanza mas y consigo,
nuevas investigaciones, una de éstas no muy
conocida, pero si muy antigua es el campo
magnético en un uso bioldgico. El descu-
brimiento del campo magnético como tal se

ubica en plena edad de hierro, definida como
la fuerza ejercida a un objeto provocado por
un flujo de electricidad, es decir, por el mo-
vimiento de cargas eléctricas, pero a medida
que paso el tiempo se involucraron nuevos
investigadores y ya en la Edad Media el CM
era usado para alivio del dolor, mejoria en la
salud y que detenia los procesos de enveje-
cimientos, entre otras (1) y fueron éstos los
pilares para indagar mucho mas (2).

Varias han sido las ciencias a parte de la fisi-
ca que se han fijado en el CM, entre éstas es
la microbiologia, la cual a causa de la exis-
tencia de tantas bacterias resistentes a me-
dicamentos se vio a la necesidad de buscar
una nueva alternativa para la eliminacion de
patogenos y fue donde gracias a esto, se des-
cubrié que el CM influye en el crecimiento
microbiano con efectos “no observables, in-
hibitorias y estimulantes” (3)Listeria sp. (2.

Existen 2 tipos de CM que han sido probados
en microorganismos, el oscilatorio y el esta-
tico, los cuales difieren en el flujo de cargas,
puesto que éste segundo tipo (estatico) posee

1 Docente investigador. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Grupo de investigacion MI-
CROBIOTEC. Universidad Libre Pereira. Integrante Grupo de investigacion GRIENI — UTP.

2 Exintegrante del semillero OBVIO MICROBIO. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Gru-
po de investigacion MICROBIOTEC. Universidad Libre Pereira.

3 Docente. Grupo de investigacion en campos electromagnéticos, medioambiente y salud publica. Universidad de
Caldas.

4 Docente. Universidad Tecnologica de Pereira.
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un flujo constante, por tanto, ambos han sido
evaluados y el CM estatico posee un mejor
efecto en los microorganismos ya que sus in-
tensidades nunca variaran (4).

Los efectos producidos dependen de su den-
sidad, frecuencia y del tiempo de exposicion,
en especial la intensidad, donde ésta magni-
tud es medida en Teslas(T) o en Gauss (G).
Su importancia esta en que a muy alta inten-
sidad puede inhibir el crecimiento microbia-
no (3)Listeria sp. (2).

El crecimiento microbiano es el estudio mas
importante que posee la microbiologia, la
cual ha descrito que este crecimiento posee
unas etapas: latencia, exponencial, estacio-
naria y de muerte. E1 CM afecta en la segun-
da etapa, donde el crecimiento es logaritmi-
co, el cual lo puede afectar positivamente,
alargando esta etapa y disminuyendo la fase
estacionaria o negativamente, influyendo
mas rapidamente a la fase de muerte (3)Lis-
teria sp. (2.

Este magnetismo ha sido probado tanto en
medio de cultivo liquido como también s6-
lido, alterando el ambiente de cada microor-
ganismo, pero muchos de éstos poseen la
capacidad de adaptarse al medio para su su-
pervivencia donde se comienzan a presentar
cambios metabolicos, ya que tales microor-
ganismos inician a acelerar su propia pro-
duccion de enzimas y ATP. El CM tiene tal
efecto en ellos a causa de sus membranas
anisotropicas la cual es la responsable de las
principales funciones del transporte de las
membranas (5). La inhibicién se da a altas
intensidades ya que modifican el transpor-
te de iones debido a que cambia la veloci-
dad de reproduccion celular, la variacion del
metabolismo lo que ocasiona en el medio de
cultivo aumento del pH a basico, afectando
el crecimiento y con ello, la desintegracion

de la pared celular, produciendo liberacion
del material interno porque se modifica la es-
tructura de la membrana formando poros que
permiten la salida del mismo (6).

Por otro lado la estimulacion se da en inten-
sidades extremadamente bajas medidas en
militeslas (mT) lo cual provoca cambios en
la orientacion y direccion de la migracion y
en la estructura de biomoléculas, en la sin-
tesis de ADN provocando aumento en ella,
cambios en las biomembranas, donde en la
biomembrana plasmatica altera el flujo de
iones (7). Se sabe que la fase exponencial se
da en presencia de nutrientes, por tal moti-
vo para que la tasa de estimulacion sea mas
efectiva debe haber presencia de fuente de
carbono, ya que el CM incrementa la entrada
de azlcares por la membrana y asi aceleran-
do sus rutas metabdlicas (6).

Al acelerar tales procesos por ende se acele-
ran otros factores que poseen los microorga-
nismos, como la produccion de biomasa la
cual es el peso anhidrido que producen, ya
sea organico o inorganico, tal produccion
depende de la composicion y balance de las
fuentes de nutrientes (8), y en éste caso, de
la intensidad del campo magnético, pues éste
también influye en la naturaleza de los nu-
trientes, de su medio de cultivo puesto que
puede activar las particulas coloidales de
éste, lo cual remueve parte de Ca unida a los
fosfolipidos, provocando mayor permeabili-
dad de la membrana plasmatica de los mi-
croorganismos (9)

Han sido varias las teorias que han respal-
dado tales efectos de los CM en los mi-
croorganismos, ya que aun no se comprende
completamente las consecuencias bioquimi-
cas de tal efecto, pero todos coinciden que
la membrana plasmatica es el eje principal
para sus efectos y que la “resonancia del ci-
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clotron” es uno de los responsables de las
alteraciones producidas por el magnetismo,
puesto que provoca la aceleracion de parti-
culas cargadas (9)
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Resumen. Helicobacter pylori es un bacilo
Gram negativo capaz de colonizar el esto-
mago humano; mas del 50 % de la poblacion
mundial esta infectada. Helicobacter pylori
tiene un crecimiento lento y es complicado
de cultivar debido a que requiere condicio-
nes de microaerofilia y medios complejos y
enriquecidos para su crecimiento. La utili-
dad e importancia del cultivo para H. pylori
estd relacionada con poder conocer sus ca-
racteristicas de crecimiento, su diversidad
genética, su epidemiologia y la posibilidad
de determinar la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos comunmente utilizados en
el tratamiento, de alli surge la necesidad de
buscar variables entre ellas las fisicas como
el campo magnético para favorecer su creci-
miento. Por lo tanto, el objetivo del proyecto
fue evaluar la influencia del campo magné-
tico sobre el crecimiento de Helicobacter
pylori, para esto se utilizo la siembra segiin
Mossel para medir el indice de crecimiento
absoluto (ICA) del microorganismo bajo la
influencia del campo magnético. Ademas,

se compararon tres medios de cultivo dife-
rentes y dos densidades magnéticas sobre el
crecimiento de Helicobacter pylori. Conclu-
yendo que este tiene un efecto positivo so-
bre la productividad de Helicobacter pylori
in vitro observando el aumento del ICA, sin
embargo, no se podria asegurar cual es el
efecto del campo magnético para aumentar
esta productividad.

Palabras claves. Helicobacter pylori, Me-
dios de cultivo, Eficiencia, Terapia de campo
magnético, Imanes

Abstract. Helicobacter pylori is a
Gram-negative bacillus, capable of colonize
human stomach; More than 50 % of world
wild population its infected. H. pylori has a
slow growth and culturing its difficult cause
it requires microaerophilia and complex cul-
ture mediums. The utility of H. pylori cultur-
ing is to know all its growth characteristics,
genetic diversity, epidemiology and the pos-
sibility of knowing the antibiotics resistance
rate of the bacteria, considering those things
some physical variable as magnetic field
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appear like and alternative for stimulate its
growth. Therefore, the propose of this re-
search was to evaluate the influence of mag-
netic field on the growth of H. pylori, for
that we use Mossel sowing for measure the
absolute growth rate (ICA) of the bacteria
under the influence of magnetic field. Also,
we compared three different culture media
and two magnetic densities over the growth
of H. pylori. We conclude that magnetic field
have a positive effect over the productivity
of H. pylori in-vitro note from the increase
of ICA, however, it cannot be said which is
the effect of the magnetic field to increase
the productivity.

Key Word. Helicobacter pylori, Culture
Media, Efficiency, Magnetic field therapy,
Magnets

Introduccion

Helicobacter pylori tiene un crecimiento
lento y es complicado de cultivar debido a
que requiere condiciones de microaerofilia
y medios complejos, enriquecidos para su
crecimiento. No se ha logrado obtener la
formulacion de un medio econdémico y de
alta productividad para H. pylori (1). La uti-
lidad e importancia del cultivo para H. pylori
estd relacionada con poder conocer sus ca-
racteristicas de crecimiento, su diversidad
genética, su epidemiologia y la posibilidad
de determinar la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos comunmente utilizados en
el tratamiento. También el cultivo de Helico-
bacter pylori es fundamental para la recupe-
racion y mantenimiento de bancos de cepas
para investigaciones futuras.

El campo magnético ha mostrado ser capaz
de aumentar la biomasa en cultivos de mi-
croalgas (2), la mayoria de estudios se han
enfocado en organismos eucariotas como las
microalgas y en algunos casos células huma-

nas (3)Es claro que las células tienen meca-
nismos de magneto recepcion (4), razoén por
la cual todos los campos magnéticos afectan
directamente todo tipo de células (5)Existen
dos tipos de campos magnéticos, el estatico
y el pulsado u oscilatorio, en la busqueda del
mejor tipo para las terapias en microorga-
nismo se han probado estos dos en diversos
tiempos e intensidades, encontrando que es-
tos pueden tener efectos positivos y negati-
vos sobre el crecimiento microbiano (6,7)

La aplicacion del campo magnético en mi-
croorganismos ha sido utilizada con dife-
rentes propositos, siendo el aumento de
biomasa y la incentivacién de generacion
de productos los mas estudiados (8)Sin em-
bargo, estudios emergentes han demostrado
un efecto importante sobre los procesos de
biorremediacion propiciados por microorga-
nismos (9,10).

A partir de lo anterior se considera si exis-
te una combinacion de variables quimicas,
como los medios de cultivo utilizados en una
investigacion previa, y fisicas, como el cam-
po magnético, para encontrar una que logre
aumentar la productividad de los medios de
cultivo y asi facilitar el estudio de la bacteria
in-vitro.

De esta manera se pretende evaluar la pro-
ductividad de los diferentes medios de cul-
tivo utilizados en la investigacion de recu-
peracion del banco de aislamientos de la
UTP, y el efecto del campo magnético sobre
la productividad de los mismos medios de
cultivo, para determinar si el campo magné-
tico influye en la promocion del crecimiento
de Helicobacter pylori y comparar dos den-
sidades magnéticas sobre el crecimiento de
Helicobacter pylori.
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Materiales y métodos

Se trabajo con las cepas NCTC 11637 y NCTC 12908 las cuales hace parte del banco de

cepas y aislamientos de H. pylori.

e Preparacion de los medios de cultivo

En la tabla 1 se describen los medios de cultivo utilizados.

Tabla 1. Medios de cultivo A, By C

A B

C

Agar Triptacasa Soya (ATS)

Agar Triptacasa Soya (ATS)

Agar Triptacasa Soya (ATS)

Sangre de cordero Completa 0,7
%

Sangre de cordero lisada 10 %

Suero fetal bovino 5 %

Suero fetal Bovino 5 %

IsoVitaleX 0,5 %

IsoVitaleX 0,5 %

Extracto de levadura 0,25 %

Extracto de levadura 0,25 %

Vancomicina 10mg/L Vancomicina 10mg/L DENT
Anfotericina B 5 mg/L Anfotericina B S5Smg/L cloruro  de  2,3,5-trifeniltetrazolio
40mg/L

Bacitracina 1,07mg/L

Trimetoprim Smg/L

Polimixina B 0,33mg/L

Caracteristicas Agar TSA: Digerido pancrea-
tico de caseina 14.5g, digerido papaico de
harina de soja 5.0g, cloruro sodico 5.0g, agar
14.0g y factores de crecimiento 1.5g. (BD)

) Condiciones de Incubacion:

e Siembra:

Los medios de cultivo fueron incubados a
37°C durante 7 dias en condiciones de mi-
croacrofilia con el sistema comercial de so-
bres CampyGen Thermo scientific (atmosfe-
ra de O,de 6.2-13.2 % y de CO2 de 2.5-9.5
%)

Tabla 2. Materiales usados para siembra

Asas estériles

embalo en bolsas plagticas con 2 sobres de

Micropipeta

microaerofilia para generar las condiciones

adecuadas:

Puntas amarillas 10
Inéculos del cepario Pruebad .40 1 . . (

Para la siembra se tomaron 100 microlitros
del inoculo en los 3 diferentes medios y se
extendi6 en siembra masiva por toda la caja,
posterior a esto se rotulaban las 3 cajas y se

ductividad) de tres diferentes medios de
cultivo y efecto del campo magnético so-
bre el crecimiento de Helicobacter pylori:

e Confirmacion por pruebas bio-
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quimicas: Se le realizo a las cajas
que presentaban crecimiento las
pruebas bioquimicas para confirmar
la presencia de Helicobacter pylori,
las cuales son coloracion de Gram,
catalasa a partir de medio C, Ureasa
y Oxidasa las cajas que pasaron las
pruebas bioquimicas se le realizaron
patron de McFarland 3 para realizar
siembra segiin Mossel en medios
con y sin antibioticos.

Tincion de Gram: Se tomé una 14-
mina y se le adiciono una gota de so-
lucidn salina estéril luego con un asa
se tomo una porcion del crecimiento
y se le adiciono a la solucion sali-
na, se fijo al mechero y se deja secar
bien, posterior a esto se tomaron los
reactivos cristal violeta, lugol, ace-
tona y fucsina en una proporcion de
una gota durante Iminuto el cristal
violeta, lugol, fucsina y durante 10
segundos la acetona, se dejo secar y
se observa al microscopio.

Catalasa: Se tomo una lamina y se
le agregaron 2 gotas de perdxido

de hidrogeno y con un asa estéril se
toma una porcion del inoculo y se
pone en el peroxido de hidrogeno si
se producen burbujas en este es po-
sitivo si no se presentan es negativo
el resultado.

Ureasa: Se prepar6 10 mL de una
solucion urea teniendo en cuenta la
preparacion para 1L: 0.1gr de extrac-

to de levadura, 9.1 gr de di-hidrogeno
fosfato potasico, 9.5 gr de hidroge-
no fosfato sodico, 20 gr de urea. Se
tomo un tubo de Eppendorf'y se agre-
ga la ureasa previamente preparada,
luego se toma con un asa estéril de
punta redonda parte del inoculo y si
la ureasa vira su color de trasparente
a fucsia es positivo si no lo hace es
negativo su resultado.

Oxidasa: Se tomo los medios y se les
coloca una tirilla indicadora si esta
cambia su coloracion es positivo si
no lo hace es negativo su resultado.

Siembra segin Mossel + Tratamiento con
Campo Magnético:

Patron de McFarland: Se tomaron
tubos con 4ml de caldo BHI esteri-
lizado previamente y se toma con un
asa de punta redonda estéril parte del
inoculo y se va adicionando al caldo
fijandose que toma la misma turbidez
a la muestra comercial.

Siembra de medios: se prepararon
los medios A, B y C y se inoculo por
medio de estrias para la determina-
cion del ICA.

Resultados y discusion
En la figura 1 se observa el crecimiento del
microorganismo en los tres medios de cul-

tivo. Las UFC compatibles con H. pylori

se confirmaron con coloracion de GRAM y

Prueba de ureasa positiva, como se observa

en la figura 2.
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Medio A Foto laboratorio de
microbiologia U.Libre, 2016.

Medio B Fotolaboratorio de
microbiologia U.Libre, 2017.

Medio C Foto laboratorio de
microbiologia U.Libre, 2016.

Figura 1. Evaluacion y recuperacion de los tres medios de cultivo incubados a 37°C por 7
dias en condiciones de microaerofilia.
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Figura 2. Pruebas Confirmatorias. A: Pruebas de ureasa. B: Tincién de Gram.
En la tincion de Gram se observa bacilos curvados caracteristicos de H.pylori.
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Prueba de promocion de crecimiento (productividad) de tres diferentes medios de cul-
tivo y efecto del campo magnético sobre el crecimiento de Helicobacter pylori:
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Figura 3. Distribucion de la densidad de flujo magnético en imanes toroidales

Distribucién de la densidad de fluyjo magné- cultivo expuestos a campo magnético. Infe-
tico en imanes toroidales [1]. Los recuadros rior (D1) y superior (D2).
representan las posiciones de los medios de
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Figura 4. Direccion del flujo del campo magnético
La figura muestra la distribucion de la den-  (D2). Es un acercamiento de la figura ante-
sidad de flujo magnético dentro de los vo-  rior, para mostrar tanto la direccion del cam-

lumenes expuestos; inferior (D1) y superior  po magnético como su magnitud ().
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La siguiente tabla muestra las dosis que se
aplicaron dependiendo de la altura a la cual
se posicionaron las muestras. Las dosis uti-
lizadas no se pueden representar solo con un
valor debido a que espacialmente el campo

magnético presenta una gran variacion, y
para un reporte experimental correcto se de-
ben de especificar todas sus caracteristicas
en cada uno de los volimenes de exposicion.

Tabla 3. Dosis del campo magnético

(mT) (mT) (mT)
D1 40,45 20,67 5,92 91,23 85,31
D2 18,49 8,02 1,49 36,69 35,20

oromedio: Promedio de la densidad de flujo
magnético resultante en el volumen especi-
ficado.

o0, Desviacion estandar de los de los valores
de densidad de flujo magnético resultante.

B B Valor minimo y maximo de la
min, _max:

densidad de flujo magnético resultante en
el volumen especificado.

AB__ Variacion méaxima de la densidad de
flujo magnético para cada una de los volu-

mencs.

Tabla 4. Se observan los ICAs segin densidad magnética, medio de cultivo y cepa de refe-

rencia.

TRATAMIENTO CEPA MEDIO DENSIDAD ICA
T1 NCTC 11637 A D1 1,0
T2 NCTC 12908 A D1 4,0
T3 NCTC 11637 B D1 1,0
T4 NCTC 12908 B D1 5,0
T5 NCTC 11637 C D1 0,2
T6 NCTC 12908 C D1 0,6
T7 NCTC 11637 A D2 4,0
T8 NCTC 12908 A D2 1,2
T9 NCTC 11637 B D2 4,0
T10 NCTC 12908 B D2 1,6
T11 NCTC 11637 C D2 5,0
T12 NCTC 12908 C D2 0,2
TO01 NCTC 11637 A Control 1,8
TO03 NCTC 11637 B Control 1,8
T05 NCTC 11637 C Control 2,0
TO7 NCTC 12908 A Control 2,2
T09 NCTC 12908 B Control 1,6

TO11 NCTC 12908 C Control 1,0

Se tuvieron un total de dieciocho muestras en las cuales doce fueron tratadas con campo
magnético (T1-T2-T3-T4-T5-T6-T7-T8-T9-T10-T11-T12) de estas doce muestras las pri-
meras seis de ellas que estaban mas cerca al iman recibian una densidad de 12mT estas
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fueron marcadas con D1 y las seis siguientes
se colocaron encima de las seis anteriormen-
te mencionadas recibian una densidad de
30mT estas fueron marcadas con D2 y seis
de ellas fueron incubadas sin tratamiento
como controles negativos (TO1-T03-TOS5-
T07-T09-TO11).

De estas doce muestras tratadas con densida-
des de flujo magnético se pudo observar que
cinco de ellas es decir el 41,666 % presenta-
ron un ICA superior a la contra muestra no
tratada con CM.

Lo que evidencia la tabla es que, si se presen-
to6 un efecto positivo y que segun los efectos
investigados previamente sobre el campo
magnético que a diferentes intensidades pue-
de ser estimulante provocando cambios en la
orientacion y direccion de la migracion y en
la estructura de biomoléculas, en la sintesis
de ADN provocando aumento en ella, cam-
bios en las biomembranas, alterando el flu-
jo de iones como lo demuestra Hernandez,
S et al (11) , ademas, especificamente para
H.pylori también pudo haber modificacion a
nivel genético, afectando el gen que expresa
su forma coccoide, aumentando por tanto la
expresion viable como lo demostré Poursi-
na, F etal (12)H. pylorirequires a stringent
response which, encoded by the spoT gene,
has a bifunctional enzyme possessing both
(p. Para que la tasa de estimulacion sea mas
efectiva debe haber presencia de fuente de
carbono, ya que el CM incrementa la entrada
de aztcares por la membrana y asi aceleran-
do sus rutas metabolicas segiin la cantidad
de tiempo y de densidad usada, lo cual fue
comprobado por Zapata, J et al (13)

Se observa que en el tratamiento utilizado
D1 la cepa 12908 presento mejor producti-
vidad independiente del medio usado y en el
tratamiento utilizado D2 la cepa 11637 pre-

sento mejor productividad independiente del
medio usado.

CONCLUSIONES

e Se puede concluir que el campo mag-
nético tiene un efecto positivo sobre
el crecimiento de Helicobacter pylo-
ri observando el aumento del ICA,
pero no se podria asegurar si tuvo un
efecto negativo o neutro ya que no
se le realizo pruebas especializadas
para esta identificacion.

e De doce muestras, se observd que
cinco de ellas presentaron un efec-
to positivo sobre el indice de creci-
miento absoluto (ICA) cuando fue-
ron sometidas a los tratamientos con
campo magnético.

e Observando los resultados se podria
concluir que la cepa 11637 presenta
una mejor sensibilidad ante el trata-
miento con campo magnético, pero
se debe realizar confirmacion de esto
con un numero mas representativo
de muestras y/o realizando muestreo
por triplicado.

Investigaciones futuras

e Realizar el experimento a una esca-
la superior en la cual se tenga pre-
supuesto propio para poder realizar
las pruebas necesarias para identifi-
cacion de las variaciones y realizar
prueba por triplicado para realizar el
analisis estadistico.

e Probar un medio no tan enriqueci-
do por lo tanto mas econémico que
influenciado positivamente por las
densidades de flujo magnético sea
igual o mas productivo que los utili-
zados en el presente trabajo.

e Realizar la recuperacion del banco
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de cepas que ayudado con la influen-
cia de las densidades de flujo magné-
tico tenga una recuperacion superior
al 80 %.
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CAPITULO VII
El agua como ruta de transmision de Helicobacter pylori

Adalucy Alvarez-Aldana', Fernando Rafael Siller-Lopez!, Valeria Ceballos Toro?,
Maria Del Mar Alvarez Quintero?, Fabiana M Lora Suarez’, Maria Alejandra Calle?,
Valentina Giraldo?.

