Estudio de la resistencia de Helicobacter pylori
a los antimicrobianos e implicaciones en las
terapias de erradicacién

Alba Alicia Trespalacios Rangel
2011




Imagen de la portada tomada de:

http://2.bp.blogspot.com/_7enbddCH32E/S8k1ReVIDxI/AAAAAAAAAEg/ec5gC6_4548/s1600/helicobacter_eng20copy%5B1%5D.
jpg. Tomado el 11 de junio de 2011. 3:23 p.m. Imagen con autorizacion para ser copiada.



PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

FACULTAD DE CIENCIAS

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Estudio de la resistencia de Helicobacter pylori a los antimicrobianos e

implicaciones en las terapias de erradicacion

ALBA ALICIA TRESPALACIOS RANGEL
TESIS DOCTORAL

Presentado como requisito parcial para otorgar el titulo de:

Doctor en Ciencias Bioldgicas

BOGOTA D.C; 2011



NOTA DE ADVERTENCIA

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos
emitidos por sus alumnos en sus trabajos de tesis. Solo
velara por que no se publique nada contrario al dogma y a la
moral catdlica y por que las tesis no contengan ataques
personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas

el anhelo de buscar la verdad y la justicia”

Articulo 23 de la Resolucion N° 13 de julio de 1946.



Estudio de la resistencia de Helicobacter pylori a los antimicrobianos e
implicaciones en las terapias de erradicacion

ALBA ALICIA TRESPALACIOS RANGEL

APROBADO

N /
/ = <} /{,-(/ w
ol A ES—————
/ Jorge Eduardo Caminos. PhD Dr. William Otero Regino. MD.
Director Codirector

. -' |,
i oA

-‘_____H_.--' 1 ¥
)
Dr. Mauricio Corredor. PhD Dr. José Antonio Costoya. MD. PhD
Jurado Jurado

-7

f/'//‘."/'/

Dr. Hugo Diez Ortega. PhD Dr. Luis Alberto Gémez. PhD

Jurado Jurado
Dr. Oscar Oliveros Garay. PhD
Jurado
Dra. Ingrid Schuler, Biol. PhD Dr. Manuel Antonio Franco, MD, PhD
Decana Académica Director de Postgrado

Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias



Contenido

Introduccion

Objetivos

Capitulo 1

Capitulo 2

Capitulo 3

Capitulo 4

Capitulo 5

Anexo 1
Conclusiones
Lista de
publicaciones y

presentaciones en
congresos

Abreviaturas

Marco teorico.

Resistencia de H. pylori a metronidazol, claritromicina y amoxicilina
en pacientes colombianos.

Mutaciones en los genes 23S rRNA y gyrA relacionadas con
resistencia de H. pylori a levofloxacina y claritromicina

Deteccion de resistencia a claritromicina y levofloxacina por ASP-
PCR

Determinacion de la eficacia de la terapia triple clasica y la terapia
triple con levofloxacina.

Consentimiento informado

11

15

48

50

89

137

174

176

179

183



Introducciéon y planteamiento del
problema



Introduccion y planteamiento del problema

Helicobacter pylori (H. pylori) es uno de los principales patdégenos con el cual la
humanidad, ha mantenido una estrecha relacion desde hace aproximadamente
58000 afios, mucho antes de que se iniciaran las migraciones humanas desde el
Africa oriental, con las cuales este microorganismo fue diseminado hacia otras
regiones del mundo (Falush et al., 2003). H. pylori afecta a cerca de dos tercios de
la poblacion mundial y su prevalencia esta fuertemente relacionada con las
condiciones socioecondmicas (Goodwin et al., 1985). (Malaty, 2007). En paises en
via de desarrollo afecta a mas de 80% de los adultos, en contraste con 20 a 50%
en paises desarrollados (Suerbaum & Michetti, 2002). En Colombia mas del 80%
de las personas mayores de 30 afios estan infectadas por H. pylori (Sierra et al.,
1990) y por lo menos el 50% de los nifios a la edad de 10 afios (Rincén et al.,
1999). Se adquiere en la infancia y si o se elimina con antimicrobianos, persiste
durante la vida del individuo (Saad & Chey, 2005). En todos los infectados produce
gastritis cronica, pero solo el 20% de ellos tendra alguna enfermedad clinica. Del
10 a 20% de los infectados durante su vida tendran riesgo de desarrollar Ulceras
pépticas y 1-3% de tener cancer gastrico (Parsonnet, 1998). Un porcentaje menor
(1%) podra presentar dispepsia y 1/100.000 linfomas MALT. Teniendo en cuenta
la probabilidad de desencadenar una enfermedad clinica en por lo menos el 20%
de los infectados, se considera que la infeccion debe ser tratada con

antimicrobianos, cada vez que sea diagnosticada (Rimbara et al., 2011).

En el tratamiento de la infeccion tradicionalmente se han utilizado terapias

empiricas con antimicrobianos, que rara vez han sido evaluados antes del
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tratamiento mediante pruebas de susceptibilidad (Graham & Fischbach, 2010;
Rimbara et al.,, 2011). No obstante la pérdida progresiva de eficacia, a nivel
mundial en la actualidad el tratamiento de primera linea para erradicar la infeccién
es la terapia triple durante 10-14 dias que consiste de un inhibidor de bomba de
protones (IBP) dos veces al dia, amoxicilina 1lgramo dos veces al dia y
claritromicina 500 mg dos veces al dia o metronidazol 500 mg tres veces al dia
(Chey & Wong, 2007; Fock et al., 2009; Malfertheiner et al., 2007; Rokkas et al.,
2008). Las causas identificadas que explican la pérdida de la eficacia de este
esquema incluyen duracién del tratamiento, rapida metabolizacion del IBP debido
a polimorfismos del sistema enzimatico CYP2C19 que conlleva a deficiente
inhibicion de la secrecion de acido y como consecuencia de esta, disminuciéon en
la eficacia de los antibidticos, pero lo mas importante es el progresivo aumento de
la resistencia de H. pylori a los antibioticos (Graham et al., 2008; Graham &
Fischbach, 2010; Malfertheiner et al., 2007; Rimbara et al., 2011). Por lo anterior,
se ha recomendado que esta terapia triple no se utilice como esquema de primera
linea si la resistencia a la claritromicia es mayor del 15% y en el caso de
metronidazol, si es mayor del 40% (Malfertheiner et al., 2007). No obstante esta
recomendacion general, los expertos coinciden en que lo mas importante es que
en cada lugar, se investiguen las terapias que sean eficaces para esas
poblaciones especificas fundamentados en datos regionales de susceptibilidad a
los antimicrobianos disponibles a nivel local (Rimbara et al. 2011, Graham 2010).

Sin embargo estas importantes recomendaciones no pueden seguirse en paises
subdesarrollados como Colombia debido a que no se conocen de manera

definitiva las prevalencias de resistencia primaria del microorganismo a los
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diferentes antibidticos que empiricamente se utilizan (Otero et al., 2009) y
adicionalmente no se realizan pruebas para verificar la erradicacién de infeccion
luego de 4 — 6 semanas de finalizado el tratamiento como es la recomendacion
universalmente aceptada (Carrefio et al., 2009; Graham & Fischbach, 2010;
Malfertheiner et al., 2007; Otero et al., 2009). Por lo anterior en nuestro pais son
pocos, los estudios sobre resistencia de H. pylori a los diferentes antimicrobianos.

Teniendo en cuenta la importancia de esta informacion esta tesis como parte del
estudio global sobre tratamiento de H. pylori, investigd la prevalencia de la
resistencia de H. pylori a los diferentes antimicrobianos y encontré6 que la
resistencia a metronidazol era del 81%, a claritromicina del 17% y a amoxicilina
3.8% (Trespalacios et al., 2010). Teniendo en cuenta esta alta tasa de resistencia
a los principales antibidticos utilizados para erradicar H. pylori, planteamos la
necesidad de investigar con prioridad nuevos esquemas de tratamiento para la
erradicacion de esta infeccion en Colombia. Nuestros resultados en metronidazol y
claritromicina, coincidieron con los de Henao et al, (Henao et al., 2009b) (Henao et
al., 2009a) y difirieron con un estudio realizado en el sur del pais con respecto a
claritromicina (3.8%) pero similar con respecto a metronidazol (82%) (Alvarez et
al., 2009a; Alvarez et al., 2009b). El andlisis de la resistencia a claritromicina en
este mismo estudio encontré un tipo de mutacion relacionada con resistencia, la
mutacion A2143G (Alvarez et al., 2009a; Alvarez et al., 2009b). Teniendo en
cuenta la alta resistencia a claritromicina y a metronidazol a nivel mundial, hay
consenso en que la terapia triple debe ser re-evaluada y el reto actual seria
mantener la claritromicina en esquemas modificados o conseguir un

antimicrobiano que la reemplace entre los antimicrobianos actualmente
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disponibles. Con respecto a la primera opcion, se ha desarrollado la terapia
secuencial, que consiste en la administracion de un IBP durante 10 dias
acompafado de amoxicilina 1 gramo dos veces al dia en los primeros cinco dias y
en los dltimos cinco dias por claritromicina 500 mg dos veces al dia mas tinidazol
500 mg dos veces al dia(Graham & Fischbach, 2010; Graham & Rimbara, 2011;
Otero et al., 2009; Zullo et al., 2007). Esta terapia desarrollada en ltalia, ha sido
evaluada en diversas partes del mundo y ha demostrado superioridad a la terapia
triple estandar discutida (Gatta et al., 2009). Otras alternativas son la terapia
cuadruple y una terapia triple que reemplaza a la claritromicina por levofloxacina.
La primera consiste en IBP mas subcitrato de bismuto, metronidazol y tetraciclina,
la cual de manera similar ha demostrado superioridad a la terapia triple estandar
(Graham et al., 2008; Graham & Fischbach, 2010; Graham & Rimbara, 2011;
Otero et al., 2009). El segundo esquema utiliza levofloxacina 500 mg una vez o
dos veces al dia en reemplazo de la claritromicina y manteniendo el IBP y la
amoxicilina en las mismas dosis previas (Graham & Fischbach, 2010;
Malfertheiner et al., 2007; Otero et al., 2009). Esta terapia con levofloxacina ha
demostrado superioridad a la terapia triple tanto en esquemas de primera linea
como en terapias de rescate de segunda y tercera linea con eficacias promedios
de 90%, 80% y 60-70% respectivamente(Otero et al., 2009). Recientemente se
compard la triple terapia con levofloxacina versus la triple terapia estandar con
claritromicina y se ratificé la superioridad de la primera (87.4% versus 80.1%) (Liou
et al., 2010). Otros antibioticos emergentes en estudio que han sido incorporados
a la triple terapia en reemplazo de la claritomicina y el metronidazol son la

rifabutina y la ofoxacina otra quinolona (Graham & Fischbach, 2010; Rimbara et
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al., 2011). Teniendo en cuenta que en las ultimas dos décadas no se han
realizado estudios con la triple terapia estandar (IBP, claritromicina mas
amoxicilina) para determinar la tasa de éxito en Colombia, ni se ha evaluado si la
mayor eficacia atribuida a la terapia triple que utiliza levofloxacina en reemplazo de
la claritromicina son ciertas, ni se ha estudiado el impacto que tiene la resistencia
de H. pylori a los antimicrobianos en el desempefio de las mismas, se decidio
llevar a cabo este trabajo, que por medio de un ensayo clinico comparo estas dos
terapias. De igual manera, en nuestro pais hasta el momento no se han realizado
estudios para determinar la tasa de resistencia a la levofloxacina, por lo cual
haciendo parte de este estudio global de investigacion sobre terapias contra H.
pylori, se decidi6 llevar a cabo un estudio sobre la prevalencia de la resistencia a
este antimicrobiano. Se decidié no realizar estudios sobre terapia secuencial dado
gue en nuestro pais hay alta resistencia a claritromicina y a metronidazol, los
cuales son los antibiéticos utilizados en la segunda fase de esta terapia.

Los expertos consideran en la actualidad que la infeccion por H. pylori, debe ser
manejada como cualquier otra enfermedad infecciosa y por lo tanto el estandar
actual es que en los ensayos clinicos sobre tratamientos de erradicacion de esta
infeccidn, se realicen pruebas de susceptibilidad antes de iniciar el tratamiento y
de esta manera poder determinar la epidemiologia local sobre resistencia
antimicrobiana y ademas en casos de fracasos terapéuticos con los tratamientos
de primera linea, se tenga la opcion de instaurar un segundo esquema con base
en los estudios de susceptibilidad mencionados (Graham 2008, Graham 2010,
Rimbara 2010). Otra recomendacion prioritaria es verificar rutinariamente la

erradicacion de la infeccion, 4 — 6 semanas luego de terminado el tratamiento, por
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técnicas no invasivas como el test del aliento con urea marcada (UBT) o deteccion
de antigenos de H. pylori en materia fecal, para identificar si los pacientes
contintan infectados o si lograron curarse (Malfertheiner et al., 2007). Estas
técnicas infortunadamente tampoco se realizan de manera rutinaria en Colombia y
la prueba de antigenos fecales con anticuerpos monoclonales no esta disponible
en el momento. Otro aspecto de gran relevancia con respecto al tratamiento y
resistencia de H. pylori a los antimicrobianos, es el desarrollo de pruebas
moleculares que permitan de una manera facil y rapida, la deteccion mutaciones
en biopsias gastricas (Cambau et al., 2009; Furuta et al., 2007). Considerando la
alta prevalencia de la infeccion por H. pylori en Colombia, asi como la poca
investigacion sobre terapias de erradicacion y de resistencia del microorganismo a
los diferentes antibidticos, esta tesis esta especificamente enfocada a responder
las siguientes preguntas relacionadas con el manejo terapéutico de H. pylori en
Colombia:

A. Cual es la prevalencia de resistencia primaria de Helicobacter pylori a
claritomicina, amoxicilina, metronidazol y levofloxacina?

B. Cuales son los mecanismos moleculares de resistencia de Helicobacter
pylori a los antibidticos utilizados en la terapia triple clasica y la terapia triple
con levofloxacina?