Presentacion: Muchos estudios han demos-
trado la presencia de Helicobacter pylori en
diversas fuentes de agua; por lo que el agua
como ruta de transmision de la bacteria ha
sido aceptada. Sin embargo, H. pylori es un
microorganismo exigente en su cultivo, mas
aun cuando se pretende aislar de un ambien-
te diferente a su habitat gastrico y se anade
que en el agua adopta su forma viable no
cultivable (VBNC) se convierte en un traba-
jo casi imposible el poder aislarla y culti-
varla por los métodos tradicionales. Dada
esta situacion, se hace necesario el uso de
metodologias moleculares para lograr su
deteccion en el agua; ademas, la cantidad
en la que puede estar presente H. pylori en
agua se desconoce y este tipo de métodos
permiten la deteccion de cantidades mini-
mas de la bacteria.

Helicobacter pylori es una bacteria que in-
fecta el epitelio géastrico de mas de la mitad
de la poblacion humana y se asocia a enfer-
medades como dispepsia, gastritis cronica,
ulcera péptica, linfoma géstrico tipo MALT,
y cancer gastrico. Las rutas de transmision
de H. pylori aln son poco conocidas pero
las mas aceptadas son las vias iatrogénica,
fecal-oral, gastro-oral y oral-oral; aunque

también se ha descrito que la bacteria puede
ser transmitida a través de algunos alimentos,
animales y agua (1).

Ruta iatrogénica: La transmision iatrogéni-
ca constituye una ruta por la cual personas
pueden ser infectadas por medio de elemen-
tos que han estado en contacto con heces,
secreciones orales y jugos gastricos conta-
minados por H. pylori (2). Esta ruta se ve
protagonizada principalmente por material
médico utilizado en la deteccion del patoge-
no, como es el caso de los endoscopios, los
cuales son puestos en contacto con la mu-
cosa gastrica de una persona infectada para
luego ser utilizado con otra (3).

Ruta fecal-oral: Esta ruta de transmision
hace referencia a las enfermedades adqui-
ridas cuando las particulas fecales de un
hospedero se introducen en la boca de un
huésped, las principales causan son agua
contaminada con heces y no tratada antes de
consumir, alcantarillado deficiente, los ali-
mentos manipulados con heces, o cualquier
objeto que haya estado en contacto con es-
tas. La evidencia acerca de la transmision
del patdgeno por esta ruta se encuentra basa-
da en estudio realizados donde se ha podido

1 Docente investigador. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Grupo de investigaciéon MI-
CROBIOTEC. Universidad Libre Pereira. Integrante Grupo de investigacion GRIENI — UTP.

2 Exintegrante del semillero OBVIO MICROBIO. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Gru-
po de investigacion MICROBIOTEC. Universidad Libre Pereira.

3 Docente. Grupo de investigacion GEPAMOL. Universidad del Quindio.
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cultivar H. pylori de heces humanas. Esta ha
sido aislada a partir de heces de nifios, en
adultos su deteccion es menos frecuente (2).

Ruta gastro-oral: Esta ruta hace referen-
cia a la incidencia de H. pylori en los jugos
gastricos, los cuales por medio del vomito
tienen contacto con otras personas las cua-
les pueden infectarse. Existen altas tasas de
infeccion en nifios, entre los cuales los vo-
mitos y el reflujo gastro-esofagico son co-
munes y mas frecuentes que en los adultos,
ademads del contacto con otros objetos que
son llevados a la boca (4). Esta es una ruta
no posee mucha relevancia en comparacion
de las fecal- oral y oral- oral, sin embargo, el
aislamiento de la bacteria en el jugo géstrico
y vomito de personas infectadas, hace que
la ruta gastro- oral sea una fuente posible de
transmision de H. pylori (5)

Ruta oral-oral: Muchos cientificos tienen
la hipétesis de que la ruta oral-oral de trans-
mision de H. pylori es la mas probable, so-
bre todo en los paises desarrollados. Esta se
da a través del contacto con saliva infecta-
da por el patdégeno, se encuentra presencia
de H. pylori en lesiones de la cavidad oral
y en la placa dental. Esta transmision se lo-
gra a través de contacto intimo, al compartir
alimentos y utensilios contaminados y
contacto con la placa dental, la cual es un
importante reservorio, perpetuando el ciclo
infeccioso de la bacteria (6)

Hace algunos afos pocas investigaciones
implicaban el agua como vehiculo de trans-
mision de H. pylori, pero hoy en dia hay
suficiente evidencia de la presencia de esta
bacteria en el agua a nivel mundial, por lo
que se puede implicar al agua tratada y no
tratada como posible vehiculo de transmi-
sion (7).

La hipotesis de que el agua es una via de
transmision de H. pylori esta respaldada por
dos tipos de estudios; los epidemioldgicos
que han demostrado una mayor prevalencia
de la infeccion en paises en via de desarrollo
que padecen problemas relacionados con la
distribucion sanitaria del agua a la poblacion
y los estudios que han detectado o aislado H.
pylori de diversas fuentes de agua. Por este
motivo, son varios los estudios que se han
centrado en determinar el potencial del agua
como fuente de transmision de H. pyloriy su
capacidad de producir la infeccion clinica.

MECANISMOS DE SUPERVIVENCIA
EN ELAGUA:

Forma viable no cultivable: Muchas espe-
cies de bacterias entran en el estado viable no
cultivable (VBNC) cuando estan expuestas
a condiciones estresantes como inanicion,
bajas temperaturas y en general condiciones
ambientales desfavorables, siendo esta una
estrategia de adaptacion para la superviven-
cia a largo plazo. A diferencia de las célu-
las normales que son cultivables en medios
adecuados y se convierten en colonias, las
células VBNC son células a pesar de estar
vivas que pierden su capacidad de crecer en
medios de cultivo en los que normalmente
crecen. A pesar de esto, las células VBNC
no se consideran células muertas debido a
que tienen su membrana intacta que contiene
la informacion genética en perfecto estado,
ademas de ser metabolicamente activas (8).

La capacidad de ingresar al estado VBNC
puede ser ventajosa para la bacteria, pero
poco favorable para la salud humana ya que
bajo los métodos convencionales de cultivo
no es posible su deteccion, por lo que si en
una muestra todas o algunas bacterias se en-
cuentran en estado VBNC, la cantidad total
de bacterias viables serd subestimada o no
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se detectard (9) y tratandose de un patoge-
no humano, podra infectar a la persona que
consuma el agua en la cual no pudo ser de-
tectado.

Se ha demostrado la viabilidad y la capaci-
dad de cultivo de H. pylori en agua hasta por
75 horas a 10°C. Asi mismo, se determind
que el total de células no disminuia por pe-
riodos mucho maés largos de tiempo en con-
diciones adecuadas (2 afios a 4°C) (10).

Varios estudios han sefalado que los cam-
bios en la morfologia de H. pylori estan es-
trechamente relacionada a los genes impli-
cados en la sintesis de peptidoglucano. En
primer lugar, ocurre la division de los enla-
ces peptidicos por accion de Csdl, Csd2 y
Csd3. Luego, los enlaces intrapéptidos tam-
bién se escinden por accidén secuencial de
Csd3, de una DL-carboxipeptidasa descono-
cida y Csd4, que permite una relajacion ini-
cial del peptidoglicano en la zona de torsion,
perdiendo la forma helicoidal. A continua-
cion, los mondmeros que han sido someti-
dos a la accion enzimatica, son reconocidos
por diferentes transglicosilasas liticas, como
Slt y MItD, que se eliminan para la posterior
insercion de nuevos monomeros. Finalmen-
te, la insercion de nuevos monomeros en el
peptidoglicano y la elongacion, se realiza
mediante PBP1, PBP2 y proteinas de mem-
brana (MreC). Esto aumenta la longitud de
las cadenas de glucanos y los enlaces cruza-
dos (11).

La forma espiral se ha asociado con la ca-
pacidad de moverse en un medio viscoso,
como el moco gastrico. Esto significa que
la forma helicoidal puede ser innecesaria en
ambientes acuaticos ya que puede implicar
un costo energético innecesario para la bac-
teria (11), siendo este otro posible motivo
que justifique el cambio de su morfologia

Formacion de biopeliculas: La formacion
de biopeliculas en el ambiente ha sido pro-
puesto como una estrategia de H. pylori para
sobrevivir en los sistemas de distribucion de
agua (10).

Las biopeliculas son comunidades micro-
bianas embebidas dentro de una matriz or-
ganica polimérica autoproducida y adherida
a superficies vivas o inertes, son solidas y
presentan canales por donde fluye el agua y
los nutrientes a las zonas mas profundas. Los
primeros analisis de la produccion de biofil-
ms por parte de bacterias, como H. pylori, se
llevaron, mediante estudios de microscopia
electronica, observandose la presencia de
formas espirales, cocoides y degenerativas.
La formacion de la biopelicula conlleva un
proceso de cinco fases: 1) Adsorcion rever-
sible de la bacteria a la superficie; 2) Union
irreversible a la superficie; 3) Fase inicial
de maduracion con crecimiento y desarrollo
microbiano; 4) Produccion del exopolimero
y, 5) Desarrollo final de la colonia con dis-
persion de células colonizadoras (12).

Cuando H. pylori se adhiere a una superficie,
comienza la activacion del quorum sensing
asi como los mecanismos de formacion de
los biofilms. Se ha trabajado con biofilms en
sistemas de tuberias y tanques de almacena-
miento y algunos autores creen que asi es
como H. pylori puede ser viable en el agua
(13)debido a que, al ubicarse en la parte in-
terna de estos tanques y tuberias, las hace
inaccesibles y dificil de alcance por los des-
infectantes (14).

En Colombia se evalu6 la presencia de H.
pylori en muestras de agua y biopeliculas
de los grifos de instituciones educativas ofi-
ciales de la ciudad de Medellin a través de
una técnica de reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) de punto final, identificando
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la bacteria por cultivo en 11.2 % y PCR en
2.1 % de las muestras (7). En este caso, el
cultivo tuvo mejor rendimiento que la PCR
probablemente porque los componentes de
las biopeliculas actuaron como inhibidores
de la PCR (15), por los genes utilizados para
la amplificacion o por la técnica de procesa-
miento de muestras (7).

La capacidad de H. pylori para crecer y for-
mar biopeliculas in vitro e in vivo podria ser
una ventaja para la especie para evitar lesio-
nes causadas por factores estresantes quimi-
cos, como la terapia antimicrobiana in vivo,
o el estrés inducido por la privacion de nu-
trientes en el medio ambiente (10).

La presencia de las biopeliculas de H. pylo-
ri en agua se ha verificado mediante PCR,
sondas de ADN e hibridacion fluorescente
in situ (FISH). Asi mismo, se ha presen-
tado evidencia in vitro que sugiere que las
interacciones con bacterias especificas (por
ejemplo, Mycobacterium chelonae) dentro
de una biopelicula de multiples especies
puede contribuir a la viabilidad de H. pylori

(16).

Es necesario tener en cuenta que, aunque
una poblacion disponga de aguas municipa-
les potables y de grifos adecuados, la calidad
del agua de la potabilizacion no es la misma
en todas partes, ademas el estado del acue-
ducto como dafios previos que exponen al
agua potable a contaminacién con materia
fecal, la antigliedad del acueducto y la pre-
sencia de biopeliculas en las tuberias, deben
estudiarse como factores predictores de con-
taminacion del agua (7).

Asociacion con amebas de vida libre
(FLA): Se ha demostrado previamente que
las amebas de vida libre (FLA), como Acan-
thamoeba, Naegleria, Vermamoeba o Ba-

lamuthia, pueden actuar como huéspedes
de algunos patogenos bacterianos capaces
de resistir la digestion amebiana. Dentro de
ellas, las bacterias sobreviven y son mas re-
sistentes a las condiciones ambientales que
normalmente las matarian. Por lo tanto, FLA
actlia como “caballo de Troya” para ARB,
permitiendo la supervivencia bacteriana y/o
la transmision a susceptibles hospedadores
(17,18)

Recientemente, un estudio in vitro ha indi-
cado que H. pylori puede sobrevivir dentro
de Acanthamoeba castellanii después de
resistir un tratamiento de desinfeccion por
cloracion. FLA proporciona refugio para H.
pylori, lo que le permite sobrevivir bajo dife-
rentes tratamientos y hacer posible su trans-
mision a humanos. El andlisis de qPCR de
las muestras mostro la presencia de ADN de
H. pylori intracelular en 28 (50,9 %) de las
muestras de aguas residuales y en 11 (91,7
%) de las muestras de agua potable. Asi mis-
mo, se indicé que no se pudieron recuperar
colonias por cultivo de las muestras de FLA
positivas, debido a que la bacteria podria
haber adquirido su estado VBNC, ya que
mediante DVC-FISH se observo su viabili-
dad después del tratamiento con hipoclorito
(17,19).

Uno de los principales problemas para acep-
tar el agua como posible reservorio de H.
pylori es la incapacidad de aislar y detectar
la especie de las muestras de agua median-
te técnicas convencionales. Por lo tanto, la
aplicacion de este tipo de métodos es vital
para la deteccion répida, sensible y especifi-
ca de H. pylori en entornos acudticos es de
suma importancia.

El principal desafio cuando se realiza un
muestreo ambiental es la incapacidad de de-
mostrar la existencia de H. pylori viable en
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el agua, que potencialmente puede colonizar
el estobmago o el duodeno porque los méto-
dos moleculares utilizados para detectar las
bacterias en el medio ambiente son incapa-
ces de distinguir entre bacterias muertas;
sin embargo, han surgido técnicas como la
DVC-FISH (Hibridacion fluorescente in situ
en combinacion con la incubacion de conteo
viable directo) la cual que permite la detec-
cion especifica de células viables y tiene la
ventaja de no ser inactivado por inhibidores
de muestras (20).

Ensayos de anticuerpos fluorescentes indi-
rectos (IFA) utilizan anticuerpos especifi-
cos que permiten la enumeracion de células
tanto cultivables como no cultivables y las
formas espiral y cocoide, pero no puede de-
tectar genes marcadores de virulencia como
cagA lo cual no lo hace muy util al momento
de querer confirmar la presencia de H. pylori
a través de estos genes de virulencia (21).
Ademas de las anteriores técnicas, exis-
ten otras como la amplificacion isotérmica
medida por bucle (LAMP por sus siglas en
inglés) que es un mecanismo mas rapido y
facil. Esta técnica es una reaccion de ampli-
ficaciéon de una etapa, que puede producir
una gran cantidad de copias en menos de una
hora en condiciones isotermas. La ventaja
mas importante de este método es que no ne-
cesita desnaturalizacion del ADN (22). Ade-
mas, se puede realizar sin un termociclador
y los resultados pueden observarse a simple
vista. También se utiliza la citometria de flu-
jo, la cual es una técnica analitica que tiene
el potencial de hacer una distincion entre los
cuatro estados fisioldgicos de las bacterias:
reproductivamente viable, metabdlicamen-
te activa, intacta y permeabilizada. Puede
determinar las proporciones de los estados
VBNC y VC y las células muertas, en fun-
cion de la integridad de la membrana de la
bacteria (23).

La PCR es una técnica simple para copiar
un fragmento de ADN en el laboratorio con
reactivos facilmente disponibles. Debido a
que el numero de copias aumenta exponen-
cialmente, se pueden hacer mas de 100 mil
millones en unas cuantas horas. Se trata de
un proceso ciclico donde, con cada ciclo, el
numero de fragmentos de ADN se duplica
(24).

Esta PCR de punto final clésica es una re-
accion de ausencia/presencia porque mide
la formacion de productos de ADN después
de un numero de ciclos determinado, lo que
arroja informacién cualitativa sobre la pre-
sencia o ausencia de un determinado gen,
pero no revela informacion sobre la cantidad
existente de ADN. Esta técnica de PCR se ha
convertido en una de las herramientas mas
influyentes en las ciencias bioldgicas y mé-
dicas (25).

Para poder evidenciar el resultado de la PCR
de punto final es necesario realizar un corri-
do electroforético, mediante el cual es posi-
ble separar fragmentos de ADN en funcioén
de su tamarfio, visualizarlos mediante una
sencilla tincidén y determinar asi el contenido
de acidos nucleicos de una muestra, teniendo
una estimacion de su concentracion y grado
de entereza. Pudiendo confirmar asi que el
amplicon sea del tamafio esperado (26).

En la PCR a tiempo real, los procesos de
amplificacion y deteccion se producen de
manera simultanea. Ademas, mediante de-
teccion por fluorescencia se puede medir
durante la amplificacion la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento, debido a que
la emision de fluorescencia en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN forma-
do. Esto permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccion de am-
plificacion. Los termocicladores para llevar
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a cabo la PCR a tiempo real incorporan un
lector de fluorescencia, el cual puede ser de
dos tipos: agentes intercalantes y sondas es-
pecificas marcadas con fluorocromos

Entre las ventajas de la PCR en tiempo real
estd el uso de la fluorescencia para detectar
los productos de la PCR; para diferenciar no
solo un resultado positivo de uno negativo,
sino también para poder cuantificar los or-
ganismos durante la curva de crecimiento.
Ademas de esto; una ventaja revoluciona-
ria es que el tubo con los productos de PCR
no tiene que abrirse para realizar un corrido
electroforético y observar el amplicon ya
que el analisis se realiza en el instrumento
durante la PCR (27).
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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion molecular de Helicobacter pylori como
prospectiva para su identificacion a partir de cuerpos de
agua

Adalucy Alvarez-Aldana!, Fernando Rafael Siller-Lopez!, Valeria Ceballos Toro?,
Maria Del Mar Alvarez Quintero?, Fabiana M Lora Suarez®, Maria Alejandra Calle?,
Valentina Giraldo’.

Resumen. Helicobacter pylori es una bacte-
ria microaerofilica gramnegativa que infecta
el epitelio gastrico de mas de la mitad de la
poblacion humana. Es considerado el agente
causal de la gastritis cronica y un factor de
riesgo importante en la etiologia multifacto-
rial de ulceras pépticas, carcinoma gastrico
y linfoma MALT. Su via de transmision no
es bien conocida pero la evidencia favorece
una ruta fecal-oral, donde el agua juega un
papel importante actuando como reservorio
natural y fuente de infeccion. El proposito de
esta investigacion fue detectar el gen ureasa
de H. pylori por métodos moleculares como
prospectiva para su identificacién en agua.
Las metodologias utilizadas fueron PCR de
punto final y PCR en tiempo real, utilizando
ADN de la cepa de referencia NTCC 12908,
a una concentracion de 16 ng/ul y un ADN
control de la cepa de referencia ATCC 26695
a una concentracion de 18.000 copias/pl, a
partir de las cuales se realizaron diluciones
para determinar los limites de deteccion en
nimero de copias y en nanogramos de ADN
por ul. Los limites de deteccion fueron me-
jores para PCR en tiempo real que para PCR
de punto final debido a que es poco sensible

y no amplifica valores tan pequefios. Por este
motivo, se recomiendan la PCR en tiempo
real como la técnica mas adecuada, sensible
y especifica para determinar pequefias con-
centraciones de ADN. Ademas, deben reali-
zarse mas ensayos que permitan mejorar la
sensibilidad y discriminar ADN de células
viables de las no viables.

Palabras Clave: Helicobacter pylori, PCR,
agua, trasmision.

Abstract: Helicobacter pyloriis a gram-neg-
ative microaerophilic bacterium that infects
the gastric epithelium of more than half of
the human population. It is considered the
causal agent of chronic gastritis and an im-
portant risk factor in the multifactorial etiol-
ogy of peptic ulcers, gastric carcinoma, and
MALT lymphoma. Its transmission route is
not well known, but the evidence favors a
fecal-oral route, where water plays an im-
portant role, acting as a natural reservoir and
source of infection. The purpose of this in-
vestigation was to detect the H. pylori urease
gene by molecular methods as prospective
for its identification in water. The method-
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ologies used were endpoint PCR and re-
al-time PCR, using DNA from the reference
strain NTCC 12908, at a concentration of 16
ng / ul and a control DNA from the refer-
ence strain ATCC 26695 at a concentration
of 18,000 copies / pl; dilutions were made
from them to determine detection limits in
copy number and nanograms of DNA per
ul. The detection limits were better for re-
al-time PCR than for endpoint PCR because
it is not very sensitive and does not amplify
such small values. For this reason, real-time
PCR is recommended as the most appropri-
ate, sensitive and specific technique to deter-
mine small concentrations of DNA. In ad-
dition, more assays should be performed to
improve sensitivity and discriminate DNA
from viable cells from non-viable ones.

Key words: Helicobacter pylori, PCR, wa-
ter, transmission

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo mévil Gram
negativo, microaerdfilo, su morfologia tipi-
ca es en espiral de aproximadamente 3.5 x
0.5 um. Bioquimicamente se caracteriza por
ser ureasa (1), oxidasa y catalasa positivo;
se encuentra principalmente colonizando el
estomago de aproximadamente la mitad de
la poblacion mundial y es el causante prin-
cipal de la mayoria de los casos de gastritis,
ulceras pépticas, cancer gastrico y linfoma
de células B (2). Se reconoce a H. pylori
como la primera especie bacteriana causan-
te de cancer gastrico y esta clasificado como
un carcindégeno del grupo I por el Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el
Cancer (IARC) (3).

Esta bacteria presenta una distribucién mun-
dial cuya prevalencia varia de acuerdo con la
distribucion geografica, etnia, raza, factores
socioeconomicos, de higiene y saneamiento.

Sin embargo, las rutas de transmision de H.
pylori alin son poco conocidas, pero las vias
mas aceptadas y que se han podido compro-
bar son las vias oral-oral, gastro-oral y fe-
cal-oral; aunque también se ha descrito que
este microorganismo puede ser transmitido
a través de alimentos, animales y agua (4).

Hace algunos afos, pocas investigaciones
implicaban el agua como vehiculo de trans-
mision de H. pylori, aunque no tenian prue-
bas suficientes para demostrarlo; sin embar-
go, hoy en dia hay suficiente evidencia de
la presencia de esta bacteria en el agua a ni-
vel mundial, por lo que se puede implicar al
agua tratada y no tratada como posible vehi-
culo de transmisién y ser uno de los factores
causantes de infeccion a nivel mundial. (5).

En los ultimos afios se ha evidenciado un
alto interés por parte de la comunidad cienti-
fica en la identificacion y andlisis de H. pylo-
ri a través de muestras distintas a su habitat
gastrico normal, sin embargo, la elevada
sensibilidad de H. pylori a las condiciones
ambientales y de cultivo hacen dificil su re-
cuperacion a partir de muestras no gastricas,
como es el caso del agua. Todo esto genera
una gran incertidumbre en cientificos e in-
vestigadores ya que el limitado conocimien-
to sobre el agua como ruta de trasmision de
la bacteria y su dosis infectiva en esa matriz
hacen que no pueda haber una difusion certe-
ra de la informacion respecto a este tema, lo
cual resulta determinante en el consiguiente
desarrollo de la enfermedad, ya que si estos
hallazgos no son transmitidos a la comuni-
dad no se adoptaran medidas de precaucion
al respecto. Siendo asi, es necesario la reali-
zacion de mas estudios al respecto.

La hipotesis de que el agua es una via de
transmision de H. pylori estd respaldada
por dos tipos de estudios; los epidemiologi-
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cos los cuales han demostrado que hay una
mayor prevalencia de la infeccion en paises
en via de desarrollo que padecen problemas
relacionados con la distribucion sanitaria
del agua a la poblacion y los estudios que
han detectado o aislado H. pylori de diver-
sas fuentes de agua (6, 7). Por este motivo,
varios investigadores y estudios se han cen-
trado en determinar el potencial del agua
como fuente de transmision de H. pylori y
su capacidad de producir la infeccion clinica
(8). Resultados basados en dichos estudios
e investigaciones demuestran que aiin no se
conoce la cantidad real en que H. pylori esté
presente en el agua; lo cual es preocupante
teniendo en cuenta que suspendido en este
medio adopta su forma viable no cultivable
(VBNC). Motivo por el cual, el uso de téc-
nicas moleculares es de vital importancia,
permitiendo detectar la presencia del ADN
de la bacteria sin importar su viabilidad y
concentracion. Por lo anterior, el objetivo de

esta investigacion fue detectar Helicobac-
ter pylori por métodos moleculares como
prospectiva para su identificacion a partir de
cuerpos de agua.

MATERIALES Y METODOS

Analisis de los cebadores usados para la de-
teccion molecular de H. pylori: Para la de-
teccion molecular de H. pylori se utilizaron
los cebadores ureA-F y ureA-R debido a que
estos presentan una homologia del 100 %
con el gen ureA especifico de H. pylori. Por
tal motivo y mediante el Software GeneRun-
ner version 6.5.51., se busco confirmar la es-
pecificidad de los cebadores para amplificar
el gen ureA y verificar tanto el tamafio del
amplicon a obtener como la homologia se-
nalada anteriormente. En la tabla 1 se des-
criben los cebadores, sus secuencias respec-
tivas y la fuente bibliografica de los mismos.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccidon molecular de H. pylori mediante PCR.

Gen |Cebador | Secuencia Articulo
ureA [ureA-F |5- CGTGGCAAGCATGATCCAT | Schabereiter-Gurtner C, Hirschl
-3’ AM, Dragosics B, Hufnagl P, Puz
ureA-R |5’- GGGTATGCACGGTTAC- | S, Kova'ch Z, et al. Novel Re-
GAGTTT -3° al-Time PCR Assay for Detection

of Helicobacter pylori Infection
and Simultaneous Clarithromy-
cin Susceptibility Testing of Stool
and Biopsy Specimens. Journal
of Clinical Microbiology. 2004;

42(10): 4512-4518.

Deteccion del gen ureA de H. pylori por
PCR en tiempo real: La mezcla de reaccion
de 15 ul se prepard usando el ADN de la
cepa de referencia NTCC 12908; asi: Luna®

Universal Probe qPCR Master Mix (Biolabs.
Inc, New England) 2X (7,5 ul); Cebador
ureA-F 10 uM (0,375 pl); Cebador ureA-R
10 uM (0,375 ul); Sonda ureA-S 10 uM (0,3
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ul); AND (1 pl) y se completd el volumen
con agua. La reaccion de amplificacion se
realizd con una desnaturalizacion prelimi-
nar a 95°C durante 15 min, seguida de 60
ciclos de amplificacion a 95°C durante 5s
con una temperatura transitoria de 20°C/s; la
alineacion se realiz6 de 60°C a 57°C durante
15 ciclos con una temperatura transitoria de
0,2°C y la extension final ocurrio a 72°C du-
rante 6s, con un solo paso de adquisicion de
fluorescencia al final de la extension. Esto se
realiz6 en un equipo Rotor-Gene Q de Qia-
gen. Los datos se analizaron utilizando el
programa Rotor Gene Q Series Software.

Deteccion del gen ureA de H. pylori por
PCR de punto final: La mezcla de reaccion
de 25 ul se prepard usando el ADN de la
cepa de referencia NTCC 12908, asi: PCR
Buffer II (sin MgCl12) (Applied Biosystems,
Austin, TX) 10X (2,5 pl); dNTPs (BioLabs
Inc, New England) 10 Mm (0, 5 pl); Cebador
ureA-F 10 uM (0,63 pl); Cebador ureA-R 10
uM (0,63 pl); Solucion de MgCl2 (Applied
Biosystems, Austin, TX) 25mM (2 pl); Taq
Polimerasa (Thermo Fisher Scientific) SU/ul
(0,04 ul); ADN (1 ul) y se completo el volu-
men con agua. La reaccion de amplificacion
se realizd con una desnaturalizacion preli-
minar a 95°C durante 4 min, seguida de 30
ciclos de amplificacion a 95°C durante 30s,
alineacion a 55°C durante 30 s y elongacion
a 72° durante 30 s. Se realiz6 una extension
final a 70°C durante 7 min y una etapa extra
de enfriamiento a 4°C durante 59 min. Esto
se realiz6 en un Termociclador convencional
Swift™ MiniPro, ESCO.

Luego se realiz6 separacion electroforética
de los productos amplificados a 100 voltios
por 120 minutos, en un gel de agarosa al 3 %
en buffer de corrido TAE 1X. El marcador
de peso molecular usado fue Hyperladder™
50 pb (Bioline). El gel fue tefiido con SYBR

safe y las bandas se evidenciaron en transilu-
minador bajo luz ultravioleta.

Preparacion de diluciones a partir de ADN
de cepas de referencia: Se utilizo6 un ADN
control: AMPLIRUN® Helicobacter pylori
DNA CONTROL (Vircell, 14MBC049001)
obtenido a partir de la cepa de referencia es
la ATCC 26695, el cual tenia una concentra-
cion de 18.000 copias/pl. A partir del ADN
control se realizaron diluciones 1:10 hasta
alcanzar una concentracion teorica de 1.8
copias/pul. Por otro lado, se utilizo6 ADN de
la cepa de referencia NTCC 12908, el cual
se encontraba a una concentracion de 16 ng/
ul. A partir de este ADN se realizaron dilu-
ciones hasta alcanzar una concentracion teo-
rica de 1 ng/pl.

Determinacion de la concentracion de
las diluciones: Las diluciones realizadas a
partir de las dos cepas de referencia (ATCC
26695 y NTCC 12908) fueron cuantificadas
mediante dos metodologias: espectrofoto-
metria y fluorometria.

Para la cuantificacion mediante espectro-
fotometria, se utilizo un Espectrofotometro
Multiskan Go, usando la placa pDrop™
(Thermo Scientific™) y se analiz6é mediante
Soft Skant Software 5.0 for microplate rea-
ders. El procedimiento consistid en colocar
2 ul de cada dilucién por duplicado en la pla-
ca uDrop y un blanco, que podia ser TE 1X
0 agua; una vez depositadas todas las mues-
tras, se introdujo la placa en el espectrofoto-
metro, el cual realizé la lectura y arrojo los
datos obtenidos.

Para la cuantificacion mediante fluorome-
tria, se utilizo el Fluorometro Qubit™ 4
Fluorometer de Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, Singapore, 739256). En este caso
se 1nicid preparando la solucion de trabajo,
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para la cual se diluy6 1:200 el reactivo Qu-
bit™ dsDNA BR Reagent concentrado en
DMSO (Life Technologies Corporation, Eu-
gene, 97402) en el Buffer Qubit ™ dsDNA
BR Buffer (Life Technologies Corporation,
Eugene, 97402). Igualmente se prepararon
las dos soluciones estandar Qubit™ dsDNA
BR Standard #1 (Life Technologies Corpo-
ration, Eugene, 97402) y Qubit ™ dsDNA
BR Standard #2, (Life Technologies Cor-
poration, Eugene, 97402). Estas soluciones
al igual que las muestras se prepararon a un
volumen final de 200 pl, agregando, para
el caso de los estdndares 10 pl de cada uno
y 190 pl de la solucion de trabajo y para el
caso de las muestras, 2 pl de cada una y 198
ul de la solucion de trabajo. Luego cada tubo
fue insertado de manera individual (primero
los estandares), se tom¢ la lectura y se regis-
traron los datos obtenidos.

Limite de deteccion de ADN de H. pylori:
El limite de deteccion se abordd por ambas
metodologias moleculares (PCR en tiempo
real y PCR de punto final); asi mismo, se

cantidad de ADN (ng) * 6.022x10"23

Numero de copias de ADN =

abord6 mediante dos estrategias, las cuales
fueron el limite de deteccion de copias de
ADN/ul y de nanogramos de ADN/ul de H.
pylori. Para abordar estas dos estrategias se
utilizaron las diluciones realizadas a partir
de las dos cepas de referencia (ATCC 26695
y NTCC 12908).

Una vez confirmadas mediante cuantifica-
cion las concentraciones de las anteriores di-
luciones, se procedi6 a realizar las reacciones
en cadena de la polimerasa, utilizando para
ambas los cebadores ureA-F/ureA-R bajo
las condiciones descritas. Todos los ensa-
yos se realizaron por triplicado, para los dos
métodos moleculares y para las dos unida-
des de medicion utilizadas. Posterior a esto
se utilizd la siguiente formula (9) mediante
la cual fue posible obtener tanto el nimero
de copias de ADN a partir de la cantidad de
ADN en nanogramos, como la cantidad de
nanogramos de ADN a partir del nimero de
copias; esto ultimo al despejar la formula
como se muestra a continuacion:

longitud del ADN * 1x1079 % * 650 Daltons‘

Despeje de la formula de tal manera que el valor a obtener sea la cantidad de ADN en nano-

gramos, asi:

Cantidad de ADN (ng)

Numero de copias de ADN * longitud del ADN * 1x10"9 D8 4 650 Daltons

ml

6.022x10"23
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de los cebadores usados para
la deteccion molecular de H. pylori: Ge-
neRunner mostrd un alineamiento especifi-

co de los cebadores ureA-F/ureA-R con la
secuencia del gen Ureasa (Figura 1) de H.
pylori, asi mismo arrojo el tamafio en pares
de bases (pb) del amplicon, corroborando la
longitud de 77pb.
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CGACTTAACT| ACGTTCTTCC) CGCGTGAGAA
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Figura 1. Fragmento de la secuencia del gen ureA de H. pylori con la secuencia de los ce-
badores ureA-F/ureA-R resaltada. En la parte inferior derecha se muestra en un recuadro el
tamafio del fragmento a amplificar. Fuente: GeneRunner.exe

Graphical view of primer pairs

9 & Queny_iv | Find: vi@apla @ i 2= I

R Tools | L Tracks ~ P~

(U) Primer pairs for job sLpvOPUT-LVEQWiEZeRMTh XYQy7EaZMa
£ Loading...

Query_1: 1..5.1K (5.1Kbp)

Detailed primer reports

Primer pair 1

Priner 1p—4

Sequence (5'->3")
Forward primer CGTGGCAAGCATGATCCAT
Reverse primer GGGTATGCACGGTTACGAGTTT
Preduct length 7

Template strand
Plus 19
Minus 22

Length Start Stop Tm

GC% Self
2877 2895 5859 5263 4.00
2953 2932 €0.93 50.00 4.00

Self 3'
4.00
0.00

Figura 2. Caracteristicas de los cebadores ureA-F/ureA-R especificos para el gen ureA de H.

pylori. Fuente: GeneRunner.exe



PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA * FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD * UNIVERSIDAD LIBRE PEREIRA

Mediante el mismo software fue posible
analizar los cebadores directamente en Pri-
mer-BLAST, donde estos hicieron BLAST
con el genoma de la cepa de referencia 26695
de H. pylori presentado una homologia del
100 % con el gen ureA especifico de la mis-
ma. Igualmente se confirmd la informacion
obtenida en GeneRunner como la longitud
del amplicon y las posiciones de inicio y fin
de cada uno de ellos; ademas arrojo infor-
macion adicional como la temperatura de
melting (Tm), el porcentaje Guanina/Cito-
sina (GC %) y la complementariedad. En la
Figura 1 se muestran en detalle los cebadores
ureA-F/ureA-R.

La PCR es una herramienta de suma impor-
tancia utilizada en muchas investigaciones.
Es necesario conocer la reaccion y adecuar
sus condiciones antes de hacer uso extensi-
vo de ella; uno de los pasos fundamentales
es contar con los cebadores o primers y con
las caracteristicas especificas de cada uno de
ellos. Esto permitira sortear exitosamente
uno de los pasos primordiales para obtener
la mejor calidad y cantidad del producto a
amplificar. El disefio cuidadoso de cebado-
res es uno de los aspectos mas importantes

para obtener los resultados esperados; ceba-
dores mal disefiados pueden amplificar otros
fragmentos de ADN distintos a los buscados
(amplificacion inespecifica). Por este moti-
vo, el uso de GeneRunner, un programa de
utilidad en genética molecular que permite
introducir una secuencia de ADN, observar
su cadena complementaria, encontrar una
subsecuencia dentro de esa secuencia, ver
las enzimas de restriccion y mas (10), fue de
gran ayuda para verificar la homologia, la es-
pecificidad en el alineamiento y la longitud
del fragmento obtenido usando los primers
ureA-F/ureA-R como se puede observar en
la Figura 2.

Comparacion de dos metodologias mo-
leculares para la deteccion de H. pylori:
Al observar los resultados obtenidos para la
PCR de punto final (figura 3) y PCR tiempo
real (figura 4) se demostré que fue posible
amplificar la cepa de referencia NTCC 12908
bajo estas dos metodologias. El resultado ob-
tenido para PCR en tiempo real se evidencid
igualmente mediante corrida electroforéti-
ca para confirmar el tamafio del amplicon.
Como se puede observar en la figura 5.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 3 % y el produc-
to amplificado por PCR de punto final de 77 pares de bases.
El carril 1 representa el marcador de peso molecular de 50 pb
(Hyperladder 50 pb), el carril 2 es el control del mix, el carril 3
es el producto de la PCR de punto final de la muestra 12908 y el
carril 4 es el control negativo adicionando agua.
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Figura 4. Resultado PCR en tiempo real para deteccion de cepa de referencia 12908 y el
limite de deteccion en copias/pl. Fuente: Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1 (Build 49)

Copyright 2013 QIAGEN GmbH

El diagnostico por PCR de H. pylori tiene
una sensibilidad y especificidad de 95
% vy su principal ventaja es que se puede
detectar el microorganismo sin importar la

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 3 % y el pro-
ducto amplificado por PCR en tiempo real de 77 pares de
bases. El carril 1 representa el producto de la PCR en tiem-
po real de la muestra 12908, el carril 2 es el control del
Mater Mix, el carril 3 es el control negativo adicionando
aguay el carril 4 es el marcador de peso molecular de 50 pb
(Hyperladder 50 pb).

viabilidad de la bacteria en las muestras.
La especificidad de esta técnica viene dada
por el uso de oligonucleotidos sintéticos,
especificos para determinado gen y que
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facilitan la amplificacion de una secuencia
nucleotidica, que a su vez es especifica para
H. pylori; es por esta razén que en los ul-
timos aflos se ha disefiado una variedad de
pruebas diagnosticas para esta bacteria por
medio de PCR, basandose en: oligonucleo-
tidos provenientes de diferentes genes, entre
ellos el gen de la ureasa A (ured) (11).

Al utilizar los primers ureA-F y ureA-R para
amplificar un fragmento especifico del gen
ureA se obtuvieron resultados 6ptimos como
se puede ver en las figuras 4 y 5, ya que, si
fue posible amplificar el ADN la cepa de re-
ferencia NTCC 12908 por las dos técnicas,
confirmando que se trataba del amplicon
de 77pb en el gel de agarosa al 3 %. Aun-
que los resultados fueron los esperados para
las dos metodologias es importante realizar
una comparacion que permita identificar los
pros y contra de cada técnica para elegir la
mas adecuada; la PCR de punto final mide
el producto de PCR acumulado al final de
los ciclos; sin embargo, esta no cuantifica,
pero la comparacion de la intensidad de la
banda amplificada en un gel con los estan-
dares de una concentracion conocida puede
proporcionarle resultados semicuantitativos.
Por otro lado, la PCR en tiempo real mide
el producto amplificado a medida que se
produce; esta técnica cuantifica al recopilar
los datos obtenidos durante la fase de creci-
miento exponencial (log) cuando la cantidad
del producto de la PCR es directamente pro-
porcional a la cantidad de acido nucleico de
la plantilla (12).

Entre las desventajas de la PCR de punto fi-
nal se encuentran su baja precision, baja sen-
sibilidad, baja resolucidn, no es automatiza-
da, solo discrimina basandose en ¢l tamano,
los resultados no se expresan como niimeros
y se debe realizar un tratamiento post-PCR.
Entre las ventajas de la PCR en tiempo real
se encuentra un aumento en el rango de de-
teccidn, no se necesita un procesamiento

posterior a la PCR, recopila datos en la fase
de crecimiento exponencial, un aumento
en la sefial de fluorescencia es directamen-
te proporcional a la cantidad de amplicones
generados. Por lo anterior, la PCR de punto
final es recomendada para amplificacion de
ADN en secuenciacion, genotipado y clona-
cién y la PCR en tiempo real se recomienda
para cuantificacion de la expresion génica,
verificacion de micromatrices, control de
calidad y validacion de ensayos, deteccion
de patdgenos, genotipado de polimorfismos
de un solo nucledtico (SNP), variacion del
numero de copias, analisis de microARN,
cuantificacion viral, experimentos de ARN
de interferencia (12).

Diluciones obtenidas a partir de ADN de
cepas de referencia: A partir de la cepa de
ATCC 26695 que se encontraba a una con-
centracion 18.000 copias/ul, se obtuvieron
las siguientes diluciones: 1.800 copias/pl,
180 copias/ul, 18 copias/ul y 1.8 copias/ul.

Por otro lado, usando ADN de la cepa de re-
ferencia NTCC 12908, la cual se encontraba
a una concentracion de 16 ng/ul se obtuvie-
ron las siguientes diluciones 16 ng/pl, 13 ng/
ul, 10 ng/ul, 7 ng/ul, 4 ng/uly 1 ng/ul.

Determinacion de la concentracion de
las diluciones: La cuantificacion del ADN
usando el método de fluorometria no permi-
tid detectar la concentracion de las copias/
ul ya que el kit con el que se prepararon los
estandares de deteccion permitia una cuanti-
ficacion entre 2 y 1000 ng y las copias/pl se
encontraban en un rango no detectable. Por
el contrario, para el caso de las diluciones
realizadas a partir del ADN de la cepa patron
12908, se pudo medir la concentracion y asi
compararla con la concentracion tedrica a
la que se pretendia llegar en nanogramos/
pl. Estos resultados se muestran en la tabla
6. Por otro lado, la cuantificacion del ADN
usando el método de espectrofotometria
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arrojo unos resultados muy inconsistentes,
ya que las muestras con mayor concentra-
cion de ADN arrojaban un resultado nega-
tivo e inferior a aquellas muestras de menor
concentracion.

Tabla 2. Concentracion esperada de las
diluciones realizadas a partir del ADN de
la cepa de referencia 12908 frente a las
concentraciones obtenidas mediante fluo-
rometro.

Concentracion espe- [ Concentracion  cal-
rada culada

16 ng/ul 15.3 ng/ul

13 ng/ul 13.0 ng/ul

10 ng/ul 9.8 ng/ul

7 ng/ul 7.6 ng/ul

4 ng/ul 5.3 ng/ul

1 ng/ul 2.2 ng/ul

Existen diversos métodos para estimar la
concentracion de acidos nucleicos en una
preparacion. Si la muestra es pura (no con-
tiene cantidades significativas de conta-
minantes como proteinas, fenol, agarosa o
incluso otros acidos nucleicos), su medi-
cién mediante espectrofotometria es la mas
adecuada. Por el contrario, si la cantidad de
ADN o ARN es muy pequefia, o si la mues-
tra contiene grandes cantidades de impure-
zas, la cuantificacion puede llevar a cabo
por la intensidad de fluorescencia. Debido a
su rapidez, simplicidad y ausencia de dafio,
la cuantificacion de ADN por espectrofoto-
metria ha sido ampliamente utilizada. Sin
embargo, esta técnica es poco sensible, y
para la mayoria de los espectrofotometros
se requiere una concentraciéon de ADN de al
menos 1 pg/mL (13). El método de cuantifi-
cacion por fluorometria se basa en tintes de
base de fluorescencia que se unen especifi-
camente al ADN, ARN o proteina y el méto-
do de cuantificacion por espectrofotometria
se basa en mediciones de absorbancia UV

(mide la absorbancia a 260 nm y la relacion
260nm/280nm. Un aspecto importante es
que la fluorometria mide con precision tanto
el ADN como el ARN de una misma mues-
tra, en cambio la espectrofotometria no es
capaz de distinguir una de la otra (14).

Las diferencias entre la técnica de fluoro-
metria y espectrofotometria se basan en que
el fluorometro cuantifica con precision el
ADN en muestras con concentraciones tan
bajas como 10 picogramos/pl; claro estd que
esto depende del equipo utilizado, ya que el
utilizado en esta investigacion media en un
rango entre 2 y 1.000 ng/ul. Por el contrario,
el espectrofotometro no se recomienda para
concentraciones por debajo de 2 nanogra-
mos/ul, ya que cuando se miden concentra-
ciones inferiores, presenta una alta variacion
en los resultados (14).

Limite de deteccion de copias de ADN por
pl de H. pylori por PCR en tiempo real: El
limite de deteccion de copias de ADN por
ul de H. pylori obtenido mediante PCR en
tiempo real fue de 11.3 copias/pl como se
sefala en la figura 6 y se describe en la ta-
bla 3. Se esperaria que el limite de deteccion
fuera de 18 copias/pl en base a las diluciones
hechas; sin embargo, como ya se sabe que
la PCR en tiempo real cuantifica, esta arro-
jo el valor real de la concentracion minima
que se detectod el cual fue de 11.3 copia/pl
como se mencion6 anteriormente. En la ta-
bla 3 se presenta el nombre de cada muestra
y el color al que corresponde en la grafica, el
ciclo en el que empez6 a emitir fluorescencia
la concentracion tedrica y la concentracion
real o calculada por el equipo. En este limi-
te de deteccion de copias de ADN por pl de
H. pylori obtenido mediante PCR en tiem-
po real, el valor de Cp (ciclo del proceso de
amplificacion en el que se supera un umbral
establecido de fluorescencia o valor “thres-
hold”) (15) fue de 40.97 para la muestra
correspondiente a la concentracion de 11.3
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copia/pl como se observa en la figura 6 se-
nalado con una flecha. Este valor concuerda
con los valor de Cp obtenidos en otro estu-

dio que detect6 el gen ureA para H. pylori,
los cuales variaron entre 40.0 y 44.4 (16).