C. Cual es la eficacia de la terapia triple clasica y la terapia triple con
levofloxacina?

D. Es posible implementar pruebas para la deteccion molecular de la

resistencia en biopsias de pacientes infectados?
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Objetivos

1. Describir la prevalencia de resistencia primaria de H. pylori a los
antimicrobianos y su relacién con los factores de virulencia.

2. Analizar las mutaciones asociadas con resistencia a claritromicina y
levofloxacina en los genes 23S rRNA y gyrA en aislamientos de H. pylori.

3. Estandarizar una prueba rapida para la deteccibn de mutaciones
relacionadas con resistencia de H. pylori a levofloxacina y claritromicina.

4. Determinar la eficacia de la terapia triple clasica y la terapia triple con

levofloxacina en poblacién en la Bogot4 - Colombia.

De acuerdo a los objetivos propuestos, la tesis esta dividida en 5 capitulos para su

mejor comprension:

Capitulo 1. Marco tedrico.

En este capitulo se describen las caracteristicas microbioldgicas de H. pylori, los
factores de virulencia mas importantes, los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos y las terapias actuales para erradicar la infeccion, estas ultimas se
amplian en el articulo de revision:

e Otero, W., Trespalacios, A. A. & Otero, E. (2009). Helicobacter pylori: Tratamiento actual. Un

importante reto en gastroenterologia. Rev Col Gastroenterol 24, 279 - 292.
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Capitulo 2. Resistencia de H. pylori a metronidazol, claritromicina y
amoxicilina en pacientes colombianos.

Se presentan los resultados de investigacion de la prevalencia de resistencia de
Helicobacter pylori a los antimicrobianos utilizados en las terapias triples de
erradicacion de la infeccidén; metronidazol, amoxicilina y claritromicina. Se analiza
la relacién que pueden tener los factores de virulencia cagA y vacA con el fenotipo
de susceptibilidad a cada antimicrobiano. Los resultados se presentan en el
articulo:

e Trespalacios, A. A., Otero, W. & Mercado, M. M. (2010). Resistencia de Helicobacter pylori a
metronidazol, claritromicina y amoxicilina en pacientes colombianos. Rev Col Gastroenterol 21,

31 - 38.

Capitulo 3. Mutaciones en los genes 23S rRNA y gyrA relacionadas con
resistencia de H. pylori a levofloxacina y claritromicina. En este capitulo se
presentan los resultados obtenidos del estudio de mutaciones en los genes 23S
rRNA y gyrA relacionados con resistencia de H. pylori a claritromicina y
levofloxacina. ElI manuscrito de resistencia de H. pylori a levofloxacina se
encuentra escrito en inglés, ya que este manuscrito se encuentra en revision por
parte de los autores, para luego ser sometido a publicacion en una revista
internacional. Adicionalmente, se incluye un articulo publicado en la revista
Helicobacter en donde se optimizé el cultivo liquido del microorganismo para
obtener una mayor biomasa del microorganismo que pueda ser utilizada para

realizar pruebas de susceptibilidad y extraccion de DNA.
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e Duque-Jamaica, R., Arevalo-Galvis, A., Poutou-Pinales, R. A. & Trespalacios, A. A. 2010.
Sequential statistical improvement of the liquid cultivation of Helicobacter pylori.

Helicobacter 15, 303-312.

Capitulo 4. Deteccién de resistencia a claritromicina y levofloxacina por ASP-
PCR.

Describe la estandarizacion de dos pruebas de ASP-PCR para la deteccion de
mutaciones relacionadas con resistencia a claritromicina y levofloxacina en
biopsias gastricas. Los resultados se presentan en dos manuscritos en inglés. Uno
de ellos fue sometido y aprobado para publicacion y el otro es un manuscrito que
actualmente se encuentra en revisidbn por los autores. Los manuscritos que
contiene este capitulo son:

e Detection of clarithromycin and levofloxacin resistant Helicobacter pylori in gastric biopsies
from Colombia: Improvement of allele-specific PCR assay for gryA mutation. En revision

por los autores.

e Detection of clarithromycin resistance in H. pylori following noncryogenic storage of rapid
urease tests for 30 days. LI, Yuan; Rimbara, Emiko; Thirumurthi, Selvi; Trespalacios, Alba;
Reddy, Rita; Attumi, Taraq; Sabounchi, Saman; Graham, David Y. Aceptado para

publicacién en el Journal of Digestive Diseases.

Capitulo 5. Determinacion de la eficacia de la terapia triple cldsica y la terapia

triple con levofloxacina.
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En este capitulo se presentan los resultados de la eficacia de la terapia triple
clasica y la terapia triple con levofloxacina en poblacién de la ciudad de Bogota —
Colombia. Se presentan tres revisiones sisteméticas de la literatura que se
condujeron para aclarar problemas que actualmente se enfrentan en Colombia con
respecto a la seleccion de la mejor prueba para determinar de la susceptibilidad de
la bacteria a los antimicrobianos y a la seleccién de la mejor prueba para verificar
la erradicacion de la infeccion. Estas revisiones sistematicas de la literatura,
sirvieron de guia para seleccionar la prueba para evaluar el desenlace del ensayo
clinico y para seleccionar la metodologia para evaluar la susceptibilidad de los
aislamientos a los antimicrobianos. Los articulos que se incluyen en este capitulo
son:

e Avila, J. M., Rey, M., Mercado, M. M., Villamizar, O. R., Otero, W. & Trespalacios, A. A.
(2009). Comparacion de las pruebas de dilucidon en agar y PCR para la determinacion de
susceptibilidad antimicrobiana de Helicobacter pylori. Revisiéon Sistematica de la literatura.
Rev Col Gastroenterol 24, 116 - 127.

e Carrefio, Y., Mercado, M. M., Trespalacios, A. A. & Otero, W. (2009). Comparacion de la
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria en forma de espiral, Gram-negativa,
considerada inicialmente como miembro del género Campylobacter
(Campylobacter pyloridis), sin embargo, fue agrupada en un género separado
(Helicobacter) por Goodwin en 1989 (Goodwin et al., 1985; Goodwin & Armstrong,
1990). Algunas especies del genero Helicobacter han sido encontradas viviendo
en el revestimiento del tracto gastrointestinal superior, asi como el higado de los
mamiferos y algunas aves.lLa mas conocida especie de este género es
Helicobacter pylori (Goodwin & Armstrong, 1990; Goodwin et al., 1990).

La bacteria fue descrita en 1982 por los australianos Robin Warren y Barry
J. Marshall, quienes fueron los primeros en llevar a cabo el cultivo in vitro del
organismo (Marshall & Warren, 1984). Posteriormente, informé que la mayoria de
Ulceras pépticas y la gastritis eran causadas por la bacteria (Marshall et al., 1985).
La comunidad médica tardd en reconocer el papel de esta bacteria en las
enfermedades gastroduodenales; para lograr demostrar que la bacteria era la
causa de estas enfermedades, Marshall tom6 una suspension de la bacteria
desarrollando gastritis aguda, luego recupero la bacteria de su mucosa gastrica y
finalmente erradicd la infeccion con una terapia dual de sales de bismuto y
metronidazol durante catorce dias, comprobando de esta manera los postulados
de Koch en la infeccién (Marshall et al., 1985; Marshall et al., 1988; Marshall et al.,

1989). En reconocimiento de este importante descubrimiento, Marshall y Warren
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fueron galardonados en el afio 2005 con el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia

(Kleibeuker & Thijs, 2005; Van Der Weyden et al., 2005).
1.2 Microbiologia

H. pylori, pertenece al género Helicobacter, subdivision Proteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Helicobacteracea. La familia también incluye los
géneros Wolinella, Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum. EI
género Helicobacter ha sido dividido en dos linajes, las especies gastricas y las
especies enterohepaticas. Ambos grupos demuestran un alto nivel de organo
especificidad, de tal manera que las especies gastricas no pueden colonizar el
intestino o el higado, o viceversa. Las especies gastricas se han adaptado a las
condiciones inhdspitas que existen en la superficie de la mucosa gastrica. Todas
las especies gastricas de Helicobacter son ureasa positiva y moviles por la
presencia de flagelos. La produccion de ureasa es la responsable de la
neutralizacion del pH acido gastrico y los flagelos le otorgan una rapida movilidad
que le permite alcanzar rapidamente un pH mas cercano a la neutralidad, estos
factores son prerrequisitos para la colonizacion de la mucosa gastrica,
adicionalmente estas bacterias poseen una forma en espiral que junto a la
movilidad ejecutada por los flagelos le permiten penetrar la capa viscosa de moco,
donde las condiciones permiten el desarrollo del microorganismo (Dunn et al.,
1997a; Dunn et al., 1997b; Goodwin & Armstrong, 1990; Kusters et al., 2006;

Marshall & Warren, 1984)
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H. pylori es la principal causa de gastritis cronica, Ulceras pépticas
gastroduodenales y adenocarcinoma gastrico (Rimbara et al., 2011). Asi mismo,
produce linfomas MALT gastricos (Kusters et al., 2006; Sierra et al., 1990), anemia
ferropénica (Malfertheiner et al., 2007) y se considera relacionado por lo menos
con el 50% de los casos purpura trombocitopénica inmune (9) (Graham &
Fischbach, 2010) En todos los infectados produce gastritis crénica, pero solo el
20% de ellos tendrd alguna enfermedad clinica. Del 10 a 20% de los infectados
durante su vida tendran riesgo de desarrollar Ulceras pépticas y 1-2% de tener
cancer gastrico (Parsonnet, 1998). Un porcentaje menor (1%) podra presentar
dispepsia y 1/100.000 linfoma de células T asociado a mucosa (Linfoma
MALT)(Pervez et al., 2011) Ademas de las enfermedades de ubicacion
gastroduodenal, H. pylori se ha relacionado con dos enfermedades extragastricas,
con las cuales hay evidencia convicente para la asociacién causal: anemia por
deficiencia de hierro (ADH) y purpura trombocitopénica idiopatica

(PTI)(Malfertheiner & Selgrad, 2010).

1.2.1 Morfologia y requerimientos de crecimiento

H. pylori es una bacteria Gram negativa, mide de 2 — 4 um de largoy 0,5 — 1 um
de ancho. Aunque habitualmente tiene forma espiralada, la bacteria puede verse
bacilar o incluso en forma de coco cuando las condiciones nutricionales son
adversas o cuando es puesta en contacto con antibioticos. Estas formas suelen
aparecer en cultivos viejos y pierden la capacidad de crecer en medios de cultivo,

es decir representan un estado viable no -cultivable de la bacteria. El
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microorganismo tiene 2 — 6 flagelos unipolares de aproximadamente 3 um de
largo, que posee una forma de bulbo en el extremo. A diferencia de otros
patdgenos del tracto gastrointestinal, este carece de adhesinas fimbriales (Kusters
et al., 2006). Para el aislamiento primario de esta bacteria se deben usar medios
enriquecidos ya que es un microorganismo nutricionalmente exigente,
frecuentemente requiere medios suplementados con sangre o0 suero, estos
suplementos actian como fuentes adicionales de nutrientes y lo protegen del
efecto toxico de los acidos grasos de cadena larga. El efecto de estos acidos
grasos también puede ser evitado por la adicion de suplementos como pB-
ciclodextrina, IsoVitalex o por la adicion de carbon activado al medio de cultivo.
Los medios mas utilizados son el agar Colombia o el agar Brucella suplementados
con sangre de caballo o suero fetal bovino. Para el aislamiento primario es
recomendable adicionar mezclas de antibiéticos como suplemento de Dent, que
contiene vancomicina, trimetropin, polimixina B y anfotericina B. H. pylori para su
desarrollo requiere una atmésfera de microaerofilia (O, 2—8%, N 85% y CO, 5-
10%), pH neutro, una temperatura promedio de 37°C y 4 a 7 dias para permitir su
crecimiento. Las colonias son pequefias con un diametro aproximado de 1 — 2
mm, traslicidas, cremosas y ligeramente brillantes; una vez en cultivo alcanza la
fase estacionaria, rapidamente hay cambio a formas cocoides (Kusters et al.,

2006; Perez-Perez, 2000).
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1.3 Genomay diversidad genética

Tomb y cols, secuenciaron el genoma completo de H. pylori en 1997, su tamafio
es de 1.7 Mb (Tomb et al., 1997), lo cual indica que ésta bacteria es un organismo
simple que posee un genoma de tan solo la mitad del tamafo de otras bacterias
como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, esto muestra que H. pylori no
necesita un gran numero de genes porque la mucosa gastrica es un tejido
constante y esto representa poca competencia por parte de otras bacterias
(Marshall, 2003). Solo el 23% de los genes de H. pylori pertenecen
exclusivamente a éste género, los restantes son encontrados en otras formas de
vida, entonces se asume que solo el 23% de los genes son utilizados para
sobrevivir en el estomago (Alm & Trust, 1999). Otros dos genomas de H. pylori
han sido sequenciados la cepa J99 y la cepa ChAG HPAGL. Los tres genomas
tienen un tamafno aproximado de 1,7 Mbp (1,6697,867 bp, para la cepa 26695 y
1,643,831 bp para la cepa J99) con un contenido de G+C entre el 35% y 40%. La
cepa 26695 incluye 1587 genes, la cepa J99, 1491 genes y la cepa ChAG HPAGL,
1536 genes.

Sobre la base de esta diversidad, es posible tipificar el microorganismo por
métodos como analisis de endonucleasas de restriccion, PCR y RFLP (Alm et al.,
1999; Alm & Trust, 1999). Las cepas de H. pylori contienen dos copias de los
genes 16S, 23S y 5S rRNA. Muchas cepas portan uno o mas plasmidos cripticos,
en los cuales nunca se ha podido demostrado que porten genes de virulencia o de

resistencia a los antibiéticos (Heuermann & Haas, 1995).
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El 89% de los marcos de lectura abiertos (ORF) entre las cepas 26695 y J99
son comunes en ambas cepas, confirmando que H. pylori es una sola especie.
Adicionalmente, una regién que contiene el 45% de los ORF especificos de cepa,
terminan en una zona de plasticidad, lo que confirma la variabilidad entre cepas.
Frecuentes alteraciones de nucleétidos en la tercera posicién de las tripletas de
los codones y varias copias de elementos de insercion contribuyen al polimorfismo
encontrado en los genomas secuenciados (Ge & Taylor, 1999).