0.3-

0.2

0.1

Norm. Fluoro.

| Threshold

0.0 —

-0.1

30 35 40 45

5‘0 5‘5 6‘0

Figura 6. Resultado PCR en tiempo real para deteccion de cepa de referencia 12908 y el li-
mite de deteccion en copias/pl. Los colores de las muestras se detallan en la tabla 6. Fuente:
Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1 (Build 49) Copyright 2013 QIAGEN GmbH

Tabla 3. Resultado cuantificacion de la PCR en tiempo real para detectar el numero li-
mite de copias de ADN por pl de H. pylori. Fuente: Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1
(Build 49) Copyright 2013 QIAGEN GmbH.

No. |Color [Nombre Tipo Cp Concentracion|Concentracion Real (copias/pl)
Teorica (copias/pl)

1 . H20 NTC

2 18.000 cp/ul Standard [28.19 |18,000.0 16,149.7

3 . 18.000 cp/ul Standard [28.30 |18,000.0 15,122.4

4 . 1.800 cp/ul Standard [32.07 ]1,800.0 1,780.3

5 1.800 cp/ul Standard [31.85 ]1,800.0 2,017.4

6 . 180 cp/ul Standard [35.26 |180.0 290.5

7 . 180 cp/ul Standard [35.81 ]180.0 211.9

8 18 cp/ul Standard [40.97 [18.0 11.3

9 . 18 cp/ul Standard 18.0

10 . 1,8 cp/ul Standard 1.8

11 . 1,8 cp/ul Standard 1.8

12 . 12908 Unknown |16.79 10,495,006.3

13 12908 Unknown |16.60 11,679,004.3

14 H20 NTC 10.17 448,871,718.2
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En los ultimos afios se han realizado estu-
dios que determinan el limite de deteccion
de H. pylori en agua bajo la concentracion
de UFC/ml, observandose en uno de los ca-
sos que los cebadores usados lograron de-
tectar desde 3.0 x 10° UFC en un litro de
agua (17) sin embargo, las UFC se limitan
a unidades de mayor tamafo, lo cual pue-
de ser perjudicial al momento de detectar la
bacteria en agua, ya que esta puede encon-
trase en concentraciones muy pequefias, in-
feriores incluso a una célula, por lo cual la
deteccion de la bacteria mediante copias de
ADN amplia el rango deteccion y asi evita
pasar por alto las concentraciones minimas
de la bacteria en agua, lo cual podria evitar
problemas de salud publica a los que conlle-
va la infeccion por H. pylori.

Barrera et al., obtuvieron en su investigacion
que el limite de deteccion de la técnica de
PCR en tiempo real para Granulovirus en
muestras de larva, suelo y en un bioplaguici-
da fue de 1,25 x 10° copias del gen (125.000
copias del gen), lo que equivale a 6,4 x 10*
ng (0,00064 nanogramos) de ADN (18),
siendo este un valor superior al limite de de-
teccion obtenido en el presente proyecto.

Por otro lado, en un estudio basado en la de-
teccion molecular de Legionella spp a par-
tir de muestras ambientales mediante qPCR
(PCR cuantitativa en tiempo real), se obtuvo
que el limite de deteccion fue de 25 copias
por 10 ul de la muestra, lo que equivale a 2,5
copias/pul (0,0000094 ng) (19), siendo este
valor un poco mas similar, pero sin embargo
inferior al limite de deteccion que obtuvimos
para H. pylori mediante la misma metodo-
logia.

Limite de deteccion de copias de ADN por
pl de H. pylori por PCR de punto final: La
PCR de punto final no pudo detectar ningu-
na de las muestras estandar de copias por pl
debido a que esta técnica es poco sensible y
no amplifica valores tan pequefios. Por este
motivo, otros estudios han implementado y
recomiendan la PCR en tiempo real como
la técnica mas adecuada, sensible y especi-
fica para determinar concentraciones dadas
en cantidad de copias de ADN. Aunque se
dice que la PCR de punto final o convencio-
nal presenta un limite de deteccion mas alto
de lo deseable, como se pudo comprobar en
este estudio; el estudio realizado por More-
no y Agudelo, presentan unos resultados que
divergen por completo, ya que mediante una
PCR convencional simple obtuvieron un li-
mite de deteccion para Leptospira interro-
gans de 0,012 ng, lo que equivale a 2.38x10?
copias (2.380 copias de ADN) (20), siendo
estos valores mucho menores a los que se
obtuvieron mediante esta técnica.
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Figura 7. Resultado PCR en tiempo real para detectar el limite de nanogramos de ADN por
ul de H. pylori. Los colores de las muestras se detallan en la tabla 8. Fuente: Rotor-Gene Q
Series Software 2.3.1 (Build 49) Copyright @2013 QIAGEN GmbH.

Por otra parte, en la figura 7 es posible obser-
var que todas las muestras correspondientes
a las diluciones dadas en nanogramos de la
cepa patron 12908 fueron amplificadas por
la PCR en tiempo real, razén por la cual no
es posible establecer un limite de deteccion
minimo utilizando las diluciones que son
descritas en la tabla 4. Al no poder estable-
cer el limite de deteccion de nanogramos de
ADN por ul de H. pylori usando las dilucio-

nes de ADN de la cepa de referencia se apli-
c6 la formula descrita en la metodologia uti-
lizando los valores de las copias de la tabla
3 para obtener el CAPITUL equivalente en
nanogramos de las 11,3 copias/pl ya que este
fue el valor minimo detectable. Al realizar
la conversion, se determind que el limite de
deteccion de nanogramos de ADN por pl de
H. pylori obtenido mediante PCR en tiempo
real fue de 0,000020 ng/pl.

Tabla 4. Resultado cuantificacion de la PCR en tiempo real para detectar el nimero limite
de nanogramos de ADN por ul de H. pylori. Fuente: Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1
(Build 49) Copyright ©2013 QIAGEN GmbH.

No. [Color |Nombre Tipo Cp Concentracion Tedrica|Concentracion Real
(copias/nl) (copias/pul)

1 . 12908-16ng/ul Standard [13.35 |16 9

2 12908-13ng/ul Standard |12.71 |13 18

3 . 12908-10ng/ul Standard [13.02 |10 13

4 . 12908-7ng/ul Standard [13.76 |7 6

5 12908-4ng/ul Standard |14.00 |4 5

6 . 12908-1ng/ul Standard |15.74 |1 1

7 . MMix NTC 56.73
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Limite de deteccion de nanogramos de
ADN por pl de H. pylori por PCR de pun-
to final: Como se puede ver en la figura 8
el limite de deteccion de nanogramos de
ADN por pul de H. pylori obtenido mediante
PCR de punto final fue de 5 ng/ul, debido a
que fue la cantidad mas baja de ADN que
se logré amplificar mediante la mencionada
metodologia. Se esperaria que el limite de
deteccion fuera de 4 ng/ul en base a las dilu-
ciones hechas; sin embargo, cuando se reali-
z6 la PCR en tiempo real utilizando las dilu-

ciones en nanogramos/pl, este arrojo el valor
real de las concentraciones, obteniendo que
la concentracién minima que se detectd fue
de 5 ng/ul (tabla 3). En esta figura también
se evidencian los tamafios de los amplicones
obtenidos mediante PCR en tiempo real (Fi-
gura 7) los cuales se encuentran ubicados al
lado derecho después del marcador de peso
molecular. Aunque para esta metodologia no
es necesario realiza corrido electroforético,
se realizo para verificar el tamafio de los am-
plicones.

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 3 % y los productos amplificado por PCR de
punto final y PCR en tiempo real de 77 pares de bases. Los carriles 1, 2, 3, 4, 5y 6 repre-
sentan los productos de la PCR de punto final, los cuales equivalen a 16 ng/ul, 13 ng/ul, 10
ng/pl, 7 ng/ul, 4 ng/ul y 1 ng/ul respectivamente, el carril 7 es el control negativo adicio-
nando agua y el carril 8 es el marcador de peso molecular de 50 pb (Hyperladder 50 pb).
Los carriles 9, 10, 11, 12, 13 y 14 representan los productos de la PCR en tiempo real, los
cuales equivalen a 16 ng/ul, 13 ng/ul, 10 ng/ul, 7 ng/ul, 4 ng/ul y 1 ng/ul respectivamente.

Se puede notar que en la figura 8 es dificil
visualizar las bandas amplificadas; sin em-
bargo, al momento de observar directamente
el gel en el transiluminador, fue posible vi-
sualizar las 5 bandas, donde la Gltima indi-
caba la minima cantidad que se detecto y se
sefiala con una flecha.

Este fenémeno de que las bandas de ADN no
se ven nitidamente en el gel puede ser causa-
do porque el ADN se ha degradado, porque
la cantidad o la concentracion de ADN en
las muestras cargadas al gel eran insuficien-
tes; porque las moléculas de ADN al ser de
un tamafio pequefio se difundieron durante
la tincion o debido a un gel de agarosa muy
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grueso, por lo cual se recomienda evitar la
contaminacion con nucleasas, aumentar la
cantidad de ADN, y preparar geles mas del-
gados (21).

Por otra parte, la PCR de punto final no am-
plificé ninguna de las muestras estandar de
copias por pl, por lo cual se calcul6 a través
de la pagina scienceprimer.com, el equiva-
lente en copias de los 5 nanogramos (concen-
tracion real), debido a que esa fue la cantidad
minima detectable mediante PCR de punto
final como puede confirmarse a través de la
electroforesis en la figura 6. Fue asi como
se determind que el limite de deteccion de
copias de DNA por pl de H. pylori obtenido
mediante PCR de punto final fue de 2,7 x 10°
lo que corresponde 2.700.000 copias/pl.

Finalmente se puede decir que, aunque las
técnicas de PCR en tiempo real y PCR de
punto final tienen una alta sensibilidad (ma-
yor en el caso de la PCR en tiempo real), pre-
sentan la desventaja de no poder discriminar
entre células viables y no viables. Por este
motivo y para lograr la deteccion de células
viables mediante estas dos metodologias,
se han desarrollado diferentes alternativas,
como el uso del agente intercalante de ADN
fluor6foro propono monoazida (PMA), el
cual es un colorante fotorreactivo de alta afi-
nidad que se une preferentemente a dsDNA.
Es impermeable a las membranas celulares
intactas y, por lo tanto, penetra solo a través
de las membranas dafiadas de las células
muertas para intercalarse en el ADN, evi-
tando su amplificacion (22). El uso de este
agente intercalante le confiere un valor agre-
gado a la técnica, en especial cuando se trata
de detectar H. pylori en agua, debido a que,
ademas de buscar detectar la presencia de la
bacteria, lo ideal seria detectar la presencia
de células viables, ya que al estar metaboli-
camente activas y con todos sus factores de

virulencia, son capaz de causar enfermedad
en las personas que consuman el agua. Al po-
der confirmar la presencia de células viables
en una cantidad tal que sea infecciosa para el
humano, se podria confirmar definitivamen-
te el agua como mecanismo de transmision
para H. pylori.

Conclusiones

e Se establecieron las condiciones de
la PCR en tiempo real y de punto
final para la deteccion del gen ureA
utilizando los cebadores ureA-F y
ureA-R de Helicobacter pylori y de
comprobo su especificidad.

e Se logré determinar el limite de de-
teccion en nanogramos de ADN por
ul de H. pylori para PCR en tiempo
real y para PCR de punto final.

e Se logro determinar el limite de de-
teccion en copias de ADN por ul de
H. pylori para PCR en tiempo real y
para PCR de punto final.

e Se determinaron las diferencias entre
cuantificacion por método espectro-
fotométrico y fluorométrico.

e Se determinaron las diferencias entre
PCR en tiempo real y PCR de punto
final.

Investigaciones futuras

* En esta investigacion se abordd una
primera fase que consistid en la es-
cogencia del método molecular de
reaccion en cadena de la polimerasa
y el limite de deteccion; se propone
una segunda fase mediante la cual se
contamine agua con la bacteria bajo
condiciones controladas de laborato-
rio y una tercera fase para investigar
directamente en cuerpos de agua la
deteccion de H pylori.
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Probar nuevas condiciones para la
PCR con el fin de optimizar el li-
mite de deteccion para poder hallar
concentraciones mas pequefias de la
bacteria y ejecutar repeticiones de los
hallazgos que garanticen la reprodu-
cibilidad de los hallazgos.
Estandarizar una metodologia mo-
lecular que pueda ser utilizada por
entidades publicas que suministren
agua potable a la poblacion para la
deteccion de H. pylori con el fin de
disminuir los casos de incidencia de
la enfermedad que puedan ser adqui-
ridos a través del agua.
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CAPITULO VIII

Caracterizacion epidemiologica y microbiologica de las
bacteriemias y su perfil de resistencia durante el periodo
junio 2011 a junio 2015

Olga Maria Henao Trujillo!, Erica Vanessa Henao Franco?, .Felipe Antonio Gallego Lopez?
Luisa Fernanda Duque Quintero*, Maria Eugenia Posada Trujillo’

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las Infecciones Asociadas a la Atencion en
Salud (IAAS), anteriormente 1lamadas noso-
comiales o intrahospitalarias, son aquellas
infecciones que el paciente adquiere mien-
tras recibe tratamiento para alguna condicion
médica o quirargica y en quien la infeccion
no se habia manifestado ni estaba en perio-
do de incubacién en el momento del ingreso
a la institucion, se asocian con varias cau-
sas, incluyendo pero no limitandose al uso
de dispositivos médicos, complicaciones
postquirargicas, transmision entre pacientes
y trabajadores de la salud o como resultado
de un consumo frecuente de antibidticos (1).
Entre los agentes infecciosos causantes de
estas se incluye bacterias, hongos y virus.

Las IAAS son consideradas actualmente un
problema en salud publicay a la vez un even-
to adverso, como se evidencio en el estudio
IBEAS en el cual las IAAS representaban el
35,99 % de los eventos adversos, producto

de una atencion en salud que de manera no
intencional produce algin dafio al pacien-
te, pudiéndose catalogar como prevenible o
no prevenible (2)(3). El riesgo de adquirir
IAAS es universal y transciende a todos los
establecimientos de salud de todo el mundo.
Segun un informe realizado a nivel mundial
la prevalencia de pacientes hospitalizados
que adquieren al menos una IAAS es: en
paises desarrollados: 3,5 % - 12 %, mientras
que en los paises en via de desarrollo: 5,7
% - 19,1 %. Claramente se puede evidenciar
que en los paises subdesarrollados la tasa de
adquirir infecciones asociadas a la atencion
en salud es mayor y de ahi a que actualmen-
te se considere un problema en salud publi-
ca que pone de manifiesta la necesidad de
actuar en pro de esta problematica. En las
investigaciones sobre prevalencia diaria lle-
vadas a cabo recientemente en hospitales in-
dividuales en Albania, Marruecos, Tunez y
la Republica Unida de Tanzania, los indices
de prevalencia de IAAS oscilaron entre 19,1
%y 14,8 % (5)(6).

1 Docente investigador. Programa de Microbiologia. Facultad de ciencias de la salud. Grupo de investigacion MI-
CROBIOTEC. Universidad Libre Pereira. Integrante Grupo de investigacion GRIENI — UTP.

2 Enfermera asistencial. Unidad de Cuidados intensivos. Hospital Universitario San Jorge. Grupo de investigacion
GRIEN. Universidad Catdlica de Manizales

3 Matematico, magister en matematica aplicada. Profesor Auxiliar de la Universidad Nacional. Profesor Asociado de
la Universidad de Caldas.

4 Bacteriologa. Oncoélogos de Occidente Manizales.

5 Enfermera. Especialista en Epidemiologia. Lider en Vigilancia epidemiologica. Clinica la Presentacion Manizales.
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Grafico 1: prevalencia de Infecciones Asociadas a la atencion en salud a
nivel internacional.
fuente: http://www.med.unlp.edu.ar/archivos/noticias/guia lavado de manos.pdf

En cuanto a las tasas de mortalidad asociada
a IAAS podemos encontrar que en Estados
Unidos de América (USA) las IAAS son
consideradas una de las principales causas
de muerte dando lugar a 99.000 muer-
tes al afio, en Europa da lugar a 110.000
muertes al afio. Y en cuanto a Colombia
encontramos que, en la Ciudad de Bogota,
la tasa de Mortalidad tiene un promedio
de 6.4 % por cada 13.668 casos de infec-
ciones asociadas en la atencion en salud,
esta tasa fue tomada de esta ciudad por ser
uno de los pioneros en vigilancia de infec-
ciones asociadas a la atencion en salud (7)

(8)(9).

Por otra parte las infecciones asociadas a la
atencion en salud representan un gran im-
pacto a nivel econdémico para las institucio-
nes hospitalarias, ya que el hecho de que un
paciente presente estas implica: aumento en
la estancia hospitalaria, medicamentos, insu-
mos, discapacidad a largo plazo, mayo resis-
tencia de los microorganismos a los antimi-
crobianos entre otras, que se ven reflejados
directamente en la parte econdmica, de ahi a
que atreves de busqueda de indices de costos

encontramos que a nivel internacional hacia
el afio 2007 los costos anuales de las IAAS
en USA fueron entre $35.7 y $45 millones
de dolares (10) mientras que en un estudio
realizado a nivel de Latino América entre el
afio 2005-2006 los costos anuales de UCI
en 8 hospitales por concepto de dia cama
atribuible a TAAS fue de : $ 123.3751 y $
1.741.872 en Argentina $ 40.500, $ 51.678 y
$ 147.600 en Ecuador $ 1.090.255 en Gua-
temala $ 443.300 en Paraguay $ 607.200 en
Uruguay (11). Ademas de afectar a la institu-
cion también lo hace en el factor econdémico
de las familias que afecta a su parte emocio-
nal y a su estrés por este tipo de situaciones

(12).

Al mismo tiempo que esta problematica de
forma directa afecta a los indices de calidad
entre los que se encuentran: Tasa de inciden-
cia de infeccion del tracto urinario asociada
a catéter (ISTU-AC), Tasa de incidencia de
infeccion del torrente sanguineo asociada a
catéter (ITS- AC), Tasa de reingreso de pa-
cientes hospitalizados en menos de 15 dias,
Tasa de mortalidad, Proporcion de satisfac-
cion global de los usuarios en la IPS y Pro-
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porcion de usuarios que recomendaria su
IPS a familiares y amigos. Cuando estos se
ven afectados la calidad de la atencion de la
institucion se ve disminuida en su conjunto

(13).

El riesgo de adquirir IAAS depende de tres
factores que se relacionan entre si como son
el agente infeccioso (virulencia, capacidad
para sobrevivir en el medio ambiente, re-
sistencia antimicrobiana), el huésped (edad
avanzada, comorbilidades, estado inmu-
nosupresion, desnutricion) y el medio am-
biente (ingreso a una UTI, hospitalizacién
prolongada, procedimientos y dispositivos
invasivos, terapia antimicrobiana) (12). Y es
precisamente en esta cadena en la que inter-
viene el profesional de la salud cuando reali-
za procedimientos al paciente y no tiene una
adecuada técnica del lavado de manos. Nu-
merosos estudios han documentado que los
Profesionales de la Salud pueden contaminar
las manos o los guantes con patdgenos tales
como bacilos Gram-negativo, Staphylococ-
cus aureus, enterococos que se encuentran
en el ambiente que los rodea y que facilmen-
te pueden ser trasmitidos mediante “procedi-
mientos limpios” o al tocar areas intactas de
la piel de los pacientes hospitalizados, dando
lugar a la translocacion de microorganismos
y por ende a la producir una infeccion en los
pacientes (14).

El lavado de manos es la principal medida
cuya eficacia para prevenir la IAAS y preve-
nir la resistencia antimicrobiana ha sido con-
firmada. Sin embargo, se ha demostrado que
el personal de la Salud tiene dificultades para
cumplir con las indicaciones sobre la higiene
de manos a diferentes niveles. Tanto en los
paises desarrollados como en los paises en
desarrollo se tienen indices de cumplimiento
insuficientes 0 muy bajos, cuya base media
oscilan entre 5 % y 89 % y un promedio total

de 38,7 % (15). El desempefio relacionado
con la higiene de manos varia segun la in-
tensidad del trabajo y otros factores varios;
en estudios de observacion llevados a cabo
en hospitales, los trabajadores de la salud se
lavaron las manos entre 5 y 42 veces pro-
medio por turno y 1,7-15,2 veces por hora.
Ademas, la duracion de los episodios de lim-
pieza de manos oscilo entre un promedio de
6,6 segundos como minimo y 30 segundos
como maximo (16). Los factores principales
que pueden determinar una higiene de manos
deficiente incluyen factores de riesgo por el
incumplimiento observado en estudios epi-
demioldgicos, asi como también los motivos
brindados por los propios trabajadores de la
salud por el incumplimiento de las recomen-
daciones sobre higiene de manos.

Este problema evidenciado a nivel mundial,
se ve incrementado por la ‘resistencia a los
antibioticos’, que es aquella que se desa-
rrolla en las bacterias, comunes causantes
de infecciones, hacia los antibioticos; y la
‘resistencia a los antimicrobianos’ que se ca-
racteriza porque es mas amplio y compren-
de la resistencia a los farmacos utilizados
para tratar infecciones causadas por otros
microorganismos, estos pueden ser resisten-
tes a la mayoria de los antimicrobianos y se
conocen como multiresistentes; siendo este
un fendémeno preocupante ya que pueden ge-
nerar infecciones que aumenten las tasas de
mortalidad y morbilidad, asi como secuelas
y aumento en los costos del tratamiento al
igual que el incremento de estancia hospita-
laria (17).

La Organizacion mundial de la Salud en
marzo del 2011 publico que las principales
causas de las resistencias se ven facilitadas
por el uso inadecuado de los medicamentos
(toman dosis insuficientes no finalizacion
de los tratamientos prescritos), farmacos de
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mala calidad, prescripciones erroneas, defi-
ciencias de la prevencion y el control de las
infecciones, asi como la vigilancia y la re-
duccion de exdmenes diagndsticos, terapéu-
ticos y preventivos en el control de la farma-
co resistencia (18).

Es por lo anteriormente mencionado que
frente a esta situacion queremos abordar el
tema de las TAAS especialmente el de las
bacteriemias, debido a las implicaciones que
estas traen consigo en cuanto a la mortalidad
y morbilidad, costos y secuelas en los pa-
cientes, entre otras. Ya que en la institucion
en la que se va a desarrollar la investigacion
ha sido pionera en cuanto el control de infec-
ciones por medio de la consolidacion de un
equipo operativo interdisciplinario altamen-
te entrenado para la vigilancia, prevencion y
manejo de este evento. Asi mismo con el de-
sarrollo de estrategias de fomento de la cul-
tura de la seguridad, como lo son las rondas
de seguridad por parte de la epidemidloga y
la experta en enfermedades infecciosas, los
cronogramas de capacitacion a los trabaja-
dores de salud incluyendo los médicos es-
pecialistas, entre otras. Ya que este estudio
permitird conocer como ha sido el patron
de ocurrencia de los microorganismos mas
prevalentes de la clinica, permitiendo de
esta forma tener bases cientificas para llevar
a cabo planes de accion en pro del mejora-
miento y fortalecimiento de la seguridad del
paciente.

Por otra parte, la motivacion cientifica de las
estudiantes a realizar esta investigacion es
aportar a la institucion informacion susten-
tada en bases cientificas que permitan crear
planes de accidn en casos de ser necesarios
e impulsar la constancia y continuacion de
las actividades en pro de la reduccion de
las tasas de infecciones a nivel hospitalario.
Ademas, es un estudio que tiene la finalidad

de publicar un articulo cuyo fin es aportar
informacion que ayude a complementar ese
vacio que hay en cuanto a la investigacion de
IAAS en Caldas.

Es por lo previamente expuesto que a través
de esta investigacion se podra resolver la si-
guiente pregunta:

(Como es la caracterizacion epidemiologica
y microbiologica de las bacteriemias y el
perfil de resistencia desde junio de 2011
hasta junio del 2015 en una institucion de
mediana complejidad de atencion en salud
en la ciudad de Manizales?

JUSTIFICACION

Alcanzar el proposito de establecer una aten-
cion segura, va mas alla del establecimiento
y conocimiento de las de normas y los di-
ferentes saberes de la profesion, pues estas
son solamente el marco de referencia. Es ne-
cesario el compromiso y la cooperacion de
los diferentes integrantes del grupo de traba-
jo para sensibilizar, promover, concertar, y
coordinar acciones que realmente alcancen
logros efectivos.

Actualmente en Colombia se impulsa una
Politica de Seguridad del Paciente, liderada
por el Sistema Obligatorio de Garantia de
Calidad de la Atencién en Salud, del Mi-
nisterio de Proteccion Social, cuyo objetivo
es prevenir la ocurrencia de situaciones que
afecten la seguridad del paciente, reducir
y de ser posible eliminar la ocurrencia de
eventos adversos para contar con institucio-
nes seguras y competitivas internacional-
mente (19).

Para poder llevar a cabo estas acciones el
Ministerio brinda una serie de herramientas a
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través de paquetes instruccionales, que ayu-
dan a los profesionales de la salud, a detectar
las fallas mas comunes, que dan lugar a la
produccion de eventos y las pautas para in-
tervenirlas. Frente a estas herramientas ofre-
cidas por el Ministerio de Proteccion Social
es necesario que el personal de salud vaya
mas alla y no se limite solo a las ayudas que
son ofrecidas, sino que se preocupe por que
las cosas sean demostradas con evidencias
cientificas y con datos reales, que permitan
conocer las causas y las caracteristicas reales
que estan originando un problema.

En primer lugar, es una investigacion que se
va a realizar partiendo de una metodologia
validada mediante los criterios establecidos
por el CDC de Atlanta para las bacteriemias,
con estos se realizara una busqueda activa en
las respectivas historias clinicas de los pa-
cientes que permitira el andlisis caso a caso.
En segundo lugar, se analizard los perfiles
de resistencia de los microorganismos utili-
zando WHONET 5.6, el cual es un programa
utilizado a nivel internacional para el reporte
de datos con fines cientificos, que nos servira
para extraer el perfil de resistencia. En tercer
lugar, se permitird realizar una caracteriza-
cion epidemioldgica a través de las diferen-
tes variables a estudiar, por lo tanto, esta in-
vestigacion se realizard a través de criterios
y programas validados que permitiran obte-
ner datos confiables.

Al realizar esta investigacion se consolidara
la informacion existente sobre bacteriemias
y resistencia microbiologica, fortalecien-
do bases para que el comité de infecciones
tome medidas para la disminucién de los
factores de riesgo y la realizacion de planes
de accidn, en caso de ser necesarios. Apor-
tard informacion sobre microorganismo mas
prevalentes y sus perfiles de resistencia, fa-
voreciendo la toma de decisiones en caso

de que se requieran tratamientos empiricos;
ademas ayudard a disminuir los costos por
las prolongaciones de las estancias hospita-
larias y lo que ello implica, como se demos-
tr6 en un estudio realizado en el afio 2009 los
beneficios econdmicos de prevenir las [AAS
fueron: si se prevenian el 20 % de [AAS se
ahorrarian de 5.7 a 6.8 billones en las [PS y
st se prevenian el 70 % de IAAS los costos
ahorrados serian de 25 a 31.5 billones (11).
Asi mismo se reducirdn los dafios y secue-
las de los pacientes que cursan por una bac-
teriemia y por tanto los indices de calidad
estardn en Optimos niveles y permitiran que
la institucion llegue a la acreditacion de alta
calidad. También aportara a la generacion
de conocimiento cientifico, ya que seria uno
de los primeros estudios sobre bacteriemias
realizados en Caldas.

OBJETIVOS
Objetivo General.

- Describir las caracteristicas epidemio-
logicas y microbiologicas de los mi-
croorganismos identificados en casos
de bacteriemia, presentados en una
clinica de la ciudad de Manizales, en
el periodo de junio 2011 a junio 2015.

Objetivos especificos.
- Identificar las caracteristicas sociode-
mograficas en los pacientes con episo-

dios de bacteriemia.

- Establecer el patron de ocurrencia de
los microorganismos patdgenos.

- Analizar el perfil de sensibilidad y re-
sistencia a los antimicrobianos.
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ANTECEDENTES

Las infecciones han sido tema de interés a lo
largo de la historia, especialmente toman im-
portancia a partir del en el siglo XIX, en el
que las guerras eran el pan de cada dia para
la poblacion, y es precisamente este hecho
histérico que hace que en aquel contexto a
través de una mujer llamada Florence Ni-
ghtingale, enfermera, que se dedicaba a cu-
rar a los soldados que llegaban de la guerra,
se descubre de cierta manera las causas de
las infecciones, pues a través de ella se dan
cuenta que los soldados moriran no por las
heridas ocasionadas por los enfrentamientos,
sino por las condiciones en que eran aten-
didos, pues estaban rodeados de ambientes
insalubres que ofrecian condiciones no ido-
neas para las curaciones de sus heridas, las
cuales resultaban infectadas y posteriormen-
te se diseminaban al resto de sus organismo,
via sanguinea, produciendo una enfermedad
a nivel general (sepsis), a este tipo de afec-
cion las conocemos hoy como “Bacterie-
mias”, que desencadenaba en la muerte de
los pacientes.

Es a partir de este momento hasta nuestros
dias que los diferentes organismos en salud
han hecho especial énfasis en investigacio-
nes acerca de los microorganismos que agra-
van las condiciones de los pacientes y como
esta siendo el comportamiento de estos en
nuestro medio, pues a pesar de los multiples
avances cientificos y tecnolégico no hemos
sido capaces de abordar este tipo de eventos
adversos en los pacientes, que dia a dia au-
mentan las tasas de mortalidad y morbilidad.

En Colombia el sistema de vigilancia se im-
plementd desde el 2012 mediante la circu-
lar 045 de 2012 del Ministerios de Salud y
Proteccion Social se dio inicio la vigilancia
de las TAAS en el pais priorizando la mo-

nitorizacion de las infecciones asociadas a
dispositivos (20). Medellin fue una de las
primeras ciudades donde se elaboraron estos
estudios, para el 2011 el grupo GERMEN y
la Secretaria de Salud de Medellin realiz6 el
seguimiento a las entidades hospitalarias en-
contrandose que todas contaban con comité
de infecciones, conocian de las definiciones
de TAAS, poseian protocolos de higiene de
manos, ejercian precauciones de aislamien-
to y el 62,5 % tenian protocolo para el es-
tudio de brotes. En el Distrito de Bogota
el subsistema de vigilancia epidemioldgica
monitoriza las IAAS desde el afio 1998, se
reporta para el periodo 2012-2013 que hay
un aumento de los casos predominando las
infecciones del sitio quirurgico, seguida de
la ISTU asociada y no asociada al catéter.
También se resalta que para el 2013 las prin-
cipales infecciones asociadas a dispositivos
fueron la infeccion sintomatica del tracto
urinario asociada a catéter con 16,1 % la in-
feccion del torrente sanguineo asociada al
catéter con un 13,7 % y la neumonia aso-
ciada a ventilador con un 3,3 %, con unas
tasas que estan para infecciones del torrente
sanguineo asociada a catéter en 5,1 casos por
1000 dias dispositivo, infecciones urinarias
asociadas a catéter con 3,9 casos por 1000
dias dispositivo y por ultimo la neumonia
asociada a ventilador en 3,6 casos por 1000
dias dispositivo (21).

Es por lo anteriormente dicho que como per-
sonal de la salud seguimos en la busqueda
constante de las causas de las infecciones,
sobre todo las asociadas al cuidado de la sa-
lud (IAAS), que nos permitan tomar medidas
y llevar a cabo planes de accion, de ahi a que
se hiciera una busqueda bibliografica acerca
de investigaciones que se hayan hecho refe-
rente a bacteriemias desde el afio 2006 hasta
el ano 2016, que nos permita conocer mas
acerca de ellas y por otra parte conocer el
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comportamiento que estan teniendo los mi-
croorganismos en la actualidad

Entre los diferentes estudios e investigacio-
nes realizadas acerca de este tema encontra-
mos:

Ministerio de sanidad y politica social (Espa-
na). Estudio IBEAS Prevalencia de efectos
adversos en hospitales de Latinoamérica es
el primer estudio realizado América del Sur
que tuvo como uno de sus objetivos mejorar
el conocimiento en relacion con la seguridad
del paciente, por medio de la aproximacion
a la magnitud, trascendencia e impacto de
los Efectos Adversos (EA) y al andlisis de
las caracteristicas de los pacientes y de la
asistencia que se asocian a la aparicion de
EA evitables. Tras la realizacion de este se
evidencid que los eventos adversos detecta-
dos estaban relacionados con los cuidados
en un 13,27 %, con el uso de la medicacion
en un 8,23 %, con la infeccidon nosocomial
en un 37,14 %, con algun procedimiento en
un 28,69 % y con el diagnostico en un 6,15
%. Asi como que los 5 eventos adversos mas
frecuentes fueron las neumonias nosocomia-
les (9,4 %), las infecciones de herida quirtr-
gica (8,2 %), ulceras por presion (7,2 %),
otras complicaciones relacionadas con inter-
vencion quirurgica o procedimiento (6,4 %)
y sepsis o bacteriemia (5 %), acumulando
un total del 36,2 % de los EA identificados.
Como una de las conclusiones se obtuvo la
necesidad de establecer estrategias dirigidas
a la minimizacion de la infeccién nosoco-
mial, que constituye el conjunto de EA mas
prevalente identificado en el estudio (22).

Hernandez J., Garcia E., Hernandez A., Can-
teras M., J Herrero., Cascales E., et al reali-
zaron un estudio observacional retrospecti-
vo denominado Bacteriemias en un hospital
de segundo nivel: Estudio epidemioldgico,
andlisis de factores pronosticos asociados a

mortalidad y estimacion de su coste econo-
mico, Murcia, Espafia, 2013 cuyo objetivo
fue analizar una cohorte de pacientes con
bacteriemia ingresados en un hospital de se-
gundo nivel: determinar las caracteristicas
epidemioldgicas y los factores asociados a
mortalidad y estimar su coste, en el que se
concluyo que la gravedad de la enfermedad
de base, el tratamiento antibiotico empirico
inadecuado y la necesidad de hemodialisis
durante el proceso clinico son los principales
factores pronosticos de mortalidad en nues-
tra cohorte de pacientes con bacteriemia
(23).

Lizaso D., Aguilera K., Correa M, Yantorno
M. L., Cuitiflo M, Pérez L., et al realizaron
una investigacion descriptiva, prospectiva 'y
longitudinal llamada Epidemiologia y facto-
res de riesgo de mortalidad de las bacterie-
mias intrahospitalarias por bacilos gramne-
gativos, La Plata, Argentina, 2008, que tuvo
como objetivo describir la epidemiologia del
hospital, identificar los factores predictores
de mortalidad y analizar la relacion entre un
aumento de esta letalidad y una terapia anti-
microbiana empirica inadecuada en pacien-
tes hospitalizados con bacteriemia por BGN,
se pudo concluir que la elevada mortalidad
de los pacientes internados con bacteriemias
por BGN se asocid con foco de alta mortali-
dad e internacién en UCI (24).

Molina F.J., Diaz C.A., Barrera L., De La
Rosa G., Dennise R., Duefias C., Granadosg
M., et llevaron a cabo un subestudio de una
cohorte prospectiva recolectada en 10 hos-
pitales el cual denominaron Perfil micro-
biologico de la Infecciones en Unidades de
Cuidados Intensivos de Colombia (EPISEP-
SIS Colombia), Colombia, 2011, siendo el
objetivo de este determinar la prevalencia
de los microorganismos en las principales
infecciones tratadas en las unidades de cui-
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dados intensivos (UCI) del pais; en el que se
concluyo que la neumonia fue la infeccion
mas frecuente independientemente del sitio
de adquisicion. E. coli fue el patdogeno mas
prevalente, excepto en las infecciones pul-
monares adquiridas en UCI, donde lo fue S.
aureus (25).

Londofio JR, Macias ICO, Ochoa FLJ, reali-
zaron una investigacion en la ciudad de Me-
dellin que tiene por titulo Factores de riesgo
asociados a infecciones por bacterias multi-
rresistentes derivadas de la atencion en salud
en una institucion hospitalaria de la ciudad
de Medellin 2011-2014, este estudio de tipo
retrospectivo tuvo por objetivo establecer
los factores de riesgo clinicos relacionados
con infecciones asociadas a la atencion en
salud (IAAS) por bacterias multirresisten-
tes (GMR) y pudo concluir que los factores
de riesgo encontrados son similares a los de
la literatura internacional, excepto la edad,
también que permiti6 identificar los factores
de riesgo para las principales IAAS en gene-
ral y no discriminadas por tipo de infeccion
o germen (26).

Martinez E. B, Hernandez C, Pallaresa C,
Pacheco R, Hurtado K, Recaldee M. reali-
zaron un estudio descriptivo en la ciudad de
Cali que denominaron “Frecuencia de aisla-
mientos microbiologicos y perfil de resisten-
cia bacteriana en 13 clinicas y hospitales de
alta complejidad en Santiago de Cali — Co-
lombia” (27), el objetivo fue presentar el
comportamiento de la microbiologia y per-
files de resistencia a los antimicrobianos, de
las principales bacterias gram-negativas y
gram-positivas de interés intrahospitalario,
de este se pudo concluir que existen altas
prevalencias de resistencia a los antimicro-
bianos en la regidn; se requiere fortalecer
estrategias de vigilancia, prevencion y con-
trol de la resistencia bacteriana en ambientes
hospitalarios y de la comunidad.

En Manizales no se han realizado estudios
especificos que describan los hallazgos en
bacteriemias. Existe un antecedente en el
cual participé una institucion de salud de la
ciudad en un estudio multicéntrico interna-
cional donde se encontrd que la tasa de bac-
teriemia asociada a catéter fue 4,8 por 1000
dias de catéter central (28).

En la clinica de mediana complejidad en
la que se realiza la presente investigacion
es una institucion de salud que ha realiza-
do avances en su politica de seguridad del
paciente y, sobre todo la relacionada con la
prevencion y el control de infecciones por
medio de la consolidacion de un equipo ope-
rativo interdisciplinario altamente entrenado
para la vigilancia, prevencion y manejo de
este evento. Asi mismo con el desarrollo de
estrategias de fomento de la cultura de la se-
guridad, como lo son las rondas de seguridad
por parte de la epideiologa y la experta en
enfermedades infecciosas, los cronogramas
de capacitacion a los trabajadores de salud
incluyendo los médicos especialistas.

Igualmente, por medio de la adquisicion de
tecnologia que les permite reducir tiempos
y movimientos para el cuidado de los pa-
cientes. En este caso, la adquisicion de los
apositos transparentes de poliuretano, la in-
troduccion de los antisepticos con base en
Clorhexidina y clorhexidina alcohdlica, que
han demostrado cientificamente las venta-
jas sobre otros antisepticos, lo que permitid
cambiar en los protocolos la indicacion de la
asepsia, tambien la introduccidn del paquete
de ropa especifico para la instalacion de los
catéteres centrales y el material propio de los
catéteres intravenosos.

La Clinica desarrolla las estrategias de vigi-
lancia validadas internacinalmente, dirigidas
a las IAAS, el consumo de antibioticos y la
resistencia bacteiriana.
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Prueba de lo anterior son los archivos de an-
tecedentes, los boletines epidemiologicos,
los analisis de la resistencia bacteriana, entre
otros muchos. El impacto es la reduccion de
las tasas de resistencia en hospitalizacion, la
reduccion del nimero de bacteriemias aso-
ciadas al uso de catéter central y de las neu-
monias asociadas a la ventilacién mecanica.

MARCO TEORICO

La seguridad del paciente es un reto a nivel
mundial que ha llevado a que numerosos
paises se reunan en pro de esta. En el 2004
se realizé la creacion de una alianza interna-
cional enfocada a mejorar la seguridad del
paciente con el programa “Una Atencion
Limpia es una Atencién Mas Segura” que
abarca aspectos relacionados con higiene de
las manos, seguridad de las inyecciones, de
las intervenciones quirurgicas, el uso de la
sangre en las transfusiones y el entorno asis-
tencial. Su tema principal es el de las infec-
ciones relacionadas con la atencion en salud
producida a nivel mundial, que se encuen-
tran entre las principales causas de muerte
e incremento de la morbilidad en pacientes
hospitalizados.

El programa busca contribuir en la reduc-
cion de estas infecciones y lograr el reco-
nocimiento universal de que su control es
una base indispensable para la seguridad del
paciente. Apoyando a este programa se in-
augur6 una campafa llamada “Salve Vidas:
Limpiese las Manos” que se ha enfocado en
sensibilizar a los trabajadores de la salud,
acerca de la necesidad e importancia de que
mejoren y mantengan las practicas de higie-
ne de las manos de una manera correcta. Sin
embargo y a pesar de las numerosas cam-
panas que se han hecho seguimos teniendo
falencias y es por ello que en el afio 2013 se

celebro la Conferencia Mundial de Promo-
cion de la Salud en Helsinki, Finlandia, de
esta se llego a la conclusion de la necesidad
de poner la salud en todas las politicas con
el fin de que se cumplan por parte del per-
sonal de salud y de los diferentes entes que
competan.

En Colombia el Ministerio de Proteccion
Social y Salud cre6é como herramientas pa-
quetes instrucciones que facilitan al personal
de salud llevar a cabo la seguridad del pa-
ciente. Estos estan basados en el modelo pe-
dagogico del aprendizaje basado en proble-
mas (ABP) que consiste en empezar con el
problema como punto de partida del estudio,
pero no con el objetivo de dar una respues-
ta sino con la finalidad de generar conoci-
miento y soluciones permanentemente, para
ello se utiliza el protocolo de Londres, el
cual permite hacer una analisis completo del
problema mediante el andlisis de las fallas
latentes, fallas activas y practicas seguras,
permitiendo identificar las falencias en ese
proceso de atencion y llevar a cabo planes
de accidén que propicien un mejoramiento
continuo (4).

BACTERIEMIAS

Segun el CDC de Atlanta se define bacte-
riemia como la presencia de bacterias en el
torrente sanguineo, esta conforma un sindro-
me clinico complejo y en constante trans-
formacion que ocasiona una importante y
creciente morbimortalidad, por lo cual es un
evento de interés en salud publica, ya que
impacta de manera significativa en diferen-
tes tasas de incidencia (29).

Se pueden clasificar en:

Segun su origen:
. Bacteriemias primarias o de origen
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desconocido: son aquellas en las que
no se determina la infeccion de origen
causante de la misma (29).

. Bacteriemias secundarias: se caracte-
rizan por que su desarrollo es secunda-
rio a una infeccién localizada y docu-
mentada microbioldégicamente con el
mismo microorganismo aislado en el
hemocultivo (30).

Por otra parte, podemos clasificar las bac-
teriemias segun el lugar de adquisicion que
permiten tener una orientacion en cuanto a la
etiologia, en esta podemos encontrar:

1.  La bacteriemia adquirida en la co-
munidad (BAC): Se define como
aquella que se adquiere en la comu-
nidad y es detectada en las primeras
48 horas de hospitalizacion. El origen
mas frecuente es la infeccion del tracto
urinario seguido de la neumonia y de
la infeccion intra-abdominal (31).

2. La bacteriemia asociada a la aten-
cion en salud (BAAS): se¢ define
como aquella que se adquiere en la
institucion hospitalaria, es decir, no
estaba presente, ni en incubacion, an-
tes del ingreso del paciente. En gene-
ral, se manifiestan a partir de 48 horas
tras el ingreso (31) (32).

3.  La bacteriemia relacionada con los
cuidados de salud extrahospitala-
rios: tiene lugar en aquellos pacientes
que no estando hospitalizados han te-
nido un contacto reciente con el sis-
tema de salud en tratamientos ambu-
latorios, portadores de sonda vesical,
pacientes en hemodidlisis, entre otros

31).

Para la adecuada identificacion del pacien-

te con bacteriemia se precisa de realizar una
adecuada toma de muestra por parte del per-
sonal de salud y conocer la definicion y los
criterios dados por el CDC de Atlanta, los
cuales son:

Bacteriemia primaria confirmada por el la-
boratorio (33)

Debe cumplir al menos uno de los siguientes
criterios:

Criterio 1: En el hemocultivo se ha ais-
lado un microorganismo sin relacion
con cualquier otro foco infeccioso.

Criterio 2: El paciente tiene al me-
nos uno de los siguientes sintomas o
signos: fiebre (>38°C), escalofrios o
hipotension y al menos uno de los si-
guientes:

a)  En dos hemocultivos que no se han
practicado simultdneamente se ha ais-
lado el mismo contaminante habitual
de la piel (p. Ej. diphteroides, Bacillus
sp., Propionibacterium sp., estafiloco-
cos coagulasa negativo 0 micrococos)
sin relacién con ningln otro foco in-
feccioso.

b) En un hemocultivo practicado a un
paciente portador de una canula in-
travascular se ha aislado un contami-
nante habitual de la piel (diphteroides,
Bacillus sp., Propionibacterium sp.,
estafilococos coagulasa negativo o mi-
crococos) y el médico ha prescrito el
tratamiento antibidtico pertinente.

¢)  Resultado positivo de una prueba para
la deteccion de antigenos en sangre
(p. Ej. Haemophilus influenzae, Strep-
tococcus pneumoniae, Neisseria me-
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ningitidis o Streptococcus grupo B) y
los signos y sintomas y resultados de
laboratorio positivos no se relacionan
con otro foco infeccioso (33).

SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA BAC-
TERIANA

Se puede definir como sensibilidad la propie-
dad de una cepa bacteriana de ser inhibida en
su crecimiento o destruida por la accion de
un antibidtico. Segun la OMS La resistencia
a los antimicrobianos es la resistencia de un
microorganismo a un medicamento antimi-
crobiano al que originalmente era vulnerable
(34).

Tipos de Resistencia

. Natural: La resistencia natural es la
resistencia propia de determinada bac-
teria, es decir siempre ha tenido esto
codificado en su informacion genética.

. Primaria: Locus del DNA que aparece
al azar (Mutacion).

. Secundaria: Se da por mutaciones es-
pontaneas y seleccion natural.

. Transferible: Es debido a bacteriofa-
gos, plasmidos de resistencia o a la
presencia de material genético en el
medio (transduccién, conjugacion y
transformacion).

Segun el tipo de resistencia podemos en-
contrar bacterias con:

. Multirresistencia: Resistencia adqui-
rida por diferentes clases de microor-
ganismos patogenos debido a muta-
ciones al azar o adquirida por medio
de plasmidos, fagos o integrones. Las

bacterias multirresistentes son capaces
de sobrevivir a la accion de diferentes
antimicrobianos, es decir, no hace nin-
gun efecto contra ellas siendo muchos
tratamientos antibidticos poco eficaces
para controlar infecciones (35).

. Panresistencia: Segun el Doctor John
Conly es un nuevo tipo de resisten-
cia que se ha comprobado en diferen-
tes tipos de bacterias, estas producen
una enzima denominada NDM1 (New
Delhi metallo-beta-lactamase) cuya
fabricacion esta codificada por un gen
denominado NDM-1 que les confiere
una resistencia a todos los antibidticos
por lo cual en la actualidad no hay nin-
guna terapia capaz de tratar las infec-
ciones causadas por estos microorga-
nismos (35).

MECANISMOS DE RESISTENCIA

. Inactivaciéon enzimdtica: La enzima
destruye o neutraliza el medicamento,
es la mas importante desde el punto
de vista clinico ya que media la resis-
tencia antibidtica a los antibidticos de
mayor uso incluyendo los betalactami-
cos, los aminoglucoésidos y los macro-
lidos. Puede ser constitutiva, es decir,
que la bacteria ha heredado la capaci-
dad de producir la enzima por si sola;
o inducible que se produce cuando hay
antibioticos en el medio en el que se
encuentra (36).

. Alteracion de la permeabilidad: En la
membrana celular las bacterias tienen
porinas, la bacteria cierra estas porinas
alterando la entrada y salida de sustan-
cias, por lo que el antibidtico no pue-
de llegar y causar efecto en la misma
(36).
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. Eflujo activo: Las bacterias que tienen
este mecanismo de resistencia expul-
san activamente los antibidticos fuera
de la célula (36).

. Alteracion del sitio de ligacion: Todo
antibidtico tiene un sitio especifico
para causar un efecto, al ser alterado
este sitio no se puede efectuar la liga-
cion por lo cual se torna ineficiente, se
genera una alteracion fisicoquimica ya
que también hay pérdida de la activi-
dad antimicrobiana (36).

. Mutacion de enzima blanco: Se alte-
ran genes gyrA y gyrB que codifican
la girasa blanco esto se observa princi-
palmente en Gram negativos, y mutan
genes parC y parE que codifican topoi-
somerasa [V blanco en Gram positivos
(36).

. Alteraciones en los precursores de la
pared celular: Se produce un engrosa-
miento de la pared celular y disminu-
cion del entrecruzamiento del peptido-
glicano, lo cual genera falsos blancos
(36).

ANTIMICROBIANOS
Dentro de este grupo podemos encontrar:

Bacteriostaticos: Son capaces de detener el
crecimiento, en ellos encontramos:

. Sulfamidas

. Clindamicina

. Macroélidos

. Tetraciclinas

. Cloramfenicol: Para la Neisserias me-
ningitidis y H. influenzae es bacterici-
da.

Bactericidas: Tienen la capacidad de destruir
una poblacién microbiana, dentro de este
grupo podemos encontrar:

B-lactamicos

. Penicilinas

. Cefalosporinas

. Carbapénicos

. Monobactamicos
* Aminoglucoésidos
Glicopéptidos:

. Vancomicina

. Teicoplanina

* Quinolonas
* Fosfocina.

METODOLOGIA PROPUESTA

Tipo Estudio: estudio de cohorte prospec-
tiva.

Poblacion: total de hemocultivos positivos
durante el periodo junio 2011 hasta junio
2015

Muestra: 118 casos con reportes de hemo-
cultivos positivos.

Criterios Inclusion:

. Informacién del paciente completa y
registrada en la base de datos.
. Diagnosticos de bacteriemia que cum-

plieron con los criterios propuestos por
el CDC de Atlanta, para bacteriemia.

Criterios Exclusion:

. Casos con reportes de hemocultivos
positivos que no se encuentron dentro
de las fechas establecidas.

. Hemocultivos con reporte positivo de
germen comensal de la piel que fueran
contaminantes.
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. Casos clinicos que tuvieran informa- ¢ Resistencia sensibilidad
cion incompleta . Dispositivos intravasculares (centrales
o perifericos)
Variables: . Tipo de bacteriemia (primaria o secun-
daria)
. Edad . Origen bacteremia o localizacion (Co-
. Sexo munitaria/ asociada a la atencion en
. Comorbilidad asociada salud)
. Hospitalizacion previa (< a 3 meses) . Condicion de egreso (vivo-muerto)
. Infecciones remotas . Dias exceso de estancia
. Microorganismo . Antibioticoterapia previa.
. Servicio
Variable Deﬁnlc}on ope- Tlpg de va- vae.:l 'c!e Valoies R Meétodo de Reco-
racional riable medicion leccion
- i Masculino =1
Sexo Sexq del pa Cualitativa Nominal . Historia clinica
ciente Femenino =2
Edad del pa-
Edad ciente en afios | Cuantitativa Escala Ninguno Historia clinica
cumplidos
15-20 afios adoles-
centes =1
21-34 afos adulto
Edad del pa- joven =2
Grupos de Edad | ciente en afios | Cuantitativa Ordinal N [ Historia clinica
cumplidos 35-59 afios adulto
maduro =3
>60 afios adulto
mayo =4
Bl=1
Servicio de B2=2
estancia del B3=3
Servicio paciente duran- | Cualitativa Nominal B4=4 Historia clinica
te el periodo de UCI=5
hospitalizacion URG=6
Qx=7
Presencia de
Enfermedades Si=1
de base que
Presen.c.I ade pr.esenta el Cualitativa Nominal Historia Clinica
comorbilidades | paciente en el
. momento del‘ No=2
ingreso a hospi-
talizacion
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Tipo de comor-

Tipo de En-
fermedades de
base que pre-

i senta el pacien- Cualitativa Nominal
bilidades
te en el momen-
to del ingreso a
hospitalizacion
Hospitalizacio-
Hospitalizacio- | nes anteriores al o .
P . . Cualitativa Nominal
nes previas ingreso meno-
res a 3 meses
Antecedentes
g de terapia an-
Antibidtico e . . .
. . tibidtica previa | Cualitativa Nominal
terapia previa S
a la hospitaliza-
cion
. Periodo de es-
Rango dias de .
exceso en la tancia en el hos-
. . pital posterior Cuantitativa Ordinal
estancia hospi- .
. a bacteriemia
talaria . . .
intrahospitalaria
Dias adiciona-
les de estancia
Dias de exceso | en el hospital
en la estancia posterior a Cuantitativa Escala
Hospitalaria diagnostico
de bacteriemia
intrahospitalaria
. Presencia de
Presencia de . ..
. o dispositivos du- o .
dispositivos . Cualitativa Nominal
. . rante la estancia
invasivos . .
hospitalaria
Tipo de Dispo-
. . sitivos que se
Tipo de Dispo- le oner?al .
sitivos invasi- ep ap Cualitativa Nominal
vos ciente al ingreso

o durante la
hospitalizacion

INNOVACION EN EL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

Diabetes Mellitus,
Hipertension Arte-
rial, insuficiencia
renal cronica,
insuficiencia renal
aguda, hipotiroidis-
mos, enfermedad
coronaria, inmu-
nosupresion (por
Cancer, Virus de

Inmunodeficiencia
Humana, esteroi-
des)
Si=1
No=2
Si=1
No=2
<7 dias =1
7-10 dias =2
10-15 dias =3
>15 dias =4
0 dias=5
Ninguno
Si=1
No=2

Catéter Venoso
Central (CVC) =1

Sonda Vesical
(SV)=2

Catéter Venoso Pe-
riférico (CVP)=3

Historia clinica

Historia clinica

Historia clinica

Historia clinica

Historia clinica

Historia clinica

Historia Clinica
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Recoleccion de la Informacion:

. Se realizd recoleccion de datos re-
trospectivamente, tomando la base de
datos del laboratorio, vinculada al sof-
tware WHONET 5.6.

. Consulta de las historias clinicas de
los casos con hemocultivos positivos.
Durante la recoleccion de la informa-
cion se tuvo en cuenta los siguientes
criterios:

- La bacteriemia se determino deacuer-
do a los criterios propuestos por del
CDC de atlanta.

- En cuanto a las comorbilidades se tuvo
en cuenta aquellas mas prevalentes,
las cuales se han recolectado de los
antecedentes sobre bacteriemia a nivel
internacional, nacional y local, entre
ellas se va atener en cuenta: Diabetes
mellitus e inmunosupresion (inmuno-
supresion debida a: tratamientos con
corticoesteroides, terapia biologica,
pacentes oncologicos, con VIH, tras-
pantes, asplenia).

Analisis de la Informacion:

Datos procesados en programa de SPSSS
version 18. En el que se realizé analisis a
través de estadistica descriptiva frecuencial
con gréficos de barras y de pareto. Se realiz
analisis multivariado a través de escalamien-
to Optimo, mediante analisis de correspon-
dencias multiples y razones de probabilidad
(OR).

MARCO ETICO

Esta investigacion se acoge a la Resolucion
8430 de 1993 (37), norma cientifica, técnica
y administrativa para la investigacion en sa-
lud en Colombia; por la cual se establece el
desarrollo de la actividad investigativa y las

acciones que contribuyan al conocimiento
de los procesos bioldgicos, asi como la pro-
teccion de la privacidad del individuo o su-
jeto de la investigacion. Ademas, estaremos
sujetos a los principios de bioética y la ley
911 de 2004 (38), ya que a lo largo de este
proceso se respetara la dignidad de las pers-
nas, se protegera la privacidad, sus derechos
y bienestar, también se soporta en la ley 841
de 2003 puesto que es en beneficio de los
seres humanos y sin detrimento de los eco-
sistemas, ademas mejora los procedimientos
diagnosticos y terapéuticos, también la com-
prension de la etiologia y patogenia de las
enfermedades. Estara clasificada como una
investigacion de riesgo minimo, ya que para
la recoleccion de datos se utilizard una base
de datos de la institucion donde se realizara
la investigacion (39).

Para garantizar los principios bioéticos de la
autonomia, beneficencia y no maleficencia
se guardara el secreto profesional y no se di-
vulgaran los datos privados de los pacientes
fuera del ambito de la investigacion.

RESULTADOS

Caracterizacion sociodemografica de los
pacientes con bacteriemia

El nimero total de paciente que presentaron
bacteriemia y que cumplieron con los crite-
rios de inclusion fueron 80 pacientes (68 %)
de los 118 casos en total, de estos pacientes
con bacteriemia el 44 % fueron hombres y el
56 % mujeres. Tabla 1- figura 1.
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Tabla 1: Distribucion por género y presencia de bacteriemia

. Presencia de bacteriemia
Sexo del paciente
.. Total
Con bacteriemia Sin bacteriemia
Recuento 24 59
Hombre
% 44 % 63 % 50 %
Recuento 14 59
Mujer
% 56 % 37 % 50 %
Recuento 38 118
Total
% 100 % 100 % 100 %
50 iz,

30

Recuento

20

10

Hombre

B Con bacteriemia

Mujer

Sexo del paciente

Figura 1: Hombres y mujeres con bacteriemia

Al realizar el recuento total de hombres y
mujeres con bacteriemia positiva se observa
que el 43,75 % son hombres con una media
de edad de 55 afios y el 56,25 % mujeres con
una media de edad de 63 afos (tabla 2,3).
Por otra parte, en el servicio de hospitaliza-
cion bloque 1, se encontrd que de los pacien-
tes con bacteriemias positivas el 50 % eran
hombres con una media de edad de 50 afios
y el 50 % mujeres con una media de edad
de 63 anos. En el servicio de hospitaliza-

cion bloque 2, los hombres representan el
36,36 % con una media de edad de 46 afios
mientras las mujeres forman parte del 63,63
% con una media de edad de 52 afos. En el
servicio de hospitalizacion bloque 3, el 50
% son hombres con una media de edad de
90 afios y las mujeres un 50 % con media
de 75 anos. En el servicio de hospitalizacion
bloque 4 se encuentra que 28,57 % con hom-
bres con una media de edad de 71 afios y las
mujeres el 71,52 % con media de edad de 66
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afos. En la UTI el servicio con méas mues-
tras positivas para bacteriemia, se evidencia
que el 55.88 % son hombres con una media
de edad de 53 anos mientras el 44,12 % son
mujeres con una media de edad de 67 afos.

En el servicio de URG se muestra que los
hombres representan 25 % con una media de
Edad de 64 afios, mientras las mujeres repre-
sentan el 75 % con una media de edad de 62
afos (tabla 3).

Tabla 2: Edad media de Hombres y mujeres con presencia de bacteriemia.

Sexo del paciente Edad Media
Hombre 55 61
Mujer 63 65

Tabla 3: Edad media de Hombres y mujeres con presencia de bacteriemia por servicios.

Servicio donde Sexo del paciente
realizaron toma Hombre Mujer
de muestras . ., Y
Desviacion Desviacion
Media tipica Recuento Media tipica Recuento
B1 Edad 50 17 5 63 19 5
B2 Edad 46 18 4 52 15 7
B3 Edad 90 . 1 75 . 1
B4 Edad 71 7 2 66 12 5
UCI Edad 53 21 19 67 15 15
URG | Edad 64 5 4 62 14 12
Qx Edad . . 0 . . 0
Subtotal | Edad 55 19 35 63 15 45

De los pacientes que presentaron bacterie-
mia sin hacer la discriminacién por lugar
de adquisicion de la bacteriemia encontra-
mos que de los 80 pacientes con bacteriemia
positiva el 75 % de ellos presentaron una o
varias de las siguientes comorbilidades. En
primer lugar se encuentra la hipertension ar-
terial presentada en el 50 % de los pacientes
positivos para bacteriemia, seguida del hipo-

tiroidismos en un 21 % de los pacientes, la
Diabetes Mellitus en el 20 %, insuficiencia
renal cronica con un 19 %, inmunosupresion
por CA con un 16 %, pacientes con enfer-
medad coronaria que representan el 13 %,
pacientes con enfermedad obstructiva cro-
nica 5 %, inmunosupresion por esteroides 4
%, pacientes con VIH que representan el 1
% (Figura 2).
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Comorbilidades Total % del N de la columna

Hipertension Arterial 50%
Hipotiroidismo 21%
Diabetes Mellitus 20%
Insuficiencia Renal Cronica 19%
Inmunosupresion por CA 16%

Enfermedad coronaria

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Inmunosupresion por esteroides
Insuficiencia Renal Aguda
Inmunosipresion por VIH

Comorbilidades (antecedentes personales)

Figura 2: Comorbilidades de los
pacientes con bacteriemias.
En la siguiente tabla de contingencia encon-
tramos los pacientes con bacteriemia posi-
tiva discriminada por lugar de adquisicion:
bacteriemia adquirida en la comunidad,
Infeccion asociada a la atencion en salud
(IAAS) y extra-hospitalaria (en otra institu-

13%

5%

4%
4%
1%

75%

cién) que presentaron una o mas comorbili-
dades, se observa que de los pacientes que
adquirieron la bacteriemia en la comunidad
el 73 % de ellos presentaron comorbilidades,
en los pacientes que adquirieron la infeccion
asociada a la atencion en salud (IAAS) el 78
% tenian una o mas comorbilidades de base
y el los pacientes que adquirieron la bacte-

riemia de manera extra-hospitalaria el 71 % presentaba comorbilidades (tabla4).
Tabla 4: Comorbilidades en los pacientes con bacteriemia segiin lugar de Adquisicion.

Lugar de adquisicion de la bacteriemia (Comunitaria, IAAS o
Extra-hospitalaria)
e Infeccion asocia- | Extra-hospitala-
Adquirida en la Y c ot
Total comunidad da a la atencion | ria (en otra insti-
Comorbilidades en salud (IAAS) tucion)
% del % del % del
Recuen- | % del N de Re- N de Re- N dela Re- N dela
to la columna | cuento | la co- | cuento | colum- | cuento | colum-
lumna na na
Comorbilidades | i 60 75 % 27 73 % 28 78 % 5 71 %
(antecedentes perso-
nales) No 20 25% 10 27% 8 22% 2 29%
Diabetes Mellitus Si 16 20 % 7 19 % 5 14 % 4 57 %
Hipertension Ar- | Si 40 50 % 17 46 % 20 56 % 3 43 %
terial No 40 50 % 20 54 % 16 44 % 4 57 %
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Insuficiencia Renal | Si 15 19 % 7 19 % 7 19 % 1 14 %
Croénica No 65 81 % 30 81 % 29 81 % 6 86 %
Insuficiencia Renal Si 3 4% 2 5% 1 3% 0 0%
Aguda No 77 96 % 35 95 % 35 97 % 7 100 %
Si 17 21% 7 19 % 7 19 % 3 43 9%
Hipotiroidismo
No 63 79 % 30 81 % 29 81 % 4 57%
Enfermedad coro- | Si 10 13 % 6 16 % 2 6% 2 29 %
naria No 70 88 % 31 84 % 34 94 9% 5 71 %
Inmunosupresion | Si 13 16 % 7 19 % 6 17 % 0 0%
por CA No 67 84 % 30 81 % 30 83 % 7 100 %
Inmunosupresion Si 3 4% 1 3% 2 6% 0 0%
por esteroides No 77 96 % 36 97 % 34 94 % 7 100 %
Inmunosupresién Si 1 1 % 0 0 % 1 3 % 0 0 %
por VIH No 79 99 % 37 100 % 35 97 % 7 100 %
Enfermedad pul- | Si 4 5% 3 8% 1 3% 0 0%
monar obstructiva
cronica No 76 95 % 34 92 % 35 97 % 7,00 100 %

Tras la identificacion de los pacientes con
bacteriemia se realizd un cruce de las va-
riables entre el servicio donde se realizaron
las tomas de muestras con los pacientes que
presentaban bacteriemias y los que no la pre-
sentaron informacion ilustrada en la tabla 5.
Se puede observar que el servicio donde més
se realizaron tomas de muestra fue el servi-
cio de la UTI con 52 muestras, de las cuales
el 65 % son pacientes con cultivos positi-
vos para bacteriemia que ademas cumplen
con los requisitos de bacteriemia positiva.

Seguida de esta se encuentra el servicio de
urgencias del cual se realizaron 21 toma de
cultivos de los cuales el 76 % fueron positi-
vos para paciente con bacteriemia. En tercer
lugar, se encuentra el servicio de hospitaliza-
cion Bloque 2 en el cuales realizaron en total
16 tomas de muestras de las cuales el 69 %
resultaron positivos para pacientes con bac-
teriemia. Se observa un total de 118 mues-
tras tomadas de las cuales 80 que represen-
tan el 68 % resultaron positivas en pacientes
con bacteriemia.

.. ) Presencia de bacteriemia
Servicio donde realizaron toma de muestras . Total
Con bacteriemia Con ba.cterle- Sin bacteriemia
mia
Recuento 10 3 13
B1 % dentro de Servicio donde realiza-
° N g 77 % 23 % 100 %
ron tomad e muestras
Recuento 11 5 16
B2 o . .
% dentro de Servicio donde realiza 69 % 319 100 %
ron toma de muestras
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Recuento 2 2 4
B3 0 ici iza-
% dentro de Servicio donde realiza 50 % 50 % 100 %
ron toma de muestras
Recuento 7 3 10
B4 % dentro de Servicio donde realiza-
ron toma de muestras 70 % 30% 100 %
Recuento 34 18 52
UCI 0 ici iza-
% dentro de Servicio donde realiza 65 % 359, 100 %
ron toma de muestras
Recuento 16 5 21
URG 0 ici iza-
% dentro de Servicio donde realiza 76 % 249, 100 %
ron toma de muestras
Recuento 0 2 2
X o . P
Q % dentro de Servicio donde realiza 0% 100 % 100 %
ron toma de muestras
Total Recuento 80 38 118
5 - P
% dentro de Servicio donde realiza 68 % 329 100 %
ron toma de muestras

Tabla 5: Toma de muestra por servicios / Presencia de bacteriemia.

De las 80 muestras positivas para bacteriemia se encuentra que la UCI representa el 42.5 %
(34 muestras), urgencias el 20 % (16 muestras), servicios de hospitalizacion Bloque 2 con
13.8 % (11 muestras), Bloque 1 con 7 % muestras (10 muestras), Bloque 4 con el 8.8 % (7
muestras) y Bloque 3 con 2,5 %

Figura 3: Porcentaje de muestras por servicios.

Servicio donde realizaron tomade muestras

r T T T T T
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0%
Porcentaje
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Se hace importante ademas conocer en los
pacientes si presentaron hospitalizaciones
previas (< 3 meses) pues ayudard a deter-
minar si la bacteriemia fue adquirida en la
comunidad, asociada a la atencion en salud
o de manera extra hospitalaria (en otra insti-
tucion) y antibioticoterapia previas pues per-
mitird determinar posibles resistencias anti-
bidticas o la efectividad de los tratamientos
empiricos. En esta tabla de contingencia se
realizd un cruce entre las siguientes varia-
bles: lugar de adquisicion de la bacteriemia,
tipo de bacteriemia (primaria/secundaria),
hospitalizacion previa (<3 meses), antibio-
ticoterapia previa. Se evidencia que de los
pacientes con bacteriemia positiva presenta-
ron hospitalizacion previa el 46 % de los pa-
cientes que la adquirieron en la comunidad,
el 34 % de los que la presentaron Asociada
a la Atencion en salud y el 20 % de los que
la adquirieron de manera Extra- hospitalaria.

Por otra parte, de los pacientes que presen-
taron bacteriemia primaria el 54 % de ellos
tuvieron hospitalizacion previa, y los pa-
cientes con bacteriemia secundaria el 46 %
presentaron hospitalizacion previa (tabla 6).