En contraste con otros microorganismos que son altamente clénales como
por ejemplo Shigella dysenteriae y Mycobacterium tuberculosis; H. pylori es
genéticamente heterogéneo, sugiriendo una carencia de clonalidad. Se ha
demostrado que todos los individuos positivos para H. pylori llevan una cepa
distinta, aunque las diferencias entre ellas es pequefia. La heterogeneidad
genética del microorganismo es posiblemente una adaptacién a las condiciones
gastricas de su huésped, como también a los distintos patrones de respuesta
inmune mediada por el huésped frente a la infeccion. La heterogeneidad genética
ocurre a través de varios procesos de reordenamiento del DNA y a la introduccién
y delecion de secuencias foraneas, esta heterogeneidad se relaciona con la
plasticidad del islote de patogenicidad sugiriendo que esta variabilidad tiene un
papel en la patogénesis de la infeccion por H. pylori (Ando et al., 2010; Chanto et
al., 2002; Ge & Taylor, 1999; Marais et al., 1999; Occhialini et al., 2000; Santos et

al., 2003).
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1.4 Factores de virulencia y patologias asociadas

Aunque la infeccidn por H. pylori siempre resulta en gastritis cronica activa,
muchos de los pacientes infectados no desarrollan ninguna otra complicacion y
estan libres de cualquier sintoma clinico de la infeccion. Esto lleva a pensar que
algunas cepas pueden ser mas virulentas que otras. Los factores de virulencia son
los encargados de los tres efectos patogénicos mas importantes de H. pylori,
inflamacion gastrica, disrupcion de las barreras de la mucosa gastrica y alteracion
de la fisiologia gastrica (Dunn et al., 1997a). La entrada de H. pylori al organismo
desencadena siempre una gastritis superficial, que se caracteriza por tener
infiltraciones de células polimorfonucleares y mononucleares (Eaton et al., 1997),
ademas H. pylori es también capaz de causar dafio e inflamacién en la mucosa
por el amonio producido por la ureasa y por la produccion de otras enzimas
capaces de lesionar las células gastricas e indirectamente por la respuesta inmune
local y sistémica del hospedero (Eaton et al.,, 1991) (Yamaoka et al., 1999). Por
otra parte los lipopolisacéaridos (LPS) de la bacteria se encuentran implicados en la
perdida de la integridad de la mucosa por ruptura de la cubierta de mucus gastrico
interfiriendo entre la mucina y el receptor en la mucosa promoviendo procesos
inflamatorios; otro factor importante que contribuye a la inflamacién es la proteina
activadora de neutrofilos (NAP), es producida por todas las cepas de H. pyloriy es
capaz de promover la adhesion de neutrdéfilos y monocitos a las células (Dundon
et al., 2001a; Dundon et al., 2001b; Dundon et al., 2001c; Montemurro et al.,
2001). En cuanto a la alteracion de la fisiologia gastrica, la infeccion por H. pylori

induce la expresion de un péptido que estimula la produccion de &cido, “la
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gastrina”, y suprime la expresién de la somatostatina, una hormona inhibitoria de
acido. Estos efectos pueden no ser causados directamente por H. pylori pero
pueden estar relacionados con la inflamacion gastrica presente (Dunn et al.,
1997a). La disrupcién de las barreras de la mucosa gastrica hace referencia mas
exactamente al dafio concreto que puede ejercer la bacteria sobre la mucosa
gastrica, y en cuanto a esto, los mas poderosos inductores de dafio tisular son las

toxinas producidas por la bacteria, entre ellas las toxinas CagA y VacA.

1.4.1 Toxina CagA

CagA es uno de los factores de virulencia mas ampliamente estudiados en H.
pylori. Es codificada por el gen cagA, localizado en un extremo del islote de
patogenicidad cag (PAI); este es un segmento de DNA de aproximadamente 40
pares de kilobases que fue incorporada al genoma de H. pylori por transferencia
horizontal de un origen desconocido. Contiene 31 genes, muchos de los cuales
codifican para un sistema de secrecion tipo IV (T4SS), que actia como una jeringa
molecular para liberar en la célula huésped la proteina CagA, peptidoglicano y
probablemente otras proteinas bacterianas en el interior de las células eucariotas
(Wen & Moss, 2009). CagA es una proteina de 121 a 145 kDa inmunodominante,
con actividad toxica para la célula de la mucosa gastrica. La presencia de CagA
normalmente se utiliza como un marcador de la presencia de la region cag (PAI)

en estudios epidemiolégicos (Queiroz et al., 2010).
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Las cepas CagA positivas estimulan una mayor produccién de citocinas
proinflamatorias en la mucosa gastrica y en algunas poblaciones las infecciones
con tales cepas se han asociado al desarrollo de enfermedad Ulcero-péptica y
atrofia gastrica, por ejemplo en poblaciones occidentales cepas CagA positivas
estdn mas comunmente asociadas con Ulcera péptica, gastritis atréfica y
adenocarcinoma gastrico; sin embargo, esta asociacién no es observada en la
mayoria de la poblacion del este asiatico, en donde todas las cepas son CagA
positivas (Wen & Moss, 2009).

Para que la proteina CagA pueda ingresar en la célula epitelial de la
mucosa gastrica, debe ser introducida a esta por medio del sistema de secrecién
tipo IV (T4SS). Los 18 genes que codifican para este sistema se encuentran
ubicados en el islote de patogenicidad (cag PAI). El sistema es un organelo
filamentoso que luego de que es ensamblado se localiza en un polo de la
superficie bacteriana e interactia especificamente con la integrina a5B1,
estableciendo un canal entre la bacteria y la célula que le permite a la primera
inyectar diferentes proteinas bacterianas, entre ellas CagA (Arevalo et al., 2009).
La estructura del sistema de secrecion tipo 1V, es muy interesante, porque esta
perfectamente disefiado para proteger a las proteinas del pH acido del estbmago y
para garantizar que la proteina sea inyectada en la célula blanco, el sistema inicia
a conformarse en la membrana interna de la pared bacteriana, en donde se ancla
la proteina CagE, otras proteinas de soporte y la proteina HP0523 que estabiliza
la unién de estas proteinas y permite que multiples unidades de proteina CagC
empiecen a ensamblase para dar origen al cilindro que en realidad es la jeringa

23



Marco teorico

molecular del sistema de secrecion tipo 1V. Debido a que la proteina CagC es labil
al pH acido del estémago, el cilindro hueco constituido por CagC es recubierto
desde la membrana externa de la pared bacteriana por otra proteina denominada
Cagy, la cual hace del T4SS, uno de los sistemas moleculares mas bellamente
disefiados para el estbmago de los humanos, ya que la proteina CagY confiere
estabilidad al cilindro, no es alterada por el pH acido del estbmago y ademas no es
reconocida por el sistema inmune. Al final del cilindro se ensambla la proteina
CagL, que como se mencion6é anteriormente es la encargada de establecer el
contacto con la célula epitelial a través del reconocimiento de una integrina
presente en la célula epitelial gastrica. Una vez que el contacto se establece se
activa en el interior de la bacteria la entrega de la proteina efectora CagA, la cual
se asocia en el protoplasma bacteriano con la proteina CagF, que actia como
chaperona y guia a CagA a través del sistema de secrecion para que llegue al
interior de la célula epitelial gastrica (Atherton & Blaser, 2009).

Una vez Cag A ingresa en la célula la proteina es fosforilada en uno o
varios residuos de tirosina por miembros de la familia de quinasa SRC. La
fosforilacién del sitio con tirosina en CagA se caracteriza por la presencia de una
secuencia Unica de aminoacidos Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA). En las secuencias
gue flanquean los sitios EPIYA se han identificado cuatro diferentes segmentos,
denominados A, B, C y D, cada uno de los cuales tiene un sitio EPIYA. Cepas
aisladas en paises occidentales (paises europeos y los Estados Unidos) poseen la

secuencia EPIYA-A y la secuencia EPIYA-B seguida del segmento EPIYA-C (tipo
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A-B-C-CagA). La secuencia EPIYA-C tiene variacion en el numero de repeticiones
de una a tres veces. Elresiduo de tirosina que forma parte del sitio EPIYA-C es el
sitio en el cual hay mayor fosforilacion en las cepas occidentales mientras que en
los sitios de tirosina presentes en los segmentos EPIYA-A y EPIYA-B hay una
fosforilaciéon débil. La mayoria de las cepas de paises como Japoén, Corea, y
China, también poseen los segmentos EPIYA-A y EPIYA-B pero no el segmento
repetible EPIYA-C. Tienen una secuencia que contiene el sitio EPIYA diferente,
denominado EPIYA-D el cudl es Unico para las cepas orientales. Entre las cepas
occidentales el numero de EPIYA se correlaciona directamente con los niveles de
fosforilacion de la tirosina y la union SHP-2. Estos hallazgos sugieren que las
cepas occidentales que poseen un mayor numero de sitios EPIYA-C son
biol6gicamente mas activas que las que tienen un niumero menor de EPIYA-C.
(Atherton et al., 2001; Wen & Moss, 2009). CagA puede tener otros efectos mas
generales en la célula incluyendo la activacion de NF-kB. La activacion de NF-kB
también es estimulada por la presencia del propio T4SS a través del
reconocimiento de pequefias cantidades de productos bacterianos como
peptidoglicanos que son reconocidas en el epitelio de la célula a través del

receptor Nod1 (Atherton & Blaser, 2009; Queiroz et al., 2010; Wen & Moss, 2009).
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Figura 1. Efectos intracelulares de de CagA. Modificado de Gerrtis. (Gerrits et al., 2006)

1.4.2 Toxina VacA

Otro de los mas importantes factores de virulencia en H. pylori es la toxina VacA
codificada por el gen vacA, que induce la formacién de vacuolas en células
epiteliales en cultivo. A diferencia de CagA, la proteina VacA esta presente en
todas las cepas de H. pylori. vacA codifica para una protoxina de + 140 kDa que
incluye una regiébn amino terminal, denominada péptido sefial y un domino
carboxiterminal. La protoxina es hendida durante el proceso de secrecién en

monomeros de la toxina de un tamafio de 88 kDa, que comprende dos
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subunidades, p33 y p55. La toxina madura es liberadas como forma soluble al
espacio extracelular, o algunas toxinas pueden ser retenidas en la superficie de la
bacteria y alli agregarse en complejos oligoméricos que luego pueden insertarse
en las capas bilipidicas de las células para formar canales selectivos de aniones
(Wen et al., 2004).

Después de entrar en contacto con la célula blanco, VacA genera una
cascada de eventos que producen la formacion de vacuolas en el citoplasma
celular, dafio de las mitocondrias e inhibicion de la activacién de células T. El gen
vacA es altamente polimorfico y las principales variaciones ocurren en la region
amino terminal del péptido sefial maduro (sla, slb, slc, s2), en la regién
intermedia (i) ubicada en una parte de la subunidad p33 (i1, i2) y la regibn media
(m) ubicada en la subunidad p55, el dominio de unién a la célula (m1,m2a, m2b).
La actividad de la toxina en la célula es alta en los genotipos s1/m1, baja en los
genotipos s2/m2, moderada en los genotipos s1/m2 y ausente en los raros
genotipos s2/ml. En este orden de ideas, los genotipos s1/m1 se encuentran mas
frecuentemente asociados con Ulcera péptica y carcinoma gastrico. Se ha
observado que existen diferencias en los niveles de expresion de la toxina en el
tiempo debido a la rapida adaptacion de la bacteria en el huésped, facilitando su
persistencia. Esta adaptacion resulta en alteracion de la toxicidad y puede
explicar en parte por que en algunos casos las Ulceras recrudecen y por que en
otros momentos mejoran (Aviles-Jimenez et al., 2004; Falush et al., 2003; Kuipers
et al., 2000). Adicionalmente; se ha encontrado asociacién entre los genotipos
s1l/ml con la regién il y s2/m2 con i2, y la actividad toxica de los genotipos s1/m2
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depende de la regién (i), serd mas potente cuando porte el genotipo il. Las cepas
con genotipo il tienen un riesgo mayor a desarrollar cancer gastrico y Ulcera
duodenal en poblacion asiatica, sin embargo esta asociacion no existe en
poblacion China en donde la mayoria de los infectados tienen cepas slilml (De
Gusmao et al., 2000; Queiroz et al., 2010; Santos et al., 2003; Van Doorn et al.,
1999).

Se ha reportado que VacA produce mdltiples alteraciones estructurales y
funcionales en las células epiteliales. VacA interrumpe la maduracién de los
endosomas produciendo la formacion de vacuolas, rompe las uniones
intercelulares, induce dafios mitocondriales, liberacion de citocromo ¢ y apoptosis
de la célula epitelial. VacA tiene diversos efectos sobre el sistema inmune, por
ejemplo interfiere con la fagocitosis y la presentacién antigénica, decrece la
activacion de células T Jurkat, a través de la inhibicion de la activacion de NFAT,
un factor requerido para la expresion de genes involucrados en la activacion de
estas células. VacA también inhibe la proliferacion de células T a través de
mecanismos independientes de la activacion de NFAT o expresion de IL-2. Este
efecto requiere una region N — terminal de la téxina intacta que reconoce la 3 2
integrina de la célula T. Estos efectos de VacA en el sistema inmune pueden
explicar como H. pylori evade la respuesta inmune adaptativa y le permite
establecer una infeccion persistente. Sin embargo, como mucho de lo que se
encuentra en la literatura de CagA, todos los efectos determinados in vitro deben

ser cuidadosamente investigados in vivo durante la infeccidn cronica y asi
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determinar si son clinicamente relevantes (Qiao et al., 2003; Wen et al., 2004;

Wen & Moss, 2009).

1.5 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antibidticos es un problema en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos
de resistencia a los agentes antimicrobianos, incluyendo bombas de expulsion,
inactivacion del antibidtico por procesos de modificacion enzimatica, alteracion y
proteccion de los sitios blanco y adquisicion de genes de resistencia de fuentes
externas. En H. pylori los mecanismos responsables de resistencia a varios
antibioticos ha sido determinado, este posee resistencia intrinseca a polimixinas,
trimetropin, sulfonamidas y vancomicina, la gran mayoria de cepas son también
resistentes a acido nadilixico y compuestos antifungicos (Alarcon et al., 1999).
Como pocas bacterias H. pylori comparte con Mycobacterium tuberculosis, la
peculiaridad de adquirir resistencia por mutacidon en genes de su cromosoma,
desarrollando resistencia a todos los antibioticos hasta el momento utilizados en
las terapias de erradicacion de la infeccion; la adquisicion de resistencia a los
antimicrobianos por medio de plasmidos no ha sido demostrada en H. pylori, pero
es una posibilidad que existe, ya que se han encontrado plasmidos en la mitad de
los aislamientos de H. pylori. Las mutaciones ocurren espontaneamente y luego
son transmitidas verticalmente o por transformacion natural. La consecuencia es
un progresivo incremento en la tasa de resistencia debido a la seleccion por

presion con el antibidtico. En muchas bacterias mecanismos como bombas de
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expulsion pueden contribuir en la resistencia a los antibidticos; sin embargo, en
2000, Bina et al, evaluaron la relevancia de tres sistemas de eflujo en
aislamientos resistentes de H. pylori y concluyeron que en contraste a lo
observado en la gran mayoria de bacterias Gram negativas como por ejemplo
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, las bombas de expulsidon no juegan
un papel en la resistencia de H. pylori a los antibi6ticos, estos resultados fueron
corroborados por DeLoney y Schiller en 2000, quienes eliminaron la posibilidad de
este mecanismo en cepas resistentes a amoxicilina (Megraud & Lehours, 2007).
Sin embargo, en algunos aislamientos multiresistentes en donde no se encuentran
mutaciones en los genes relacionados con resistencia; se ha demostrado que las
bombas de expulsion son el mecanismo responsable de esta caracteristica (Liu et
al., 2008; Zhang et al., 2010). A continuaciéon se describen los mecanismos de
resistencia de H. pylori a los principales antimicrobianos utilizados en los

esquemas de tratamiento.

1.5.1 5- nitroimidazoles

Los 5-nitroimidazoles son prodrogras, que necesitan ser activadas dentro de la
célula blanco. Los 5-nitroimidazoles tienen un muy bajo potencial de reduccion y
son activados por un proceso de reduccion de un electrén. La reduccién del grupo
nitro lleva a la generacion de productos reactivos, principalmente radicales libres,
que dafan estructuras celulares y el ADN por la produccién de mutaciones letales.

Algunos de los productos de reduccion son mutagénicos y su formacion puede
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llevar a la generacién de mas radicales libres que también son dafiinos. Con la
reduccion del medicamento, se genera un gradiente de concentracion que facilita
la difusién del 5-nitroimidazol en la célula. Aunque el proceso de activacion del
medicamento puede ser descrito de una manera simple, esta explicacion implica
un proceso intracelular complejo; ya que el fundamento de la toxicidad selectiva de
los 5-imidazoles depende del potencial redox intracelular, el cual debe ser de
aproximadamente 415 mV, el punto medio de acople del metronidazol. Los
anaerobios tienen una capacidad reductora para activar estos medicamentos,
mientras que las bacterias aerobias y las células de los mamiferos no lo pueden
hacer. ElI hecho de que una bacteria microaerdfila fuera susceptible a los 5-
nitroimidazoles fue la primera indicacion de que metabolismo de H. pylori es
atipico. Debido a que es microaerdfilo, en un principio se pensé que los
mecanismos involucrados en la susceptibilidad o resistencia a los 5-
nitroimidazoles involucraban procesos que generaban aniones superdxido que
terminaban en muerte celular, sin embargo, varios estudios demostraron que esta
hipotesis no era correcta y fue asi como otros estudios demostraron que H. pylori
posee enzimas con caracteristicas diferentes a las de los microorganismos
anaerobios que estan implicadas en el proceso. Los avances en el entendimiento
de la resistencia de H. pylori a los 5-nitroimidazoles vienen de los trabajos de
Hoffman et al, quienes reportaron que mutaciones en el gen que codifica para una
nitroreductasa insensible al oxigeno (rdxA) produce resistencia debido a una
inactivacion de la nitroreductasa (Hoffman et al., 1996); otro estudio del mismo
grupo establecié que la resistencia observada en la cepa ATCC 43504 es debida a
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la insercion de una secuencia (mini-IS605) y deleciones en el gen rdxA, estos
mismos hallazgos fueron confirmados en otros estudios (Debets-Ossenkopp et al.,
1999; Goodwin et al., 1998; Jeong et al., 2000; Sisson et al., 2000).
Adicionalmente, Tankovich reporté cuatro mecanismos de inactivacion de rdxA en
aislamientos clinicos de Francia y Africa del norte: mutaciones en el marco de
lectura, mutaciones sin sentido, supresion de bases y presencia de una secuencia
de insercion (mini-IS605) (Tankovic et al., 2000). Curiosamente con la descripcion
de RdXxA la historia no estaba completa, ya que cepas resistentes al metronidazol
sin mutaciones en rdxA fueron encontradas, lo que significa que existen otras
enzimas involucradas, esta conclusion fue soportada por Kwon et al, quien indico
que en adicidn a rdxA, mutaciones en otros genes contribuyen en la resistencia de
los 5-nitroimidazoles. Sus resultados confirman el concepto de mdltiples enzimas
involucradas en la activacion de estos medicamentos, en donde ferredoxin like
protein (fdxB) y NAD(P)H flavin oxidoreductasa (frxA) contribuyen en la activacion
del metronidazol y que fenotipos resistentes estan asociados con mutaciones en
estos genes, finalmente ellos concluyen que otros sistemas pueden influir en la
resistencia al metronidazol, y que por lo tanto comprender la resistencia de
resistencia de H. pylori a metronidazol y otros 5-nitroimidazoles requiere mas
estudios (Aldana et al., 2005; Kwon et al., 2000a; Kwon et al., 2000b; Kwon et al.,
2001), recientemente se ha encontrado que la bomba de expulsion TolC juega un
papel en la resistencia a este grupo de medicamentos (Mehrabadi et al.; Tsugawa

et al., 2011; van Amsterdam et al., 2005).
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Las tasas de resistencia han venido incrementdndose mundialmente, con
variaciones entre areas geograficas, oscilando entre 10 — 40 % en paises
desarrollados y 30 — 90 % en paises en via de desarrollo, en especial cifras
elevadas se han detectado en paises africanos, de América del sur y Asia,
probablemente debido a su frecuente uso como antiparasitario. Las tasas de
resistencia tienden a ser mas altas en mujeres, probablemente por su utilizaciéon
previa en infecciones ginecolégicas (De Francesco et al., 2010; Megraud, 1997;
Megraud et al.,, 1997; Monteiro & Megraud, 1998). En Colombia un estudio
realizado en 1997 encontré6 una prevalencia de resistencia primaria de 84%
(Gutiérrez & Otero, 1998) y un estudio reciente realizado por Henao en 2009
reporta una prevalencia de 72% en la ciudad de Bogota (Henao et al., 2009a) y
dos estudios realizados por Alvarez et al; encuentran 88% y 82% de resistencia en
las ciudades de Manizales, Armenia y Pereira (Alvarez et al., 2009a; Alvarez et al.,
2009b). En general lo que se ha observado en Colombia son altas prevalencias de
resistencia a metronidazol, influenciado quizas por su utilizacién en el manejo de

infecciones parasitarias e infecciones vaginales.

1.5.2 Claritromicina

La resistencia a claritromicina, el macrolido mas utilizado en el tratamiento de H.
pylori ocurre por mutaciones en el sitio de unién del antibiético; el dominio V de la
peptidil transferasa en la molécula 23S rRNA, ubicado entre la subunidad
ribosomal 50S y 70S. La unién del antibiético en el dominio V, en cepas

susceptibles, interfiere con la elongacién de proteinas, bloqueando efectivamente
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la sintesis de proteinas, el mecanismo de resistencia fue demostrado por primera
vez por Versalovic, de laboratorios Abbott y un grupo en Holanda en 1996, ellos
demostraron que mutaciones puntuales (adenina—guanina) en las posiciones
2142 (A2142G)y 2143 (A2143G) (Versalovic et al., 1996; Versalovic et al., 1997).
Estas mutaciones estan asociadas con pérdida de unién de la claritromicina a los
ribosomas. Otra mutacidn descrita, pero que se presenta con menor frecuencia es
la transversion A2142C, que confiere también resistencia a los macrélidos. In vitro
se ha podido obtener por mutagénesis dirigida mutaciones; A2143C, A2142T,
A2143T; sin embargo estas mutantes son inestables y tienen una reducida tasa de
crecimiento, debido a que inducen cambios en la conformacion del ribosoma que
impactan en la estabilidad del mismo y muchas de ellas terminan siendo letales
para la bacteria, no es muy claro porque la mutacién A2142C que aparentemente
tiene este mismo tipo de mutacidbn que no seria viable para la bacteria se
encuentra de vez en cuando. El impacto de las mutaciones especificas y su
relacion con la concentracion minima inhibitoria (CMI) ha sido analizada
encontrdndose que la mutacion A2142G tiene un mayor efecto en CMI que la
A2143G, aunque esta regla no se cumple siempre (Xia et al., 1996). Otras
mutaciones relacionadas con resistencia se ubican en las posiciones A2144T,
T2717C y C2694A (Rimbara et al., 2011). La mutacion C2694A, ha sido descrita
en aislamientos con baja resistencia (CIM 1upg/ml), algunos autores han
relacionado la mutacion T2182C con resistencia a claritromicina pero los

experimentos de transformacion natural han fallado en generar resistencia, en
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cambio C2694A fue consistente en producir bajos niveles de resistencia en
experimentos de trasnformacion natural (Rimbara et al., 2008a) .

H. pylori contiene dos genes de 23S rRNA, en la mayoria de las cepas
resistentes ambos genes estan mutados; heterocigotos no son frecuentes aunque
también se han descrito varios casos, con un gen mutado y otro silvestre o cada
gen con una mutacion diferente que es mucho menos frecuente (Megraud, 2007).
La frecuencia de resistencia a los macrdlidos varia de un pais a otro y esta
relacionada con su uso previamente en infecciones repiratorias, por ese motivo la
resistencia a claritromicina tiende a ser alta especialmente en nifios. La
prevalencia promedio de resistencia en Europa es 11,1%, con diferencias entre
paises, siendo alta en Espafia (49,2%), y baja en Suecia (1,5%) y Holanda (0,8%);
en Asia la prevalencia promedio alcanza el 18,9%, siendo la prevalencia muy alta
en Japon (40,7%) y baja en Malasia (2,1%); en América el valor promedio de
prevalencia es 29,3%, con prevalencias altas en paises suramericanos y una
prevalencia menor en Norteamérica (De Francesco et al., 2010). En Colombia dos
estudios realizados por Alvarez et al, en 2009, reportan una resistencia a
claritromicina de 2,2% y 3,8% en la region del viejo Caldas (Alvarez et al., 2009a;
Alvarez et al., 2009b), otro estudio en poblacion de Bogotéa, publicado por Henao
et al, en 2009 encontr6 una prevalencia de 15%, reflejando diferencias entre

poblaciones del pais (Henao et al., 2009b).
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1.5.3 Amoxicilina

La amoxicilina es un antibiotico bactericida del grupo de las penicilinas, se une las
proteinas de unidn a penicilina en la pared (PBPSs) e interfiere con la sintesis de la
pared bacteriana, que produce lisis de la bacteria que se encuentra en
replicacion. La amoxicilina es liberada en el jugo gastrico y por ello es
frecuentemente utilizada en la terapia anti H. pylori. La resistencia a amoxilina es
relativamente baja, pero cuando la resistencia aparece ocurre por alteraciones
estructurales en las proteinas de union a peniclina (PBPs). Las PBPs son enzimas
gue estan involucradas en la sintesis y mantenimiento de la capa de
peptidoglicano de la pared bacteriana. En H. pylori hay nueve PBPs, tres tienen
alto peso molecular y seis bajo peso molecular. Tres han sido asociadas con
resistencia a amoxicilina. La causa mas comun obedece a varias mutaciones
puntuales en el gen pbplA, pbp2 y pbp3 que involucra varias sustituciones de
aminoacidos que modifican el sitio de unién de la amoxicilina impidiendo que esta
pueda unirse a la pared celular, las sustituciones mas frecuentes se observan en
las posiciones 320Ala—Val, 366Phe—Leu, 369Ala—Thr, 374Leu—Val,
414Ser—Arg, 423Leu—Phe, 562Asn—Tyr, 593Thr—Ala/Gly (Rimbara et al., 2007,
Rimbara et al., 2008b). Las mutaciones descritas en este gen se localizan
fundamentalmente en el motivo Il, cuya secuencia aminoacidica es serina-lisina-
asparagina (SKN402-404) y en el motivo Ill, compuesto por los residuos lisina-
treonina-glicina (KTG555-557) o en regiones adyacentes (region C-terminal de la

proteina). Esto provoca cambios conformacionales en las PBPs que disminuyen la
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afinidad de unién a la amoxicilina y por tanto podrian dar lugar a fenotipos
resistentes. Kwon et al, demostraron que la alta resistencia a los B-lactamicos
asociada con multiresistencia adquirida en aislamientos clinicos de H. pylori es
mediado por estrategias combinadas que incluyen alteraciones en PBP1A y
disminucién de la permeabilidad de membrana (Kwon et al., 2003).

La prevalencia de resistencia para amoxicilina es relativamente baja a nivel
mundial, con variaciones entre areas geograficas, Europa (1,1%), en Asia varia
desde Japdn (0%), Corea (8,8%) y estudios en Taiwan en diferentes regiones
muestras prevalencias muy distintas una con (0,9%) y otra de (36,1%), dos
estudios realizados en Colombia por Alvarez et al, en 2009, tienen diferentes
resultados uno en donde no evidenciaron resistencia a amoxicilina en poblacion de
Manizales, Pereira y Armenia y otro en donde la resistencia fue de 1,9%, en
pacientes de la misma regién, de todas maneras la tasa de resistencia es baja

(Alvarez et al., 2009a; Alvarez et al., 2009b).