Otra variable importante a evaluar fue la
antibioticoterapia previa en la que se evi-
denciaron los siguientes hallazgos: de los
pacientes con bacteriemia positiva recibie-
ron antibioticaterapia previa el 42 % de los
pacientes que la Adquirieron en la Comuni-
dad, el 48 % de los pacientes con infeccion
asociada a la atencion en salud y el 11 % de
los pacientes que la adquirieron de forma
Extra-hospitalaria. Y segun el tipo de bac-
teriemia el 60 % con bacteriemia primaria
recibid antibioticoterapia previa, asi como el
40 % de los pacientes con bacteriemia Se-
cundaria (tabla 6).

Tabla 6: lugar de adquisicion de la bacteriemia vs hospitalizacion (< 3 meses) y Antibioti-

coterapia previa.
Hospitalizacion previa (<3
meses) Antibioticoterapia previa
Cruces Si No Si No
Recuento| % | Recuento| % | Recuento| % | Recuento| %
Adguirida en la 16 |46%| 21 |47% | 27 | 42% 10 | 67%
comunidad
Lugar de Infeccion
adquisicién dela | ,50ciada ala 12 |34%| 24 |53%| 31 | 48% 5 33%
bacteriemia atencion en salud
(Comunitaria,
TAAS o Extrahospitalaria
extrahospitalaria) (en otra 7 20% 0 0% 7 11% 0 0%
institucion)
Sin criterio 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Tipo de Primaria 19 54% 28 62% 39 60% 8 53%
bacteriemia Secundaria 16 | 46% 17 38% | 26 40% 7 47%

Por otra parte, se encontr6 que en los pacien-
tes que presentaron uno o mas dispositivos
invasivos que el 55 % tenia Catéter Venoso
Central (CVC), el 43 % Sonda Vesical (SV)
y el 34 % catéter Venoso periférico) y en me-

nor porcentaje encontramos el Catéter peri-
toneal en el 3 %, catéter JJ el 1 %, Catéter
peridural 1 % y dispositivos extra-hospitala-
rios como fue la sonda vesical el 1 %.
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Dispositivos invasivos

Catéter venoso central [ NN 55%
Sonda vesical [N 43%
Catéter venoso periférico _ 34%

Catéter peritoneal ] 3%
Catéter JJ || 1%
Catéter peridural | 1%
Dispositivo extrahospitalario (SV) I 1%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 4: Dispositivos invasivos en pacientes con bacteriemia.

Los pacientes que son diagnosticados con bacteriemia generan el aumento en los dias de
estancia hospitalaria; en el presente estudio se cuantifico desde que el paciente fue diagnos-
ticado con bacteriemia hasta su alta hospitalaria. Se identifico que el 38,8 % de los pacien-
tes tuvieron menos de 7 dias exceso en su estancia hospitalaria, el 26,3 % presentaron una

rango de dias de exceso mayor a 15 dias de  dia de exceso de estancia hospitalaria ya sea
estancia hospitalaria, el 12,5 % tuvieron un  porque fueron dados de alta o por posible
exceso de estancia hospitalaria >10-15 dias, = mortalidad (Figura 5).

el 11,3 % un rango de exceso de estancia en-

tre 7- 10 dias y el 16 % no tuvieron ningun

40,0%

30,0%

20,0%

Porcentaje

10,0%]

0,0%=

Minguno =10-15

Rango dias de exceso

Figura 5: Rango dias de exceso
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En cuanto a la mortalidad cabe aclarar que podria estar asociada a la bacteriemia misma o

debido a las condiciones hemodindmicas del paciente que desencadenaron en la muerte, a

través de la figura se puede observar que el 80

% (64 pacientes) de los pacientes egresaron

en condicion de vivos, mientras que el 20 % (16 pacientes) fallecieron antes de su egreso
hospitalario. El servicio que mas mortalidad presento fue el servicio de UTI con 69 % de
muertes y a la vez con el nimero mas alto de egresos vivos del 36 % del total de la poblacion

con bacteriemia por servicios (figura 6, tabla 7)

Condicién
de egreso
{vivo /
muerto)

M vivo
M ruerto

Figura 6: mortalidad en el total de pacientes identificados con bacteriemia

Tabla 7: Condicién de egreso segun el servicio

de hospitalizacion.

Servicio don- Condicion de egreso (vivo / muerto)
de realiza- Vivo Muerto
LU % del N de la % del N de Ia co-
muestras Recuento Recuento
columna lumna
B1 10 16 % 0 0 %
B2 11 17 % 0 0 %
B3 1 2 % 1 6 %
B4 6 9 % 1 6 %
UCI 23 36 % 11 69 %
URG 13 20 % 19 %
Qx 0 0 % 0 0 %

Asi mismo se hace importante ilustrar las
condiciones de egreso de los pacientes en
funcion del servicio donde se encontraban
y el lugar de adquisicion de la bacteriemia.

Se observo que el servicio que mas mortali-
dad presenta es la UCI, tanto en aquellos pa-
cientes que adquirieron la bacteriemia en la
comunidad como aquellos que presentaron
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infeccion asociada a la atencion en salud. En total se presentaron en este servicio 11 muertes,
de las cuales 6 fueron asociadas a la atencidn en salud y 5 bacteriemias adquiridas en la co-
munidad, cabe aclarar que estas pueden ser asociadas a las bacteriemias o a las condiciones
hemodindmicas que presentaba el paciente. (Tabla 8).

Lugar de
adquisi-
cion de la
bacterie-
mia (Co-
munitaria,
IAAS o
Extra-hos-
pitalaria)

Servicio donde realizaron toma de muestras

B1 B2 B3 B4 UCI | URG Qx

. Recuento 6 5 0 2 5 11 0
Condi- Vi
.. .z ivo
ﬁdq“‘:" cion de % de la fila 1(30 100%| 0% | 67% | 50% | 92% | 0%
aenla | egreso o
comuni- | (vivo/ Recuento 0 0 1 1 5 1 0
dad muer- | Muer- 100
to) to %delafila| 0% 0% o 33% | 50 % 8 % 0%
o
., Condi- Recuento 3 5 0 3 16 1 0
Infeccion cionde | Vi
R ivo
aioclada egreso % de la fila 1(30 100% | 0% [ 100% | 73% | 33 % 0%
- (]
alaaten-| ooy
conen | o er- | Muer- | Recuento 0 0 0 0 6 2 0
lud
salu to) to | o%delafila| 0% | 0% | 0% | 0% | 27% | 67% | 0%
Ex- Condi- Recuento 1 1 1 1 2 1 0
tra-hos- | cion de | Vivo 100 100
pitalaria | egreso % de la fila % 100 % 9% 100 % | 100% | 100% | 0%
(enotra | (vivo/
institu- | muer- | Muer- | Recuento 0 0 0 0 0 0 0
cion) to) to % de la fila 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Tabla 8: mortalidad por servicios y lugar de adquisicion de la bacteriemia.

Razones de Posibilidad (OR)

Unidad de Atencion OR IC (95 %)
UCI 1,75 1,01-3,04

B1 1,06 0,0-2,0

B2 1,06 0,0-2,0

B3 0,00 0,0-1,0

B4 1,06 0,0-2,0

URG 0,60 0,0-1,0

Tabla 9: Razones de Posibilidad (OR) segin unidades de atencion

Se estimaron los valores de los OR (Odds
Ratio) para establecer el comparativo entre
Unidades de Atencion Hospitalaria de forma
retrospectiva, frente a la posibilidad de ad-
quirir Bacteriemia por exposicion a alguno

de estos. Se encontrd un valor significativo
entorno en la UCI (OR=1,75), a diferencia
de los otros servicios, indicando que la posi-
bilidad de adquisicion de Bacteriemia por un
paciente expuesto en dicho servicio es 1,75
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veces mas probable que para los que no es-
tan expuestos al mismo. Cabe aclarar que no
existieron OR significativos para los demas
servicios, indicando la posibilidad de facto-
res protectores frente a la adquisicion de la
Bacteriemia.

M1 Analisis de Correspondencias Multi-
ples

Para el siguiente analisis se procedi6 a apli-
car la técnica multivariada de escalamiento
optimo llamada andlisis de correspondencias
multiples (HOMALS - Homogenity Analy-
sis) que tiene como objetivo ilustrar las co-
rrespondencias o posibles asociaciones en
términos descriptivos mediante puntuacio-
nes por categorias haciendo reduccion de di-
mensiones. Esta técnica pretende visualizar
en sintesis los comportamientos de las varia-
bles frente a las cercanias de puntuaciones
por cada nivel (solo Variables nominales y
ordinales) y en conjunto, frente a un grafico
de discriminacion que ilustra la posible co-

rrelacion o correspondencia entre las varia-
bles en conjunto. No obstante, en el presente
trabajo se encontré un modelo fiable para la
reduccion de las variables (Ver tabla M1-5).

En la tabla siguiente (Tabla M1.1), represen-
ta las puntuaciones por categorias dentro de
las coordenadas del centro de las dos dimen-
siones reducidas. La respectiva descripcion
es con base en a la correspondencia de los
puntajes las coordenadas de la variable Pre-
sencia de bacteriemia en el nivel Con bac-
teriemia (dim 1 = -0,676; dim 2 = -0,041).
Se encontrd correspondencia con la variable
Lugar de adquisicion de la bacteriemia en la
primera dimension en los niveles: Infeccion
asociada a la atencién en salud (-0,623), y
en Adquirida en la comunidad (-0,740). Adi-
cionalmente se ubicd una correspondencia
en la segunda dimension en Servicio donde
realizaron toma de muestras, en B2 (-0,029).
En la figura M1-2 se aprecian las cercanias
de dichas coordenadas.
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Tabla: M1.1

Coordenadas . .
de centroide Distancias respecto
Preguntas Frecuencia | Dimensién presencia Bacteriemia
1 2 Dist. dim1 | Dist. dim2
Bl 13 0361 | 0,650 0315 0,691
B2 16 -0,036 | -0,029 0,640 0,012
B3 4 0.682 | 1,331 1.358 1,372
Servicio donde realizaron
toma de muestras B4 10 0,081 | 0,031 0,594 0,072
uct 52 0.104 | -0,780 0,780 0,739
URG 21 -0.345 | 1,230 0,331 1,271
Qx 2 2.596 | 0,546 3,272 0,587
Adquiridaen la
comunidad 37 -0,740 | 0,902 0,064 0,943
Infeccion asociada a

Lugar de adquisicién dela | la atencion en salud 36 0,623 | -1,131 0,053 1.090

bacteriemia (Comunitaria, ’ )

TAAS o Extra-hospitalaria) Exira-hospitalaria

(en otra institucion) 7 -0,608 | 0,582 0,068 0,623
Sin criterio 38 1,423 | 0,086 2,098 0,127
Presencia de Con bacteriemia 80 0,676 | -0,041 0,000 0,000
bacteriemia Sin bacteriemia 38 1.423 | 0,086 2,098 0,127

Diagrama conjunto de puntos de categorias

Lugar de adquisicion de la
bacteriemia (Cmunitaria,
IAAS o extrahospitalaria)
1,57 B3 Presencia de bacteriemia
URG - Servicio donde realizaron
- tomade muestras
—Adquirida en la comy
1,0 q i¥iva S
B1
- Qx
- ; . -
0,57 Extrahospitalaria (e
o™
= ; P
ey da Sin bacteriemia
‘o Con bacteriemia -
c 00 [ k\ Sireriterio
@
£ B2
[=]
-0,5-1
ucli
-
-1,0-Infeccién asociada a
-—
-1,57
] ] 1
-1 ] 1 2 3

Dimension 1

MNarmalizacidn principal por variable.

Figura 7: Diagrama conjunto de puntos por categorias.
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Para la tabla M1-3 se aprecian las medidas
de discriminacion. Dichas medidas preten-
den visualizar correspondencias en torno a
las variables, pero no dentro de sus niveles.
Lo que se pretende es mediante un grafico
verificar posibles asociaciones en torno a
un conjunto de variables. Entre mas lejos se
encuentre del origen del plano normalizado
los puntos que representan variables dentro
del diagrama de discriminacion, indica ma-
yor poder dentro de la reducciéon de dimen-

siones. De acuerdo a eso, la variable Lugar
de adquisicion, es la que posee mayor poder
discriminador (0,82), y analizando las coor-
denadas alrededor de las demas variables, se
aprecia que en la dimension 1 Presencia de
bacteriemia corresponde al Lugar de adqui-
sicion (dim1=0,96), no obstante, se ilustra
que Presencia de bacteriemia no correspon-
de ni se asocia en ninguna dimension con
Servicio donde realizaron toma de muestras
(puntajes distintos)

Medidas de discriminacion
p Dimension
reguntas 1 ) Media
Servicio donde realizaron toma
de muestras 0,17 0,65 0.41
Lugar de adquisicion de la bac-
teriemia (Comunitaria, IAAS o 0,96 0,67 0,82
extra-hospitalaria)
Presencia de bacteriemia 0,96 0,00 0,48
Total activo 2,10 1,32 1,71
% de la varianza 69,87 44,00 56,94

Medidas de discriminacion

Servicio donde reali

0,6+

0,4

Dimension 2

0.2

Lugar de adquisicion

Presencia de bacteri
&

T
04

T T T
06 038 10

Dimensién 1

Normalizacion principal por variable.

Figura: M1-4
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Tabla: M1-5

. y Alfa de Varianza explicada
Dimension Total (Au- . % de la
Cronbach Inercia .

tovalores) varianza

1 0,78 2,10 0,70 69,87

2 0,36 1,32 0,44 44,00

Total 3,42 1,14
Media 0,62 1,71 0,57 56,94

Patron de ocurrencia

Los microorganismos mas prevalentes en
los pacientes con bacteriemia con cultivos
positivos se evidencia claramente que la
Escherechia coli es uno de ms microorga-
nismos mas prevalentes representando en el

17.50 % de los casos, seguido de la Pseu-
domonas aeruginosa que representa el 11,25
%, el Staphylococcus aureus en el 8.75 %
de las muestras positivas y la Klembsiella
pneumonie 8,75 %, Serratia Marcescens 7.5
%, Klembsiella pneumonie ESBL 7,50 %
de los casos, Enterobacter cloacae en el 5 %.

Escherichia colr

Pseudomonas aeruginosar
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae

Serratia marcescen:

Klebsiella pneumoniae ESBL"
Enterobacter cloacae
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecali
Escherichia coli ESBL’
Streptococcus pneumoniae=
Staphylococcus hominis subespr
Aeromonas hydrophila arupor
Klebsiella oxytocar

Enterobacter agglomerans grupo’
Citrobacter freundii comple:
Streptococcus agalactiae (Grup
Stenotrophomonas (X.) mattophi
Staphylococcus schleiferi subes
Staphylococcus haesmolyticu:
Salmonella/Arizonar

Microorganismo aislado en sangre

Pasteurella aerogenes
Listeria monocytogene:
Klebsiella oxytoca ESBL:

Acinetobacter Iwoffii

T T T
10,0% 15,0% 20,0%

Porcentaje

Figura 8: porcentajes de microorganismos en los pacientes con bacteriemia.
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Microorganismo aislado en 7o del N
Recuento de la co-

sangre lumna
Escherichia coli 14 18 %
Pseudomonas aeruginosa 9 11 %
Klebsiella pneumoniae 7 9%
Staphylococcus aureus 7 9%
Klebsiella pneumoniae ESBL 6 8%
Serratia marcescens 6 8%
Enterobacter cloacae 4 5%
Staphylococcus epidermidis 4 5%
Enterococcus faecalis 3 4 %
Aeromonas hydrophila grupo 2 3%
Escherichia coli ESBL 2 3%
Staphylococcus hominis subesp 2 3%
Streptococcus pneumoniae= 2 3%
Acinetobacter Iwolffii 1 1 %
Citrobacter freundii complex 1 1 %
Enterobacter agglomerans gru- 1 1%

po
Klebsiella oxytoca | 1 %
Klebsiella oxytoca ESBL 1 1 %
Listeria monocytogenes 1 1%
Pasteurella aerogenes 1 1%
Salmonella/Arizona 1 1%
Staphylococcus haemolyticus 1 1%
Staphylococcus schleiferi sube 1 1%
Stenotrophomonas (X.) malto- 1 1 %
phi

Streptococcus agalactiae (Grup) 1 1 %

Tabla 10: Microorganismos en los pacientes con bacteriemias.
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Servicio
Enterobacter cioacae{ ] ot
Escherichia colf l¢] HOE 0 EgEp 4] tomade
Pseudomonas aeruginosa-] Io] | [ g muestras
Staphylococcus hominis subesp|___ 2] We
Aeromonas hydrophila grupo| :EE HB2
Staphylococcus epidermidisT :E]:.] O3
Kiebsielia pneumoniae ES‘B E Eé‘
Staphylococcus aureu: 2] [ T Hurc
Kiebsietla preumoniae|— BT TSR Hox
Enterococcus faecalis| _I:]_..
Serratia marcescens

Kiebsiella oxytoca
Escherichia coli ESBL

Citrobacter freundii comple:
Streptococcus pneumoniae=
Streptococcus agalactiae (Grup,
Stenotrophomonas (X.) maitophf

Microorganismo aislado en sangre

Stanhvk T A
3]

lyticus
SalmonellafArizona
Pasteureila aerogene
Listeria monocytogene.

) T T T T T T T T T T T T T T T

Recuento

Figura 8.1: microorganismos prevalentes por servicios.

Se puede observar en la figura 9.1 que el  bacterias presenta es la Unidad de Cuidados
mocoorganismo mas prevalente en los ser- intensivos (UCI).
vicios es la E.coli y que el servicio que mas

PERFIL DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS.

E. coli UCI

Ampicilina/Sulbactam mi :
@ Gentamicina SERPRI7 g3
é Cefepima =10 8% 1

?.E Cefiriaxona M) ST
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Figura 9: Perfil de resistencia E. coli UCI
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Figura 10: MIC (mcg/mL)

Segun los datos obtenidos se encuentra una
alta resistencia a Trimetroprima/Sulfame-
toxazol 51,7 %, seguido por Ampicilina/
Sulbactam y Cirprofloxacina; estas dos tam-
bién nos muestran una sensibilidad interme-
dia siendo mayor en Ampicilina/Sulbactam,
también se demuestra que hay una sensibi-
lidad del 100 % a carbapenemicos de am-
plio espectro, en cuanto a la concentracion
inhibitoria minica de Trimetroprima /Sulfa-
metoxazol tiene una sensibilidad a concen-

traciones de 2 mcg/mL (48.3 %) y 4 mcg/mL
(51.7 %); es importante resaltar que la con-
centracion inhibitoria minima para carbape-
nemicos de amplio espectro es 1 mcg/mL,
excepto para Ertapenem donde un pequefio
porcentaje (13,3 %) muestra que es sensible
a concentraciones de 2 mcg/mL. En general
encontramos una sensibilidad a la mayoria
de antibioticos a bajas concentraciones (fi-
gura 9, 10).
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Figura 11: Perfil de resistencia E. coli No UCI
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Figura 12: MIC (mcg/mL)

Se encontro resistencia a Trimetoprima/Sul-
fametoxazol (40,5 %), Ampicilna/Sulbactam
(30,4 %), Ciprofloxacina (29,4 %) y Genta-
micina (16,3 %), en mayor proporcioén que
Aztreonam, Cefepima, Cefotaxima (9,2 %)y
Cefalosporinas de tercera generacion en los
servicios no UCI de la institucion, también
se registra una sensibilidad intermedia de un
porcentaje significativo (23 %) a Ampicili-
na/Sulbactam, se evidencia que Trimetropri-
ma/Sulfametoxazol tiene una sensibilidad a

concentraciones de 2 mcg/mL (59,5 %) y 4
mcg/mL (40,5 %); mientras que Ampicilina/
Sulbactam registra sensibilidad a mayores
concentraciones, es de importancia resaltar
que unicamente un pequeflo porcentaje (8,5
%) registran sensibilidad a concentraciones
de 64 mcg/mL Cefotaxima y Ceftriaxona ya
que estos antibioticos son de la familia de las
cefalosporinas los cuales llegan a ser mas es-
tables ante muchas -lactamasas bacterianas
(figura 11, 12).
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Figura 13: Perfil de resistencia Pseudomonas aeruginosa UCI
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Figura 14: MIC (mcg/mL)

Segun los datos obtenidos se encuentra una
resistencia del 65,5 % a Ceftazidima y del
44,4 % a Imipenem, valores que nos pone
a reflexionar sobre el uso de antibioticos de
amplio espectro, que en el caso de Ceftazidi-
ma es uno de los ltimos antibidticos a usar
en el tratamiento de una infeccion; por otro
lado se evidencia una sensibilidad interme-
dia para Piperacilina/Tazobactam (10,3 %) y
abordando la concentraciéon minima inhibi-
toria los hallazgos muestran que un alto por-

centaje (65,5 %) es sensible a Ceftazidima
a una concentracion de 32 mcg/mL, al igual
que el 20,7 % a Cefepima en la misma con-
centracion exponiendo una resistencia a ce-
falosporinas, sin embargo se encuentra una
sensibilidad alta (86.2 %) a concentraciones
bajas (1 mcg/mL) de Ciprofloxacina; es de
importancia resaltar que hay un pequefio
porcentaje que también es sensible a bajas
concentraciones de Ceftazidima e Imipenem
(figura 13, 14).
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Figura 15: Perfil de resistencia Pseudomonas aeruginosa No UCI
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Figura 16: MIC (mcg/mL)

Se encontrd una sensibilidad intermedia en
todos los antibidticos analizados excepto a
Amikacina, una resistencia significativa a
Ceftazidima (52,5 %) y Cefepima (30,0 %),
no se registra una resistencia a Imipenem
sin embargo se encontrd que en este hay una
mayor sensibilidad intermedia (14,3 %); se
encuentra también una sensibilidad elevada

a fluoroquinolonas y carbapenemasas como
Meropenem. Cabe resaltar que se registra
una concentracion minima inhibitoria eleva-
da (32 mcg/mL) en Ceftazidima (52,5 %),
Cefepima (30,0 %) y en un pequefio porcen-
taje (5,0 %) Piperacilina/Tazobactam, en el
cual el 20 % fue sensible a una concentra-
cion de 128 meg/mL (figuras 15,16).
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Figura 17: Perfil de resistencia Klebsiella Pneumoniae UCI



PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA * FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD * UNIVERSIDAD LIBRE PEREIRA

Aztreonam

Ceftriaxona

I~

Ampicilina/Sulbactam
Ciprofloxacina
Piperacilina/Tazobactam
Meropenem

Ertapenem

0 10% 20% 30%

x

40% 50% 60% 70% 80% 90%

100%

Hl W2 m4 w8 W16 W32 W64 W128 W256 W >256

Figura 18: MIC (mcg/mL)

Segun los datos analizados se observa una
resistencia a Cefepima (47,1 %) seguido por
Aztreonam y cefalosporinas como Cefota-
xima y Ceftriaxona, también se encuentra
resistencia a fluoroquinolonas, se evidencia
una sensibilidad del 100 % a carbapenema-
sas; la MIC de Cefepima fluctua entre 4mcg/
mL (55,9 %), 8 mcg/mL (8,8 %) y 32 mcg/
mL (35,3 %) siendo estos datos similares a

la MIC para Aztreonam excepto a una con-
centracion de 8 mecg/mL en donde se registra
casi el doble (14,7 %). En el caso de las car-
bapenemasas la concentracion minima inhi-
bitoria es 1 mcg/mL excepto para Ertapenem
en donde se hallé que el 17,6 % es sensible
auna concentracion de 2 mcg/mL (figura 17,
18).
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Figura 19: Perfil de resistencia Klebsiella Pneumoniae No UCI
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De acuerdo al andlisis realizado se obtuvo
una mayor resistencia a Ampicilina/Sulbac-
tam seguida por Trimetoprima/Sulfametoxa-
zol y Cefepima, encontrando en la primera
un sensibilidad intermedia del 11,1 %, se re-
gistra también una resistencia baja (19,4 %)
a cefalosporinas y betalactamicos, también
se evidencia una minima resistencia (9,7 %)
a algunas carbapenemasas, es de importan-

cia resaltar que se observa una sensibilidad
intermedia (9,7 %) a Amikacina. Se eviden-
cia un MIC para Ampicilina/Sulbactam de
8 mcg/mL (59,3 %) y para Trimetroprima/
Sulfametoxazol de 128 mcg/mL siendo este
un MIC elevado comparado con el resto de
antibioticos analizados que reportan MIC
bajos entre 1 mcg/mL y 6 mcg/mL (figura
19, 20).
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Figura 21: Perfil de resistencia Staphylococcus aureus UCI
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De acuerdo al estudio realizado los antibidti-
cos que registraron mayor resistencia fueron
oxacilina (35,8 %) y tetraciclina (31,5 %),
este también tiene una sensibilidad interme-
dia de 1,9 % y se evidencia una sensibilidad
total a vancomicina y daptomicina. En cuan-
to a la concentracion minima inhibitoria el
62 % oxacilina registra una concentracion de
0,25 mecg/ml, al igual que el 3 % a vanco-
micina, antibidticos con gentamicina y tetra-
ciclina evidencian altos porcentajes que son
sensibles a una concentracion de 4mcg/ml,
también se observa una sensibilidad a la eri-
tromicina, trimetroprima/ sulfametoxxazol y
daptomicina pero en altas concentraciones
(Figura 23,24).