1.5.4 Fluoroquinolonas

Las fluorquinolonas (ciprofloxacina, moxifloxacina, norfloxacina y levofloxacina)
son antibidticos bactericidas que inhiben la enzima ADN girasa. La ADN girasa es
un tetramero constituido por dos subunidades A y B, codificadas por los genes
gyrA y gyrB respectivamente. La principal actividad de esta enzima es catalizar el
superenrrollamiento negativo del DNA. La resistencia de H. pylori es causada por
mutaciones puntuales en el regidn determinante de resistencia a las quinolonas

(QRDR), localizada dentro de los aminoacidos 67 y 106 en el gen gyrA en las
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tripletas, 87, 88, 91 y 97. Estas mutaciones previenen la union de la
fluoroquinolona a la girasa permitiendo la sintesis de ADN vy la supervivencia de la
bacteria. Las mutaciones mas frecuentes relacionadas con resistencia son
aquellas que provocan sustituciones de aspartato por glicina (D91G) y asparagina
por lisina (N87K)(Nishizawa et al., 2007) (Rimbara et al., 2011).

La prevalencia de la resistencia de H. pylori ha venido incrementandose en
los dltimos afos rapidamente. La prevalencia de resistencia a levofloxacina en
Europa es de 24,1%, mucho mas alta que en Asia en donde la prevalencia de la
resistencia es de 11,6%, en Japodn la prevalencia alcanza el 14% y en Taiwan el
11,9%, Hong Kong a diferencia de muchos paises asiaticos tiene una baja
prevalencia de resistencia a levofloxacina, tan solo 2,6%. El aumento de la
resistencia a levofloxacina, disminuye la eficacia de las terapias de erradicacion
gue incluyen esta fluoroquinolona. El aumento de la resistencia a este antibiotico
se ha relacionado con su uso en el manejo de otras infecciones como las urinarias
(De Francesco et al., 2010). En Colombia no se ha realizado hasta el momento
ningun estudio para conocer la prevalencia de resistencia de H. pylori a la
levofloxacina, esta misma situacion se presenta en los demas paises

latinomericanos en donde hasta el momento nadie ha abordado este tema.

1.6 Esquemas de tratamiento

Existen varias estrategias terapeuticas para erradicar la infeccion por H. pylori,

todas ella utilizan dos antibiéticos mas un inhibidor de la bomba de protones (IBP).
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Sin embargo después de mas de dos décadas de iniciado el trabajo en la
busqueda de terapias exitosas para erradicar la infeccion, aln no se cuenta con
una terapia eficaz. A continuacibn se mencionan las diferentes terapias
actualmente existentes para la erradicacion de la infeccion y al finalizar la
bibliografia de este capitulo se encuentra un articulo de actualizacion: Helicobacter
pylori: Tratamiento actual. Un importante reto en gastroenterologia. Otero, W;
Trespalacios, A.A; Otero, E. Rev Col Gastroenterol. 24 (3), 2009. 279 — 292, en
donde se exponen todos los esquemas de tratamiento y se analizan las diferentes

razones que hacen complicado el tratamiento de esta infeccion.

Opciones terapéuticas para erradicar H. pylori

1. Terapia triple clésica: 7 a 10 dias
Subsalicilato de bismuto, tetraciclina 500 mg (3v/dia), metronidazol 500 mg (3v/dia)

2. Terapia triple estandar: 7 a 10 dias
IBP dos veces al dia, amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg (2v/dia) o
metronidazol 500 mg (3v/dia)
Eficacia actual (en donde se le ha estudiado): 57 a 73% (7 dias), 67 a 79% (10
dias)
Inconvenientes: no utilizarla en areas con resistencia a claritromicina >20% y/o
metronidazol >40%

3. Terapia cuédruple: 7-10 dias
IBP dos veces al dia + terapia triple clasica
Eficacia: 7-10 dias: 74%
Inconvenientes: multiples tabletas, menor adherencia

4. Terapia cuadruple en una sola capsula: 10 dias
Una capsula con Bismuto biscalcitrato+metronidazol+tetraciclina mas IBP dos
veces al dia.
Eficacia: USA 87% Europa 93%
Inconvenientes: no esta comercializada

5. Terapia Secuencial: 10 dias.
IBP dos veces al dia 10 dias
Amoxicilina 1g (2v/dia) primeros cinco dias
Claritromicina 500 mg (2v/dia) + tinidazol 500 mg (2V/dia): dltimos cinco dias
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Eficacia: 80-93%
Inconvenientes: resistencia dual (claritromicina/metronidazol)

Terapias concomitantes (terapias cuadruples sin bismuto):7 a 14 dias
IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg (2v/dia) y tinidazol 500
mg (2v/dia) o metronidazol 500 mg (2v/dia)
Eficacia: 91.7%

Triples terapias con levofloxacina: 7 a 10 dias.

IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), levofloxacina 500 mg (1 a 2v/dia) o 250 mg
(2v/dia)

Eficacia:

Primera linea 84 a 96%, promedio 90%
Segunda linea: 60% a 94%, promedio 80%
Tercera linea: 60% a 70%

Alérgicos a penicilina
Levofloxacina 500 mg dos veces al dia 7 dias
Claritromicina 500 mg dos veces al dia 7 dias
IBP dos veces al dia 7 dias

Eficacia: 87%

Claritromicina 500 mg dos veces al dia

Metronidazol 500mg tres veces al dia

IBP dos veces al dia

Inconvenientes: Falla cuando existen altas resistencias a claritromicina y
metronidazol
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Helicobacter pylori (H. pylori) es uno de los principales pat6-
genos de la humanidad, conla cual ha mantenido una estre-
cha relacién desde hace aproximadamente 58.000 aios,
mucho antes de que se iniciaran las migraciones humanas

Resumen

Desde cuando se descubrié Helicobacter pylori, su erradicacion ha constituido uno de los mas importantes
retos en gastroenterologia. En muchas partes se desconocen las prevalencias de resistencia primaria del mi-
croorganismo a los diferentes antibiéticos que empiricamente utilizan y por no realizar de rutina pruebas para
verificar la erradicacion, en la practica diaria, se ignora la efectividad de los esquemas prescritos. Conocer
estos dos factores, permite, no solo identificar los que atn persisten infectados, sino también elegir la proxima
terapia de rescate de una manera mas racional. EI no disponer de la informacion sobre resistencia pretrata-
miento es un inconveniente que impide evaluar el impacto de la resistencia con el fracaso terapéutico. A nivel
mundial, la triple terapia estandar ha perdido la eficacia que tenia en el pasado y la terapia secuencial no es
igualmente eficaz en todos los sitios, en especial en regiones en donde existe alta resistencia a claritromicina
y metronidazol. Los esquemas con levofloxacina han demostrado eficacia en triples terapias de primera linea
0 como terapia de rescate, pero es necesario que cada region adopte sus propios esquemas de tratamiento
fundamentados en pruebas de susceptibilidad y en estudios farmacogendmicos.

Palabras clave
Helicobacter, triple terapia, levofloxacina, terapia secuencial, resistencia primaria.

Summary

Since when Helicobacter pylori was discovered, the eradication has been one of the most important cha-
llenges in gastroenterology. In many places, the prevalence of primary resistance of microorganism to the
different antibiotics is not known, and these are used empirically. In daily practice, no routine test is used to
verify the eradication, and therefore do not know the effectiveness of the schemes. Knowing these two factors
is possible identify those still infected and choose the next rescue therapy in a rational form. The absence of
information on pre-treatment resistance is a problem that cannot measure the impact of resistance to thera-
peutic failure. A global level, the standard triple therapy has lost the effectiveness that it had in the past and
sequential therapy is not equally effective everywhere, especially in regions where there is high resistance
to clarithromycin and metronidazole. The schemes have proved effective with levofloxacin triple therapies as
first line therapy or rescue, but it is necessary that each region takes its own schemes of treatment based on
susceptibility tests and pharmacogenomic studies.

Key words
Helicobacter, triple therapy, levofloxacin, sequential therapy, primary resistance.

desde el Africa oriental, con las cuales, este microorganismo
fue diseminado hacia otras regiones del mundo (1, 2). A
pesar de esta convivencia desde la prehistoria, H. pylori solo
fue reconocido como patégeno hace un poco mds de 25
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afios (3) originando un nuevo capitulo en la medicina. Es
posible que la breve historia de H. pylori como un patdgeno
reconocido (apenas 25 afios), no haya sido suficiente para
entender las complejas interacciones que ha mantenido
con el hombre desde su origen y esto ayude a explicar las
tremendas dificultades que hay todavia para su manejo, sise
le compara con otros agentes infecciosos como Treponema
pallidum, Pseudomonas spp, etc.

H. pylori afecta a cerca de dos tercios de la poblacién
mundial y su prevalencia estd fuertemente relacionada con
las condiciones socioeconémicas (4). En paises en via de
desarrollo afecta a mas de 80% de los adultos, en contraste
con 20 a 50% en paises desarrollados (5). Se adquiere en
la infancia y si no se elimina con antimicrobianos, persiste
durante la vida del individuo (6-8). En todos los infectados
produce gastritis crénica, pero solo el 20% de ellos tendra
alguna enfermedad clinica (9). Del 10 a 20% de los infec-
tados durante su vida tendrdn riesgo de desarrollar tlceras
pépticas y 1-2% de tener cancer géstrico (8, 9). Un porcen-
taje menor (1%) podra presentar dispepsia y 1/100.000
linfomas MALT (9). Cuando se excluyen los AINES, H.
pylori es responsable de la mayoria de las tlceras pépticas.
Dos entidades extraintestinales, se consideran en la actuali-
dad claramente relacionadas con la infeccidon, anemia ferro-
pénica (10) y pirpura trombocitopénica inmune (11). Las
indicaciones actuales para su erradicacion, basadas en el
consenso de Maastricht III (12), se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Indicaciones de tratamiento de Helicobacter pylori.

Ulcera gastrica

Ulcera duodenal

Linfoma MALT gastrico

Gastritis atrdfica

Después de reseccion cancer gastrico

Familiares de ler grado de pacientes con cancer gastrico
Dispepsia funcional

Dispepsia no investigada

Anemia ferropénica inexplicada

Purpura trombocitopénica idiopatica

Antes de comenzar AINES o aspirina

Antes de iniciar tratamiento crénico con IBP (enfermedad por RGE)
Deseo del paciente (después de discutir riesgos y beneficios)

Desde cuando fue descubierto H. pylori, su erradicacién
ha constituido uno de los mds importantes retos en gas-
troenterologfa. Diversas circunstancias hacen particular-
mente dificil eliminar esta infeccidn con antimicrobianos,
siendo algunas de ellas inherentes a H. pylori y otras a las
infecciones bacterianas en general; ademds, los antibioti-
cos comtinmente utilizados no fueron disenados para que
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especificamente alcanzaran altas concentraciones en el
estdmago, sino para tratar las infecciones en forma global.

De particular importancia es el hecho de que H. pylori
se protege del dcido al estar inmerso en la capa de moco, la
cual actiia como una barrera que dificultala exposicién de la
bacteria alos antibiéticos (13), ademas, cuando estosllegan
al estémago, se desplazan hacia el intestino, conforme aquel
se desocupa de manera permanente, perdiéndose el efecto
topico de los mismos determinando que su accidn sea fun-
damentalmente sistémica (14), y varios de los antibiéticos
utilizados disminuyen su actividad por al dcido del estd-
mago (15). La eficacia de otros antibiéticos como las sales
de bismuto, la tetraciclina y el metronidazol no es influida
por el 4cido (16), explicando el valor de la triple terapia
clasica (TTC) que incluye estos medicamentos (ver mds
adelante). La claritromicina es particularmente sensible al
dcido, el cual favorece su degradacion, con una vida media
de una hora a un pH de 2 (17). Otros dos factores impor-
tantes son el efecto del indculo y el efecto del biofilm (18,
19). El primero hace referencia a que H. pylori, de manera
similar a otras bacterias, en poblaciones en donde existen
altas concentraciones del microorganismo, hay individuos
dentro de la poblacién, que no se replican (durmientes) y,
por lo tanto, pueden sobrevivir durante la antibioticotera-
pia sin que necesariamente sean resistentes al antibidtico
(19). El biofilm es una poblacién de microorganismos, que
crecen unidos entre si, adheridos a superficies o interfaces
y envueltos por una matriz de exopolisacéridos que los pro-
tege de laaccién de los antibiéticos (19). Recientemente, se
demostré que H. pylori puede formar biofilm in vivo, el cual
puede ser un importante mecanismo de persistencia de la
infeccién y proteccién contra los antimicrobianos (19).

H. pylorino se replica a pH menor de 6, porlo cual en este
microambiente grandes poblaciones del mismo, se man-
tienen sin replicaciéon y como mencionamos, al aumentar
el pH, se recupera la proliferacién bacteriana y con ella el
efecto de los antibiéticos (20).

Las estrategias terapéuticas para vencer esta infeccién han
sido basicamente dos. La primera es utilizar dos antibioti-
cos con ranitidina bismuto citrato para generar una forma
mds soluble del bismuto, favoreciendo la liberacién de este
y con ello su contacto y accién sobre el microorganismo
(13,20). La otra es utilizar un inhibidor de la secrecién de
4cido con dos antibidticos como amoxicilina con claritro-
micina o metronidazol, que aunque experimentalmente no
se ha comprobado su sinergismo (20), tedricamente hay
importantes argumentos que lo favorecerian al elevar el pH
gastrico, produciendo fundamentalmente los siguientes
efectos:

1. Disminucién de la produccién de HCI, que disminuye
el volumen de liquido intragdstrico, aumentando la
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concentracion de los antibiéticos tanto en el lumen gas-
trico como en el moco (21).

2. Aumento del pH, que disminuye la concentracién
minima inhibitoria (CMI) de claritromicina y de
amoxicilina, mejorando la estabilidad de estas molécu-
las, que es afectada por el pH 4cido (21, 22).

3. Actividad mads eficiente del sistema inmunolégico del
individuo al aumentar el pH (20).

4. Inhibicién de CYP3A4 por efecto del omeprazol y
alteracion del metabolismo de otros substratos para
este sistema enzimatico como la claritromicina, aumen-
tando el 4rea bajo de la curva de este (AUC) en 15%,
tanto en plasma como en el jugo géstrico y a la inversa,
la claritromicina hace que se eleve el AUC de omepra-
zol y esomeprazol en 95% y dos veces respectivamente
(23).

S. Modificaciéon del pH que induce cambios importantes
en la biologia de H. pylori. Su sobrevida se mantiene
en pH entre 4,0 y 8,0, su sintesis proteica a pH entre
6,0y 8,0 y no se multiplica en pH entre 4,0 y 6,0, y de
esta manera, no seria susceptible a antibiéticos como
claritromicina o amoxicilina, que para ejercer su efecto,
necesitan que la bacteria se replique (20).

Al elevar el pH con inhibidores de bomba de protones
(IBP), la poblacién de H. pylori que hasta entonces no se
replicaba, comenzard a hacerlo, permitiendo que se pro-
duzcan los efectos bactericidas (amoxicilina) o bacteriosta-
ticos (claritromicina) y si el pH continda elevindose hasta
llegar a la neutralidad, el mismo IBP eliminard a muchos
de estos microorganismos ya que estos medicamentos inhi-
ben el sistema enzimatico de ureasa, por ello, las pruebas de
ureasa rdpida pueden dar resultados falsamente negativos
en presencia de IBP (12,20). El concepto de mayor eficacia
al aumentar el pH fue ratificado recientemente, al demos-
trarse que la eficacia de la triple terapia fue superior cuando
el pH promedio del estémago era de 6,4, en contraste con
los pacientes en quienes el pH fue S,2 (24). Asi mismo, en
un metanalisis, se encontrd que altas dosis de omeprazol
(40 mg dos vecesal dia), son més eficaces para curarla infec-
cién por H. pylori, que la dosis estandar del mismo, cuando
se dan terapias triples durante siete dias (25). Ademds, se
ha encontrado que los metabolizadores rapidos de IBPs,
en quienes se produce menor inhibicién de la secrecién de
4cido (26), la triple terapia estandar es menos eficaz (27) y
al contrario, en los metabolizadores lentos de IBPs, como
en ciertas poblaciones de Asia, se continan observando
altas tasas de erradicacién, mayores al 90%, tanto con la
triple terapia estindar como con la terapia dual (IBP y
amoxicilina a altas dosis (28), esta tltima ya en desuso por
su baja eficacia. Investigadores japoneses consideran que,
en ese pais, la tasa de erradicacion de H. pylori con triple

terapia estandar (IBP, amoxicilina y claritromicina), a dosis
usuales, depende tanto de la susceptibilidad bacteriana a
claritromicina como del polimorfismo del CYP2C19 del
paciente (29). La mayoria de los IBPs son metabolizados
en el higado por el citocromo P450, por el sistema enzima-
tico CYP2C19 (30), aunque el rabeprazol no involucra este
sistema enzimético (31). Los IBPs que son metabolizados
en el CYP219 son afectados por el polimorfismo de este
sistema enzimdtico, del cual se han encontrado 19 alelos,
pero la mayoria de individuos pueden ser clasificados en
uno de tres tipos: metabolizadores lentos (o pobres), inter-
medios y répidos, aunque recientemente fueron descritos
metabolizadores ultrarrdpidos (32-34). Los metabolizado-
res rapidos son homocigotos para el alelo dominante, los
metabolizadores lentos o pobres, son homocigotos para el
alelo recesivo y los metabolizadores extensos o intermedios
son heterocigotos expresando un alelo dominante y otro
recesivo (32-34). Hay diferencias interétnicas en las fre-
cuencias de los metabolizadores lentos o pobres: 2,52 3,5%
en caucdsicos, 2% en afro-americanos, 13-20% en chinos y
18-22% en japoneses (32). Los metabolizadores lentos tie-
nen més alta biodisponibilidad y por ende mayor efecto de
los IBPs y mds altas tasas de erradicacion que los metaboli-
zadores rdpidos, los cuales pueden necesitar mds altas dosis
de IBPs y de antibiéticos (33). En un estudio en pacien-
tes sin infeccién por H. pylori, que eran CYP2C19 homo
o heterocigotos rdpidos, rabeprazol 10 mg, lanzoprazol 30
mg y omeprazol 20 mg, se demostré mds rapido y mayor
aumento del pH intragastrico con rabeprazol (34). En un
reciente estudio, se encontré que personalizando la dosis
de lansoprazol segtn el polimorfismo del CYP2C19 y evi-
tando la claritromicina si H. pylori es resistente a la misma
(identificando mutaciones puntuales en el gen RNAr 23S),
que la tasa de erradicacién con la terapia triple fue de 96%
versus 70% cuando se utilizaron dosis usuales de lansopra-
zol. El andlisis farmacogendémico mencionado fue costo-
eficaz (29). Estas diferencias genotipicas del CYP2C19
influyen en la magnitud y en la duracién de la inhibicién de
la secrecién de 4cido por los IBPs, como sucede en pobla-
ciones asidticas donde la poblacién de metabolizadores
lentos es frecuente, en contraste con la baja prevalencia del
mismo en occidente (16). El conocimiento sobre la mayor
eficacia de esta ultima terapia, al producirse una profunda
supresion de é4cido, justifica, segin algunos autores, con-
siderar nuevos estudios con esta terapia ya abandonada,
utilizando dosis mds altas y frecuentes de IBP y amoxici-
lina (IBP cuatro veces al dia y amoxicilina 500 mg cada seis
horas, durante dos semanas) (16), para probar la hipdte-
sis de que a estas dosis, los pacientes con el polimorfismo
CYP2C19 de metabolizadores rapidos de IBP, serfan simi-
lares a los que tienen el polimorfismo de metabolizadores
lentos. La resistencia a amoxicilina es muy rara (13, 16, 35)
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pero se ha informado que fumar disminuye la eficacia de los
esquemas que la contienen (36). Se desconoce la causa de
este desenlace, pero podria estar relacionado con la mayor
produccién de HCl inducida por el cigarrillo (16).

El metronidazol no requiere la replicacién celular para
eliminar el microorganismo, ingresa a la célula por difusién,
es reducido y el compuesto resultante lesiona macromolé-
culas y degrada el DNA de la bacteria (35).

Desde el comienzo de las investigaciones de las terapias
de erradicaciéon de H. pylori, el enfoque antimicrobiano
difiere del cldsicamente utilizado para otras infecciones
bacterianas. Para la mayoria de estas, el tratamiento se basa
en las pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos, con el
objetivo de que el tratamiento sea exitoso en todos o casi
todos los casos (16) y los médicos estdn atentos a los patro-
nes de resistencia de los microorganismos mas frecuentes
de su comunidad (12, 16) y con base en estos, se plantean
los tratamientos iniciales, los cuales se ajustaran posterior-
mente de acuerdo alos resultados de los cultivos y segun los
patrones de resistencia que van surgiendo, se decide muy
répidamente modificar los esquemas terapéuticos con el
fin de mantener una alta tasa de éxito con los mismos. Esto
contrasta con lo que sucede con H. pylori ya que los gas-
troenter6logos, generalmente desconocen las prevalencias
de resistencia primaria del microorganismo a los diferen-
tes antibidticos que empiricamente utilizan, pero atn asi,
esperan obtener altas tasas de curacidon y adicionalmente
rara vez verifican la erradicacion en los pacientes tratados,
“asumiendo” la curacién en todos. Cuando se decide darle
tratamiento a un paciente infectado, lo ideal seria verificar
la erradicacién del mismo cuatro a seis semanas después
de terminar el tratamiento, utilizando pruebas no invasivas
como test respiratorio de urea o antigenos fecales, cuando
no esté indicado volver a hacer endoscopia (9, 12). La
comprobacién de la curacién es fundamental, para poder
identificar los pacientes que contintian infectados y darles
un adecuado tratamiento.

A los inconvenientes mencionados sobre el manejo de
esta infeccion, se afiade el hecho de que, en la mayoria de
los estudios clinicos, rara vez, se estudia la susceptibilidad
antimicrobiana pretratamiento, la cual permitiria una ade-
cuada evaluacién de la eficacia del mismo y adicionalmente
planear el proximo tratamiento para aquellos pacientes en
quienes fracasa el esquema terapéutico utilizado (37) y de
esta manera poder hacer las recomendaciones para el trata-
miento de la infeccién en el paciente individual.

Para erradicar H. pylori, el esquema terapéutico deberfa
basarse en los resultados de ensayos clinicos que inclu-
yan pruebas de susceptibilidad, utilizando biopsias de la
mucosa gastrica del paciente y si no es posible, teniendo en
cuenta las tasas de éxito de las diferentes terapias estudiadas
localmente o la experiencia verificada del médico tratante.
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No disponer de la informacién sobre resistencia pretrata-
miento es un inconveniente que impide evaluar el impacto
delaresistencia, sobre la eficacia del esquema utilizado en el
ensayo clinico y asi mismo sobre la aparicién de resistencia
secundaria para poder explicar los fracasos del tratamiento
(37). Cuando no se cuenta con estos datos, la estrategia para
buscar las terapias adecuadas de erradicacion de H. pylori, se
ha basado en iniciar tratamientos empiricamente en busca
del acierto o el fracaso y, algunos expertos recomiendan ini-
cialmente “ensayar” terapias potenciales en estudios piloto
con un pequeiio ndmero de pacientes y si se identifica un
éxito razonable, entonces se prosigue a realizar un ensayo
clinico, con mayor nimero de pacientes (38). Un concepto
fundamental al enfrentar H. pylori es considerar que es una
infeccién y, como tal, entenderla como curable (37). En
este contexto, el minimo éxito esperado debe ser del 95%
para que sea considerado excelente, como recientemente
fue expuesto por expertos, al sugerir una calificacion de los
tratamientos con base en la tasa de curacién de la infeccién
porintencién de tratar que va desde grado A con tasa mayor
del 95%, grado B (90 2 94%), grado C (85 a 89%), grado D
(81-84%) hasta grado F o inaceptable, con tasa de curacién
menor del 80% (39). Expertos consideran que para lograr
este umbral minimo de éxito, se requieren ensayos clinicos,
con suficiente nimero de pacientes, utilizando dos méto-
dos diferentes (37). El primero es demostrar equivalencia
con el tratamiento estandar utilizando la diferencia de la
tasa de erradicacion con el limite inferior del intervalo de
confianza del 95% (delta) el cual debe ser menos del 10%
para que se considere equivalente y, el segundo método es
que el limite inferior del intervalo de confianza del 95%
sea superior a 80% para considerar que la nueva terapia
es eficaz. Para suponer que una terapia es eficaz, con una
estimacion puntual de 90%, se necesitan por lo menos 80
pacientes para determinar si el limite inferior del intervalo
de confianza del 95% es superior a 80% (37).

El primer esquema de erradicacién, que demostrd de
manera confiable una tasa de curacién mayor al 90% fue
la triple terapia “clasica” (TT'C) compuesta por sales de
bismuto, metronidazol y tetraciclina sin inhibidor de la
secrecion de dcido, administrada durante 14 dias (40). Sin
embargo, su eficacia era menor en dreas con alta resistencia
al metronidazol.

En 1997 sellevé a cabo el primer consenso de Maastricht
(41) y la recomendacién del mismo fue que las terapias
de erradicacién de H. pylori debian tener una tasa de éxito
mayores al 80% y el tratamiento de eleccién fue la triple
terapia que hemos venido utilizando desde entonces: un
inhibidor de la bomba de protones, y dos de tres antibi6-
ticos: Metronidazol (o tinidazol) o claritromicina y amoxi-
cilina. Esta triple terapia estindar (TTE) fue descrita por
primera vez por Barzola y col de Italia (42). Posterior a
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Maastricht I, diversas asociaciones cientificas y exper-
tos de todo el mundo siguieron considerdndola la piedra
angular del tratamiento para esta infeccién (43-46). En los
ultimos diez afios, esta recomendacion no ha cambiado y
fue ratificada por el tercer consenso de Maastricht (12),
como también recientemente por el Colegio Americano
de Gastroenterologia (47). Sin embargo, en el Consenso
de Maastricht I, se reconocid que la resistencia a la clari-
tromicina y al metronidazol era un problema cada vez mas
frecuente en diversos paises pero que en otros se mantenia
en niveles que no influfan en el éxito terapéutico y por ello
se consideré que no deberia ser abandonada (12). Las tasas
de éxito iniciales de esta triple terapia (superiores al 90%)
han venido disminuyendo de manera notoria y progresiva
en diversas partes del mundo, llegando a valores actuales
entre 57 a 73% en terapias de siete dias y de 67 a 79% con
terapias de 10 dias (48). Esta notable declinacién de su efi-
cacia, no se ha encontrado solamente en los estudios ame-
ricanos, sino también en muchos otros paises, por ejemplo,
en Italia se encontrd recientemente que su éxito fue de 77%
en esquemas de 10 dfas (49), siendo estadisticamente simi-
lar al 81,7% para las de diez dias y al de 80% para siete dias,
encontrados en otro estudio (50). No obstante la pérdida
de eficacia de esta triple terapia, los médicos de cuidado
primario y gastroenterélogos de varias partes del mundo,
frecuentemente la formulan (51, 52). La causa de esta caida
en la eficacia, se atribuye al aumento de la resistencia a la
claritromicina y al metronidazol (12).