DISCUSION

Los estudios investigativos realizados en
Colombia sobre las bacteriemias y las in-
fecciones asociadas a la atencioén en salud
han sido pocos, lo que genera la necesidad y

pertinencia de la generacion de estudios que
permitan analizar las situaciones en Salud,
en las diferentes complejidades, que puedan
aportar con base en los resultados y la evi-
dencia cientifica a la proyeccion de acciones
de mejora que potencien la calidad y la segu-
ridad en la atencidn a los pacientes.

A nivel de latino América el primer estudio
que se ha realizado ha sido el estudio IBEAS
Prevalencia de efectos adversos en hospi-
tales de Latinoamérica, este estudio que se
realizd en 5 paises latino americanos per-
mitid identificar los diez principales causas
de eventos adversos dentro de los cuales se
encontrd que las infecciones asociadas a la
atencion en salud ocupan el principal lugar
representando el 37,14 % , dentro de este
porcentaje se observd que el 5 % fueron
bacteriemias, de las cuales el 2,23 % fueron
asociadas a la atencion en salud (22). En el
presente estudio de los 118 casos con hemo-
cultivos positivos el 67,79 % fueron pacien-
tes que cumplieron los criterios para bacte-
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riemia, teniendo a la poblacion utilizada para
el estudio se evidencia un alto porcentaje de
adquisicion de bacteriemia.

En un estudio realizado en Espafia la inci-
dencia a nivel global de las bacteriemias fue
de 0.85 % por cada 1000 habitantes/afio y de
31,15 % episodios por cada 1000 ingresos/
afios. Por otra parte, la media de edad fue
de 69 anos, dentro de los cuales los hombres
representaron el 59 % de la poblacion de es-
tudio (23). Mientras que en la presente in-
vestigacion al realizar el recuento total entre
hombres y mujeres con bacteriemia positiva
se observo que el 43,75 % eran hombres con
una media de edad de 55 anos y el 56,25 %
mujeres con una media de edad de 63 afos.
Los pacientes del estudio realizado a nivel
internacional se caracterizaron por presen-
tar Hipertension Arterial 50 %, dislipidemia
49,3 %, obesidad 36,6 %, Diabetes Mellitus
32 % y el habito tabaquico 20,3 %, mientras
que en la presente investigacion se observo
que la Hipertension Arterial se presentd en
el 50 % de los pacientes, seguida del hipoti-
roidismo 21 %, Diabetes Mellitus 20 %, in-
suficiencia Renal Crénica 19 %, inmunosu-
presion por CAenel 16 % de los pacientes.
Se puede observar que la hipertension y la
diabetes Mellitus es prevalente en pacientes
que han adquirido bacteriemia.

Por otra parte, segun el lugar de adquisi-
cion de la bacteriemia se encuentra a nivel
internacional, en la investigacion realizada
en Espaiia, que el 55 % fueron bacteriemias
comunitarias, 16 % asociadas a los cuidados
sanitarios y 29 % nosocomiales (23). En el
estudio que se realizd en la clinica de me-
diana complejidad de Manizales se encontro
que de los 80 pacientes positivos para bacte-
riemia en cuanto al lugar de adquisicion se
encontro que el 46,25 % fueron bacteriemias
adquirida en la comunidad, 45 % bacterie-

mia como Infeccidon asociada a la atencion
en salud y en menor medida la extra hospita-
laria 8,75 % (adquirida en otra institucién).

En cuanto a la mortalidad de los pacientes
en un estudio se evidencio que la mortali-
dad global fue del 24,3 %, de los pacientes
con bacteriemia de origen nosocomial fue
del 48,7 %, de las asociadas a los cuidados
sanitarios del 29,4 % y de las comunitarias
del 16,4 % (23). Mientras que la presente in-
vestigacion se dio una mortalidad global del
20 % de las cuales el 50 % fueron pacientes
con bacteriemias asociadas a la atencion en
salud, mientras el otro 50 % eran pacientes
que adquirieron la bacteriemia en la comuni-
dad. Se puede evidenciar que la mortalidad
global y la mortalidad asociada a pacientes
con bacteriemia en los dos estudios se en-
cuentran con valores similares.

Por otra parte, a través de la técnica multiva-
riada de escalamiento optimo llamada Ana-
lisis de correspondencias multiples (HO-
MALS - Homogenity Analysis), mediante la
Razon de probabilidad (OR) permite afirmar
que los pacientes que ingresan al servicio de
UCI tienen 1,75 mas probabilidades de ad-
quirir una bacteriemia que aquellos pacien-
tes que se encuentran en otros servicios. Asi
mismo mediante esta técnica se evidencid
que el adquirir la bacteriemia depende mas
del lugar de adquisicion de la misma que del
servicio donde estuvo el paciente, ya que
este segun su estado hemodindmico puede
estar en varios servicios durante la hospitali-
zacion, esta afirmacion puede ser evidencia-
da mediante las figuras 7 y figura M1-4.

Frente a la caracterizacion microbioldgica
de la institucion se encontr6 que los microor-
ganismos aislados con frecuencia en hemo-
cultivos fueron Escherichia coli (17,50 %),
Pseudomonas aeruginosa (11,25 %), Kleb-
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siella pneuomniae (8,75 %) y Staphylococ-
cus aureus (8,75 %) y en una menor propor-
cion Pasteurella aerogenes, (1,25 %) Listeria
monocytogenes (1,25 %), Klebsiella oxytoca
ESBL (1,25 %), Acinetobacter lwofte (1,25
%). igual que en el estudio Bacteriemias en
un hospital de segundo nivel: Estudio epide-
miologico, analisis de factores pronosticos
asociados a mortalidad y estimacion de su
coste econdmico y la investigacion realiza-
da en Colombia Perfil microbiologico de la
Infecciones en Unidades de Cuidados Inten-
sivos de Colombia (EPISEPSIS Colombia)”
E. coli es la bacteria mas prevalente en esta
institucion (25).

Teniendo en cuenta la importancia de co-
nocer la resistencia de cada microorganis-
mo, encontramos que E. coli tanto en UCI
como en los demds servicios es resistente
sobre todo a antibidticos como Trimetopri-
ma/Sulfametoxazol, Ampicilina/Sulbactam,
Ciprofloxacina y Gentamicina; mostrando
una resistencia intermedia para Ampicilina/
Sulbactam en todos los servicios; en el estu-
dio Frecuencia de aislamientos microbiolo-
gicos y perfil de resistencia bacteriana en 13
clinicas y hospitales de alta complejidad en
Santiago de Cali — Colombia (27) se reporta
resistencia para ampicilina/sulbactam en pro-
medio 35 %, siendo ligeramente mayor (36
%) en UCI, sin embargo en este no se tienen
datos de una resistencia intermedia. Respec-
to a Pseudomonas aeruginosa encontramos
una resistencia del 65,5 % a Ceftazidima en
UCly en el resto de servicios una resistencia
menor (52,5 %), es de importancia resaltar
que en el servicio de UCI se registra una re-
sistencia del 44,4 % a Imipenem, mientras
que en el restante de servicios se registra una
sensibilidad intermedia del 14,3 %; en este
mismo servicio se encontrd una sensibili-
dad intermedia a Meropenem, Piperacilina/
Tazobactam, Ciprofloxacina, Cefepima y

Ceftazidima, Gnicamente Amicacina no tie-
ne una resistencia intermedia; la investiga-
cion realizada por Martinez EB, Hernandez
C, Pallaresa C, Pacheco R, Hurtado K, Re-
caldee M. Pseudomonas aeruginosa mostro
una resistencia promedio a carbapenémicos
en UCI, hospitalizacion y urgencias de 22 %
que en nuestro caso solo el servicio de UCI
supera por mucho este promedio.

En el caso de Klebsiella pneumoniae no se
registra sensibilidad intermedia en el servi-
cio de UCI, mientras que en otros servicios
se tiene una sensibilidad intermedia a Am-
picilina/Sulbactam y Amicacina, también se
evidencia una resistencia de 47,1 % a Ce-
fepima y del 44,4 % a Aztreonam, Cefotaxi-
ma, Ceftriaxona y Ceftazidima en el servicio
de UCI, en el resto de servicios quien reporta
mayor resistencia es Ampicilina/Sulbactam
seguido por Trimetoprima/Sulfametoxazol
y Cefepima, estos datos comparados con los
registrados por otros estudios muestran una
mayor resistencia a cefalosporinas de terce-
ra generacion (27).

En otros estudios realizados sobre las Bac-
teriemias en un hospital de segundo nivel:
Estudio epidemiologico, andlisis de factores
prondsticos asociados a mortalidad y esti-
macion de su coste econdmico encontramos
una resistencia de S. aureus a meticilina del
23 %, mientras que la investigacion hecha
en Colombia mostré un promedio de resis-
tencia del 38 % para oxacilina en UCI, sien-
do el promedio de esta resistencia menor en
nuestro caso 33,3 % en UCI y 35,8 % en el
resto de servicios (23, 27). Los resultados
obtenidos en nuestro estudio son coheren-
tes con otros encontrados al realizar la re-
vision bibliografica, sin embargo, podemos
evidenciar un incremento en el porcentaje de
resistencia de diferentes antibioticos, por lo
cual es importante revisar y analizar los tra-
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tamientos brindados a los pacientes ya que
estos influyen de manera directa en la varia-
cion en sensibilidad o resistencia de determi-
nados microorganismos.

CONCLUSIONES

- Los datos obtenidos permitieron es-
tablecer un panorama epidemioldgi-
co de las bacteriemias, determinando
que la poblacion de mayor riesgo
para adquirir una bacteriemia son las
del sexo femenino con una media de
edad de 63 afios, mientras en el mas-
culino la media de edad es de 55 afios
de edad. Sumado a ello se evidencia
que dentro de las tres principales co-
morbilidades (Hipertension arterial,
Diabetes Mellitus e hipotiroidismo),
en las mujeres hay mas prevalencia
de enfermedades de base en compa-
racion, de los hombres que las pre-
sentaron en menor medida.

- Apartir de esta investigacion se con-
cluye que el servicio de UCI conti-
nua siendo el de mayor incidencia
para este tipo de IAAS, frente a los
demas servicios; esta afirmacion
parte del calculo de la Razon de pro-
babilidad (OR). Por otra parte, me-
diante las medidas de discriminacion
realizadas a las diferentes variables,
se evidencid que las bacteriemias
dependen maés del lugar de adquisi-
cion de la misma, que del servicio
donde se tomo la muestra, ya que el
paciente segln su estado hemodina-
mico puede estar en varios servicios
durante la hospitalizacion.

- De acuerdo a los hallazgos se pudo
concluir que el microorganismo mas
prevalente es E. coli tanto en el ser-

vicio de UCI como en los demaés. Asi
mismo el perfil microbiologico de
la institucion es similar al de otros
estudios realizados; sin embargo, se
encontrd resistencia a multiples an-
tibioticos dentro de estos algunos de
amplio espectro como las cefalos-
porinas y los carbapenémicos, por
lo cual se debe analizar su uso, pues
estos deben ser la Gltima opcion te-
rapéutica en casos de tratamientos
especificos y no es aconsejable que
sean utilizados en tratamientos empi-
ricos, ya que pueden estar aumentan-
do la resistencia a los mismos.

RECOMENDACIONES

Fortalecer las técnicas de asepsia, las
normas de bioseguridad y de buenas
practicas frente a la seguridad del
paciente entre los profesionales de la
salud, con el fin no solo de reducir
posibles riesgos sino ademas con el
fin de brindar una calidad de vida a
los pacientes durante la estancia hos-
pitalaria.

Continuar con el seguimiento al per-
fil de resistencia y las IAAS, que ge-
neren trazabilidad para intervencion
posterior.

Establecer planes educativos con
jornadas de capacitacion y actualiza-
cion sobre uso de antibidticos y mi-
crobiologia.
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ANEXOS

ANEXO 1

Consentimiento informado

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

PROYECTO DE INVESTIGACION
“TERAPIA TRIPLE ESTANDAR COMO PRIMERA LINEA DE
TRATAMIENTO PARA LA ERRADICACION DE HELICOBACER PYLORI EN
PACIENTES DISPEPTICOS DEL EJE CAFETERO”

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS PACIENTES

FECHA:
YO he sido informado que:

La Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Libre de Pereira adelanta un proyecto
de investigacion denominado: “Terapia triple estandar como primera linea de tratamiento
para la erradicacion de Helicobacer pylori en pacientes dispépticos del Eje cafetero”

Helicobacter pylori es un microorganismo que puede causar diferentes enfermedades gas-
troduodenales; la infeccién por este microorganismo es muy frecuente en la poblacion en
general y para saber si un individuo presenta o no la infeccion por este microorganismo se
hace necesario realizar diferentes exdmenes clinicos y de laboratorio. El examen clinico es
realizado por médicos especialistas en Gastroenterologia (Gastroenter6logo) y consiste en el
estudio de los signos y sintomas gastricos complementado con endoscopia lo cual permite
observar el estado en que se encuentra el estbmago y a la vez permite extraer pequefias mues-
tras de 2 a 3 mm de tejido (biopsia).

El presente estudio tiene como objetivo cultivar la bacteria H. pylori de la biopsia gastrica
que tomara el gastroenterdlogo y con el resultado del cultivo poder clasificarlo como H. pylo-
ri positivo y el médico tratante decidira su tratamiento.

Por sus caracteristicas, se cataloga como una investigacion de riesgo minimo, donde se em-
plea toma de muestras clinicas que se practican de rutina en los centros de endoscopia. (Re-
solucion No. 008430 de 1993). En todo momento se procuraré el bienestar de la poblacion
objeto, por lo tanto, se tendra en cuenta las siguientes consideraciones éticas:

Respeto por la autonomia: Cada paciente por su estado de dispepsia, rutinariamente se le
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toma biopsia, lo hara el gastroenter6logo de la unidad de endoscopia quien informara del
procedimiento a los pacientes, quienes quedaran con pleno conocimiento de las implicacio-
nes, posibles riesgos o molestias y de los beneficios que pueden traer los resultados de dicha
investigacion y de la posibilidad de decidir no participar en el estudio. Anexo consentimiento
informado. Justicia o igualdad de trato a toda la poblacion.

Secreto profesional: la informacion que se obtendra durante el desarrollo de la investigacion
solo sera conocida con fines estrictamente académicos y cientificos, presentando los resulta-
dos de manera global.

Reserva sobre la identidad los pacientes participantes: Se mantendra en el anonimato la iden-
tidad de los pacientes que participen en el estudio. En ningtin caso se publicard la identidad
de los participantes. La informacién sera confidencial, con claro conocimiento de ello por
parte de los participantes.

El personal que participara en esta investigacion es: médicos especialistas en gastroenterolo-
gia quienes realizaran la toma de biopsias. Los gastroenterdlogos participantes en el estudio
tomaran dos biopsias una de antro y otra de cuerpo, que seran utilizadas para el cultivo y la
extraccion del ADN de la bacteria. Ademas, del analisis de resultados en el tratamiento y
erradicacion de la infeccion que seré el objetivo del proyecto macro de investigacion sera
har4 con el paciente una caracterizacion sociodemografica a través del seguimiento a los
factores asociados a su infeccion por H pylori en la etapa inicial, durante el tratamiento y
con el resultado histopatoldgico de la entidad promotora de salud. Si por alguna circunstan-
cia se presentara alguna complicacion en la realizacion del procedimiento endoscdpico, los
gastroenterdlogos se haran responsables por el manejo y tratamiento de las complicaciones.

Dos microbidlogos y dos bacteridlogas seran quienes procesen las biopsias para su cultivo,
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y pruebas moleculares.

El equipo de investigacion no se hace responsable de enfermedades o accidentes ajenos al
procedimiento de la toma de las biopsias que se hayan presentado antes, durante o después
que se termine la investigacion.

Los beneficios obtenidos de esta investigacion ampliaran el conocimiento epidemioldgico
y de tratamiento de la enfermedad gastroduodenal asociada a la infeccion por H. pylori, los
cuales seran aplicables a la poblacion del Eje cafetero. Los pacientes se beneficiaran al tener
un diagnostico definitivo por cultivo, si resultaran H. pylori positivos recibiran tratamiento
anti-Helicobacter gratuito consistente en terapia triple estandar (TTE) suministrado y super-
visado por los gastroenterdlogos participantes en la investigacion. Se hara un seguimiento
del paciente para establecer si la bacteria fue erradicada o no, condicion que serd demostrada
por métodos que no se realizan de rutina en el diagnostico de la infeccion por H. pylori (An-
tigenos de H. pylori en heces). Si persiste la infeccion se retratard con una segunda o tercera
linea de tratamiento suministrado en forma gratuita por el grupo investigador. Es deber del
paciente cumplir con el tratamiento instaurado por el gastroenterélogo y llevar un muestra
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de materia fecal después de 30 dias de terminado el tratamiento, en ningin momento en esta
investigacion se volvera a realizar la endoscopia. Si el gastroenterologo la sugiere debera
ser responsabilidad de la entidad de salud a la cual esta afiliado el paciente y que autorizo la
primera endoscopia.

Durante el desarrollo de esta investigacion se daran reportes parciales del avance de la in-
vestigacion, garantizando la privacidad de los resultados lo cual se hace extensivo a futuras
publicaciones.

Los participantes de esta investigacion lo hacen libremente, sin ninguna coaccion, podran
expresar su voluntad de retiro en el momento que asi lo deseen y su condicién de voluntario
terminard al concluir la demostracion del éxito o fracaso de la erradicacion de H. pylori. No
tendran remuneracion econdmica a cargo del equipo de investigacion y los costos del pro-
cedimiento endoscdpico seran por la entidad de salud que solicita el servicio. Los costos del
cultivo, tratamiento anti-Helicobacter, antibiograma, demostracion del éxito o fracaso de la
erradicacion de H. pylori seran asumidos por financiacion del proyecto de investigacion.

El paciente o su representante legal tendran la posibilidad durante este estudio y después
del mismo de formular todas las preguntas que crean convenientes sobre el tema y que estas
seran contestadas satisfactoriamente por el gastroenterélogo cuando sus inquietudes sean
relacionadas con la parte clinica y del procedimiento endoscopico; cuando las inquietudes
sean acerca de los procedimientos de laboratorio podra comunicarse con los investigadores
principales de cada institucion Adalucy Alvarez Aldana al teléfono 3148141454 docente de
la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad libre seccional Pereira y Jorge Javier
Santacruz Ibarra al teléfono 3162455397 docente de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Tecnologica de Pereira”.

Durante el desarrollo de la investigacion habra una supervision del Comité de Bioética de la
Universidad Tecnologica de Pereira.

Por todo lo anterior he quedado informado y acepto participar en el proyecto de investiga-
cion: “Terapia triple estandar como primera linea de tratamiento para la erradicacion de Heli-
cobacer pylori en pacientes dispépticos del Eje cafetero” que adelanta la Facultad de Ciencias
de la Salud de la Universidad libre seccional Pereira y la la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Tecnologica de Pereira.

Tendré¢ la posibilidad, durante este estudio y después de éste, de formular todas las preguntas
que crean convenientes sobre el tema y que estas sean contestadas satisfactoriamente.

Tendré total garantia de confidencialidad sobre la informacion comunicada a los investigado-
res y entendi de manera satisfactoria las explicaciones que me dieron.
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FIRMA Y CEDULA DEL PACIENTE FIRMAY CEDULA DEL TESTIGO

DIRECCION Y TELEFONO DIRECCION TELEFONO
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ANEXO 2

Aval del comité de bioética

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA o
' COMITE DE BIOETICA CBE_UIP

Unvwersdad lecadl
e Perriny w aol

Selo: ORIGINAL Cédigo: CBE-SYR232016 Pagina: 1de 1

Pereira, 13 de Octubre de 2017

Sefior
Jorge Javier Santa Cruz
Investigador Principal

El Comité de Bioética de la UTP ( CBE-UTP) considera que no es necesario
modificar el aval dado al proyecto “Terapia triple estandar como primera linea
de tratamiento para la erradicacion de Helicobacter pylorien pacientes
dispépticos del Eje cafetero”, segun acta No.16, punto 03, numeral 27 del 12 de
septiembre de 2016, con cddigo CBE-SYR-162016, porque no se hace ningln
cambio sustancial al proyecto, sino que simplemente se incrementa el tamafio de
la muestra, lo cual fortalece la investigacion.
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Carlos Alberto Isaza Mejia
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