En Colombia, de manera consistente, se han documen-
tado altas tasas de resistencia, para metronidazol (53-55) y
recientemente para claritromicina con una tasa por encima
del 20% (SS). Hace mas de una década, utilizando E-test,
la resistencia a metronidazol fue superior a 80% y reciente-
mente superior a 70% en dos estudios que igualmente uti-
lizaron E-test. Aunque esta prueba sobrestima la resistencia
al metronidazol (54), el andlisis de la probable magnitud
de la sobreestimacion, indica que aun asi, sigue estando por
encima del 40% (54), que es el limite maximo recomen-
dado por Maastricht I1I para utilizar el metronidazol (12).
Ellimite méximo para utilizar claritromicina es del 15-20%
(12). Adicionalmente a la resistencia primaria a claritro-
micina, esta se aumenta draméticamente, cuando la TTE
fracasa (resistencia secundaria) (56, 57), por lo cual en el
tratamiento de rescate, no debe incluirse claritromicina si
esta fue utilizada en el tratamiento inicial (12, 58). Ante el
creciente aumento de la resistencia a claritromicina y el fra-
caso de la TT'E, han aparecido otras terapias alternativas de
segunda eleccién o terapias de rescate, como son las tera-
pias cuddruples que consisten en adicionar un IBP ala tera-
pia clésica de bismuto, tetraciclina y metronidazol, durante
7 a 14 dias (12, 13, 16), cuyo éxito varia entre 57 a 91%,
con promedio de 77% (59). Cuando la resistencia a clari-

tromicina es menor de 15%, la eficacia de la terapia cuadru-
ple durante siete dias es similar a la TT'E de siete dias, con
tasas de erradicacion de 82% y 78% respectivamente (60).
Como terapia de rescate, después de un primer tratamiento
fallido, la eficacia es similar si se administra durante 7, 10 6
14 dias, y sus valores son 74%, 72% y 81% respectivamente
(59). Los inconvenientes de esta terapia cuadruple son el
gran numero de tabletas al dia, que afecta su adherencia y
lano disponibilidad del bismuto en todas partes. Porlo que
se ha desarrollado una nueva forma de la terapia cuddruple
que consiste en incluir en una misma cépsula biscalcitrato
de bismuto, metronidazol y tetraciclina, la cual se toma tres
veces al dia, acompafiada de un IBP dos veces al dia (61).
En USA su eficacia es de 87,7% (61) y en Europa de 93%
(62).

En Colombia, teniendo en cuenta la alta tasa de resisten-
cia a metronidazol, se ha ensayado una terapia cuddruple
con furazolidona, durante diez dias, OTAF 10 (omeprazol,
tetraciclina, amoxicilina y furazolidona), lograndose una
tasa de erradicacion del 80% (63). A pesar de las frecuentes
recomendaciones de incluir la furazolidona en terapias de
erradicacién cuando otras terapias han fracasado, teniendo
en cuenta minima resistencia y eficacia de los esquemas
que laincluyen (12, 13, 16, 64, 65) y los multiples trabajos
realizados en diversas partes del mundo (66-77), reciente-
mente se ha enfatizado sobre la seria toxicidad de este medi-
camento, que incluye su capacidad para causar tumores en
animales inferiores al producir genotoxicidad (78-80);
consideramos que no deberia utilizarse hasta aclarar si los
humanos podrian tener riesgos similares. No obstante,
se siguen haciendo trabajos con este medicamento. En el
tltimo trabajo revisado (77), la tasa de efectos adversos se
produjo en 85% de los pacientes y la tasa de éxito fue del
100% cuando los pacientes habian tenido un tratamiento
previo fallido con un esquema que no tuviera furazolidona,
versus 75% si habian fallado a un esquema previo que
tuviera este antimicrobiano.

Porlosinconvenientes actualmente existentes conla TTE,
la comunidad gastroenterolégica mundial, tiene el reto de
erradicar H. pylori utilizando esquemas que sean bien tole-
rados, econdmicos y altamente eficaces cuando exista resis-
tencia a metronidazol y claritromicina. Filos6ficamente,
lograr una terapia con estas caracteristicas seria como el
“Santo Grial” de las terapias contra H. pylori (37). Ante esta
realidad, autores italianos desarrollaron la terapia secuen-
cial, la cual fue superior a la TTE, con una eficacia de 89%
versus 77% cuando se hizo el andlisis por intencién de tratar
(81). Metanélisis recientes han concluido igualmente que
esta terapia tuvo una eficacia cruda de 93,4% versus 76,9%
con la triple terapia (82). Esta terapia secuencial consiste
enla administracién de un inhibidor de bomba de protones
durante diez dias, acompanado durante los primeros cinco
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dias de amoxicilina 1 gramo dos veces al dia y desde el dia 6
al dia 10, este antibidtico es reemplazado por la combinacién
de claritromicina 500 mg dos veces al dia mas tinidazol 500
mg dos veces al dfa (81). Una desventaja de este esquema es
que incluye amoxicilina y por lo tanto no se podria adminis-
trar en casos de alergia a la penicilina. Asi mismo, cuando hay
importante resistencia tanto a claritromicina como a metroni-
dazol los expertos recomiendan no utilizarla (16, 81-83). En
una de las investigaciones pioneras de esta terapia, H. pylori
no se erradicé en ninguno de los cuatro pacientes cuando
este era resistente a ambos antibiéticos (81), aunque por el
pequefio nimero de pacientes con esta situacion se necesita-
rian estudios adicionales. En casos de resistencia solamente a
claritromicina, esta terapia erradico la infeccion en €1 90%, en
contraste con 28,6% de los que reciben la triple terapia estin-
dar (81). Se desconoce el mecanismo por el cual se mantiene
el éxito de la misma, pero se considera que la utilizacién
secuencial de los antibioticos, iniciando con amoxicilina,
producirfa inicialmente disminucién de la carga bacteriana
y en segundo lugar, debilitamiento de la pared bacteriana de
H. pylori, produciendo un desequilibrio osmoético que afecta
a la bacteria, especialmente en fase de crecimiento impi-
diendo de esta manera el desarrollo de las bombas de expul-
sién de antibidticos que serfa un importante mecanismo
de resistencia a la claritromicina ya que el microorganismo
evitaria la unién de este antibiético a sus ribosomas (81, 84).
Recientemente, se ratifico que esta “bomba de expulsion”
de antibidticos es una estructura constitutiva que participa
de manera importante en la resistencia de la claritromicina
(85), ademas de las mutaciones puntuales que ocurren en el
gen RNAr 23S en donde los cambios mas frecuentes relacio-
nados con resistencia son la sustitucién de la adenina poruna
citosina o guanina en las posicién 2142 (A2142C, A2142G)
o por una guanina en la posicién 2143 (A2143G) (35). De
esta manera, la lesion en la pared bacteriana, causada por la
amoxicilina, evitaria que la bacteria expulsara la claritromi-
cina cuando llega en la segunda fase del tratamiento y por lo
tanto ejercera su efecto en el ribosoma bacteriano.

La principal experiencia con esta terapia secuencial pro-
viene de Italia, aunque recientemente, Sinchez Delgado y
col de Espafia (86), encontraron que el éxito de esta terapia
en su poblacidn fue de 84% por intencién de tratar y 90%
por protocolo. En Corea la terapia secuencia fue eficaz en
80,8% (87). Estos resultados con la terapia secuencial por
fuera de Italia, asi como su pobre eficacia en casos de resis-
tencia dual, implican que serfa necesario que en cada pais se
estudie su desempeno, antes de utilizarla empiricamente.

La terapia concomitante es otra terapia “cuddruple de
rescate” que contiene tres antibidticos sin bismuto, con
duracién de tres a seis dias, la cual fue introducida antes
que la terapia secuencial (16, 88-91).
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Las combinaciones de antibidticos utilizadas en estas
terapias son variables e incluyen: amoxicilina, claritromi-
cina y metronidazol o tinidazol y amoxicilina, metronidazol
y roxitromicina.

En un reciente metandlisis, se demostrd que la terapia
concomitante fue més eficaz por intencién de tratar, que la
TTE 90% (IC 95% 86,8-93,6%) versus 79% (IC 95% 67,8-
87,1%) (83) y en Taiwan, en un reciente estudio, aleatori-
zado, se compard la terapia secuencial de diez dias con una
terapia concomitante de siete dias y se encontrd una tasa de
erradicacion similar: 89% vs. 87% por intencién de tratar
y 93% vs. 91% por protocolo (92). Con base en los resul-
tados de los dos estudios, los autores del metanalisis (83)
consideran que por su eficacia, corto periodo de duracién
y menos complejidad que la secuencial, la terapia conco-
mitante seria una alternativa, aunque consideramos que se
necesitan més estudios y posiblemente ampliar su duracién
en busca de una eficacia mayor del 95%, como es el objetivo
en el tratamiento de las infecciones bacterianas en general.
Al igual que la terapia secuencial, esta terapia puede tener
pobre rendimiento en casos de resistencia simultdnea a
metronidazol y a claritromicina.

Con una adecuada adherencia al esquema prescrito,
la resistencia de H. pylori pretratamiento es el factor mds
importante del fracaso terapéutico (93).

Otro antibiético que ha emergido en reemplazo de la cla-
ritromicina, es la levofloxacina, en triple terapia, asociada
a amoxicilina en las dosis usuales y un IBP dos veces al dia
(12). Levofloxacina es una quinolona, isémero de ofloxa-
cina con un amplio espectro de actividad contra algunas
bacterias Gram positivas y Gram negativas (94,95). Su acti-
vidad antibacteriana se basa en la inhibicién de la topoiso-
merasa I1 (96, 97). Administrada oralmente es répida y casi
completamente absorbida con biodisponibilidad de 100%,
tiene vida media de 9 a 16 horas, con excreciéon predomi-
nantemente renal, con pocos efectos colaterales (98, 99).
Los esquemas con este antibidtico han demostrado efica-
cia superior al 85% en esquema de primera linea de siete a
diez dias (98) e incluso con tratamientos de cuatro dias con
tasas de erradicacién superiores al 90% (99). Los esquemas
de triple terapia con este antibidtico, se han utilizado tanto
en terapias de primera linea (100-102), como de segunda
linea (103-106) y de tercera linea (107, 108).

En terapias de primera linea, la eficacia informada ha sido
en promedio de 90% variando desde de 84% (100), 87%
(101) 2 96 % (102); combinada con claritromicina tiene
eficacia similar cuando la resistencia a esta tltima no es alta
(101, 102).

En terapias de rescate de segunda linea, la tasa de éxito
varfa desde 75% (104) a 77 % (10S) cuando H. pylori es
susceptible y de 33% cuando es resistente (104). En uno de
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los estudios que la utilizé como terapia de segunda linea, el
éxito fue de 67% en esquema de siete dias y de 87,5% en el
de diez dias (p=0,004) (106).

La dosis de 500 mg una vez al dia ha demostrado que
tiene eficacia similar a la dosis de 500 mg dos veces al dia
en terapia de segunda linea después de fracaso de la triple
terapia estandar con claritromicina (103). En este trabajo,
las tasas de erradicacion por intencion de tratar con ambas
dosis fueron 79,6% y 80% respectivamente. En terapias de
rescate de tercera linea, la tasa de erradicacién varia de 60%
(97) a70% (108).

Los pacientes alérgicos a la penicilina son un grupo de
dificil manejo, con opciones terapéuticas muy reducidas,
dada la importancia de la amoxicilina como antibi6tico
clave en la erradicacién de H. pylori. Para estos pacientes,
consideramos que una buena opcidn seria una terapia triple
durante siete a diez dias, cambiando amoxicilina por levo-
floxacina (500 mg una o dos veces al dia) més claritromi-
cina 500 mg dos veces al dia mds el IBP, cuya eficacia es del
87%, en poblacién general (98). Otra posibilidad serfa una
triple terapia que incluya claritromicina, metronidazol e
IBP (109). Aunque una limitacién de esta tltima recomen-
dacion es la resistencia a claritromicina y metronidazol. En
los sitios en donde esté disponible el bismuto, otra alterna-
tiva puede ser la terapia cuddruple con este medicamento
(IBP, sal de bismuto, metronidazol y tetraciclina) (109).

No obstante la eficacia demostrada con este antibié-
tico, el aumento en su utilizacién para otras infecciones,
la prevalencia de la resistencia es importante en algunos
paises: 15% en Japén (110), 8,8% en Alaska (111) y 17%
en Francia (112). Al igual que con claritromicina, después
de falla con el tratamiento, también se han observado altas
tasas de resistencia con las quinolinas (113).

Con respecto al momento en el cual es necesario realizar
cultivos y pruebas de susceptibilidad que guien los futuros
tratamientos hay controversia. La pregunta seria ;cultivar o
no cultivar? (114).

A diferencia de la dispepsia funcional, hay situaciones
en las que la erradicacion de H. pylori definitivamente es
necesaria como linfomas MALT, ulceras pépticas, antece-
dentes de céncer gistrico previo (gastrectomia parcial o
reseccion endoscépica de canceres tempranos) (93). En
estos escenarios, se deberia recurrir a las diferentes terapias
de rescate de manera progresiva hasta lograr la erradica-
cién. En el Consenso de Maastricht IIT (12), se considerd
que después del segundo tratamiento empirico, el préximo
deberia basarse en los resultados del cultivo y pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana (12). Algunos autores han
comparado la estrategia de un esquema de segunda linea,
basado en el cultivo versus tratamiento empirico y ha
encontrado que, en el primer caso, la tasa de erradicacién
fue del 86% versus 63% cuando no se tuvo en cuenta el

cultivo (115). Resultados similares han sido encontrados
en otras investigaciones, con tasas de éxito finales de 95%
(116). Sin embargo, varios autores han prescrito de manera
empirica tres o cuatro tratamientos de rescate consecuti-
vos, logrando una eficacia final acumulativa después de las
mismas en practicamente todos los pacientes (98-99%)
(117, 118). En un estudio prospectivo de un tnico centro,
en el cual se incluyeron 500 pacientes, se demostrd que
utilizando cuatro esquemas sucesivos de terapia empirica,
la infeccion fue curada en el 99,5% de los pacientes con lo
cual la importancia del cultivo hubiera sido marginal como
consideran los autores (119).

Si se realizan cultivos y pruebas de susceptibilidad des-
pués del segundo tratamiento empirico fallido y el tercer
tratamiento se basa en los resultados de susceptibilidad,
se obtiene éxito en el 99% (120). Recientemente en
Grecia (108), siguiendo parte de las recomendaciones de
Maastricht IIT y teniendo en cuenta la resistencia a claritro-
micina inferior al 20%, se realizé un estudio iniciando triple
terapia estandar durante diez dias (OAC), seguida empiri-
camente por terapia cuddruple de rescate durante diez dias
(cuddruple con bismuto) y por no tener la disponibilidad
del cultivo, se apartaron de esta recomendacion, y la tercera
terapia (segunda de rescate), se hizo empiricamente con
una triple terapia, durante diez dias, cambiando la clari-
tromicina por levofloxacina (500 mg dos veces), obtenién-
dose una tasa de erradicacién de 70% y acumulativa final
de 90% de los 540 pacientes por intencién de tratar y por
protocolo del 98% (108). Este estudio demuestra que, sin
necesidad de cultivo, la tasa de erradicacidn final fue exce-
lente, desafiando las recomendaciones de Maastricht III
(12). Sin embargo, serfa necesario realizar un estudio, en
el cual siguiendo las recomendaciones de ese consenso, se
comparara el tercer esquema con base en pruebas de sus-
ceptibilidad versus la manera empirica.

Otro aspecto considerado sobre las pruebas de suscepti-
bilidad es si estas deberian realizarse antes del primer trata-
miento y al respecto la evidencia es contradictoria. En un
estudio con mds de 240 pacientes, se compar? la eficacia
del tratamiento utilizando o no pruebas de susceptibilidad
y se concluyé que no hubo diferencias significativas (121).
Sin embargo, en otros dos estudios, se encontré lo contra-
rio (122, 123), demostrando que las pruebas de suscep-
tibilidad pretratamiento fueron dtiles para elegir el mejor
tratamiento.

Aunque varios expertos consideran que la utilidad del
cultivo puede ser minima o marginal (98, 108), otros lo
consideran costo-eficaz (122, 124). Con base en las publi-
caciones discutidas previamente, consideramos que las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana tienen algunas
limitaciones, como son el costo, no ampliamente disponi-
bles en todos los hospitales e incluso paises, tasas de éxito
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variables para recuperar H. pylori de las muestras gdstricas
y necesidad de endoscopia para tomar las muestras del
estomago. Ademas la resistencia in vitro al metronidazol,
no predice que asi ocurrird in vivo (125). Sin embargo, es
necesario que en cada region se conozcan las caracteristicas
de resistencia para poder elegir el tratamiento empirico ini-
cial; se necesitan mds estudios comparativos aleatorizados
y doble ciego que comparen la utilidad del cultivo en los
diferentes escenarios de controversia para definir el lugar de
esta herramienta cldsicamente util en las demas enfermeda-
des infecciosas bacterianas. Consideramos que se necesita
seguir investigando y mejorando los métodos de cultivo
y recuperacién de H. pylori, ya que siendo una enferme-
dad tan prevalente, con serias consecuencias, es necesario
disponer del arsenal diagndstico y terapéutico necesario
para enfrentarla de manera similar a otras enfermedades
infecciosas y no continuar investigando tratamientos con el
método ensayo-error.

Otros antibidticos que se han utilizado en terapias de
rescate son rifabutina (93, 126) y furazolidona como ya
se menciond. Con respecto a la rifabutina hay argumentos
claros en contra de su utilizacién en terapias de erradica-
cién de H. pylori. Los esquemas que la incluyen dan eficacia
inferior a la lograda con levofloxacina 85% vs. 45% (126);
puede producir mielotoxicidad irreversible, es costosay en
la actualidad se considera la piedra angular del tratamiento
para Mycobacterium tuberculosis, especialmente en pacien-
tes VIH positivos y su amplio uso puede generar cepas de
Mpycobacterium tuberculosis resistentes (127, 128). Las
diferentes opciones terapéuticas y sus componentes, se
muestran en la tabla 2.

Los numerosos trabajos de investigacién sobre trata-
miento para H. pylori reflejan la seria dificultad que tienen
los gastroenterdlogos para su erradicacion. Los tratamien-
tos que inicialmente fueron eficaces progresivamente van
perdiendo su tasa de éxito conforme el microorganismo
desarrolla resistencia a los antimicrobianos, hasta el punto
de que se han informado casos de H. pylori incurable o no
erradicable después de més de cuatro tratamientos fallidos
(129).

Un interesante enfoque para mejorar la eficacia de los
antibidticos en la infeccién por H. pylori es la utilizacién
de sistemas gastro-retentivos utilizando nanoparticulas en
sistemas mucoadhesivos, con el fin de evitar que los anti-
bioticos se desplacen rapidamente del estémago y puedan
ejercer un mayor efecto tépico (130). Utilizando particulas
entre 550 y 900 nm el porcentaje de atrapamiento dentro
del estémago con amoxicilina, claritromicina y omeprazol
fueron 60 a 90% (130). La propuesta de este sistema de
liberacién es una esperanza para optimizar el tratamiento
de H. pylori.
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Tabla 2. Opciones terapéuticas para erradicar H. pylori.

Terapia triple clasica: 7 a 10 dias

Subsalicilato de bismuto, tetraciclina 500 mg (3v/dia), metronidazol
500 mg (3v/dia)

Terapia triple estandar: 7 a 10 dias

IBP dos veces al dia, amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg
(2v/dia) o metronidazol 500 mg (3v/dia)

Eficacia actual (en donde se le ha estudiado): 57 a 73% (7 dias), 67
a 79% (10 dias)

Inconvenientes: no utilizarla en areas con resistencia a
claritromicina >20% y/o metronidazol >40%

Terapia cuadruple: 7-10 dias

IBP dos veces al dia + terapia triple clasica
Eficacia: 7-10 dias: 74%
Inconvenientes: multiples tabletas, menor adherencia

Terapia cuadruple en una sola capsula: 10 dias

Una céapsula con bismuto biscalcitrato+metronidazol+tetraciclina
mas IBP dos veces al dia

Eficacia: USA 87% Europa 93%
Inconvenientes: no esta comercializada

Terapia secuencial: 10 dias.

IBP dos veces al dia 10 dias
Amoxicilina 1g (2v/dia) primeros cinco dias

Claritromicina 500 mg (2v/dia) + tinidazol 500 mg (2V/dia): dltimos
cinco dias

Eficacia: 80-93%
Inconvenientes: resistencia dual (claritromicina/metronidazol)

Terapias concomitantes (terapias cuadruples sin bismuto): 7 a 14 dias

IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg (2v/dia) y
tinidazol 500 mg (2v/dia) o metronidazol 500 mg (2v/dia)

Eficacia: 91,7%

Triples terapias con levofloxacina: 7 a 10 dias

IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), levofloxacina 500 mg (1 a 2v/
dia) 0 250 mg (2v/dia)

Eficacia:
Primera linea 84 a 96%, promedio 90%
Segunda linea: 60% a 94%, promedio 80%
Tercera linea: 60% a 70%

Alérgicos a penicilina

Levofloxacina 500 mg dos veces al dia 7 dias
Claritromicina 500 mg dos veces al dia 7 dias
IBP dos veces al dia 7 dias

Eficacia: 87%

Claritromicina 500 mg dos veces al dia

Metronidazol 500 mg tres veces al dia

IBP dos veces al dia

Inconvenientes: alta resistencias a claritromicina y metronidazol.
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CONCLUSIONES

1. Lainfeccién por H. pylori debe tratarse como cualquier
otra enfermedad infecciosa, siendo necesario tener en
cuenta la identificacién de resistencia/susceptibilidad
en cada region. Consideramos necesario verificar la
erradicacion en todos pacientes tratados 4-6 semanas
después de terminar el tratamiento y mds aun en los
pacientes con las patologias orgénicas definidas (dife-
rentes a dispepsia funcional).

2. Las opciones empiricas de tratamiento de H. pylori
incluyen terapias triples como la estdndar, triples con
levofloxacina, terapias secuenciales, terapias concomi-
tantes y terapias cuddruples. En diferentes situaciones
el orden de utilizacién depende de las experiencias
locales, pero todas pueden ser incluso de primera linea
excepto las cuddruples que hasta el momento se siguen
considerando de rescate.

3. Las tasas de erradicacion de los esquemas actualmente
utilizados de manera empirica para erradicar H. pylori
son inferiores al 90%.

4. La triple terapia estindar (IBP + amoxicilina + clari-
tromicina/metronidazol) ha perdido notablemente la
eficacia en la mayoria de los paises en donde se le ha
investigado recientemente. Sigue siendo util en pobla-
ciones con bajas tasas de resistencia ala claritromicina/
metronidazol y polimorfismos del CYP2C19 de meta-
bolizadores lentos como el Japén por ejemplo. Esto
implica que para declarar no eficaz esta terapia debe
demostrarse en cada pais.

S. Laterapia secuencial de mayor difusién en el momento
(IBP diez dias, amoxicilina S difas y claritromicina +
tinidazol cinco dias), no tiene alta eficacia en todos los
sitios y no serfa una buena eleccién en donde exista alta
resistencia a la claritromicina y al metronidazol.

6. La terapia dual con altas dosis de amoxicilina y de
IBP esta resurgiendo como una terapia con tasas de
erradicacion aceptables en paises como Japdn, que tie-
nen el polimorfismo de metabolizadores lentos en el
CYP2C109.

7. Los ensayos clinicos siempre deberfan incluir la deter-
minacién de resistencia antibiética de H. pylori pretra-
tamiento con el fin de poder determinar la utilidad de
los antibioticos prescritos en futuros tratamientos.

8. En general, de acuerdo a las actuales recomendaciones
de Maastricht III, la estrategia de erradicacion empirica
deberia contemplar terapias de primera y segunda linea
y si hay fracaso, la préxima terapia deberia basarse en
los resultados del cultivo; sin embargo, esta recomenda-
cién recientemente fue desafiada, logrando adecuadas
tasas de erradicacidn, con una tercera terapia triple con
levofloxacina, sin necesidad de utilizar el cultivo para

guiar esta ultima. Para Colombia no tenemos una estra-
tegia terapéutica definitiva, basada en estudios locales,
aunque se esperan los resultados de ensayos clinicos
(Otero, Trespalacios). Nuestro enfoque terapéutico
consiste en iniciar terapia triple estdndar, verificar la
erradicacion con antigenos fecales, si hay fracaso tera-
péutico dar empiricamente triple terapia con levofloxa-
cina, verificar la erradicacion y si no funciona, terapia
cuddruple concomitante o hacer cultivos, si estin dis-
ponibles, especificamente si se tienen los recursos eco-
némicos para el mismo.

9. Losesquemas que tienen levofloxacina han demostrado
eficacia bien sea como terapia inicial (primera linea) o
como terapia de rescate en 2da, 3a y 4a linea. Serfa una
opcion para los alérgicos a la penicilina.

10. Es necesario que en cada region, se adopten terapias
secuenciales locales escogiendo sus componentes, con
base en el conocimiento de las pruebas de susceptibili-
dad y farmacocinética de los antimicrobianos.
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Capitulo 2

Introduccion

Para comprender la problematica que gira alrededor de la falla terapéutica de la
terapia triple estandar (Inhibidor de la bomba de protones + amoxicilina +
claritromicina o metronidazol) en la infeccién causada por H. pylori, es necesario
conocer el estado actual de arte. Para ello es fundamental conocer la prevalencia de
resistencia primaria de la bacteria a los antimicrobianos utilizados en estas terapias.
En Colombia el antimicrobiano mas estudiado ha sido metronidazol, seguido por
claritromicina, solo un estudio ha sido realizado para investigar la resistencia de la
bacteria a amoxicilina, y este fue realizado al sur del pais, por lo tanto no existe
informacion de la resistencia a este antibidtico en Bogota. Por estas razones este
capitulo presentara un articulo que muestra los resultados de la prevalencia de la
resistencia de H. pylori a los antimicrobianos utilizados en la terapia triple estandar por
primera vez en la ciudad de Bogota. Adicionalmente se presenta el analisis de la
relacion que puede existir entre en genotipo de virulencia con el perfil de
susceptibilidad a cada uno de los antibioticos estudiados.

De este estudio se puede concluir que hay una prevalencia elevada de resistencia a
los tres principales antibioticos utilizados en las terapias de erradicacion que se
utilizan en nuestro medio y que por lo tanto otras alternativas de terapia deben ser

investigadas para el tratamiento de la infeccion.
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Resumen

Helicobacter pylori (H. pylori) es un patdgeno universal, que infecta a mas de la mitad de la poblacién mundial.
En las Ultimas dos décadas, el tratamiento recomendado para su erradicacion, como esquema de primera
linea, es la triple terapia estandar, constituida por un inhibidor de la bomba de protones, amoxicilina y claritro-
micina 0 metronidazol. En los Ultimos afios la eficacia de esta terapia ha declinado, debido especialmente a
la resistencia de la bacteria a metronidazol y a claritromicina.

Objetivos: En este estudio, se evalud la prevalencia de resistencia primaria de cepas colombianas de H.
pylori a metronidazol, claritromicina, amoxicilina. Ademas, se analizaron los genotipos de vacA y cagA de las
cepas aisladas y la correlacion entre los marcadores de virulencia y la resistencia a claritromicina, amoxicilina
y metronidazol. Métodos: La resistencia a metronidazol, amoxicilina y claritromicina fue determinada por el
método de E-test. Se extrajo el ADN gendmico y variantes alélicas de vacA y cagA fueron identificadas por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Resultados: La resistencia a metronidazol fue
de 81,01% (IC 95% 70,3%-88,6%), a amoxicilina de 3,8% (IC 95% 0-8,6%) y a claritromicina de 17,72% (IC
95% 10,37-28,29). No se encontrd asociacion significativa entre el genotipo de patogenicidad y la resistencia
0 susceptibilidad a los antimicrobianos cuando los valores de CIM de cada antibiético se compararon con
los diferentes genotipos cagA y vacA. Conclusion: Encontramos una alta tasa de resistencia a los tres
principales antibiéticos utilizados en la mayoria de los esquemas exitosos de erradicacion de la infeccion, lo
cual implica la necesidad de investigar, con prioridad, nuevos esquemas de tratamiento para la erradicacion
de la infeccion en Colombia.

Palabras clave
Helicobacter pylori, genotipos, claritromicina, amoxicilina, metronidazol.

Summary

Helicobacter pylori (H. pylori), is a universal pathogen that infects more than half the world population. In
the last two decades, the recommended treatment for its eradication, as first-line scheme is the standard
triple therapy, consisting of an inhibitor of the proton pump, clarithromycin and amoxicillin or metronidazole.
In recent years the effectiveness of this therapy has declined, especially due to the resistance of bacteria to
metronidazole and clarithromycin.

Objectives: In this study, we evaluated the prevalence of primary resistance of Colombian H. pylori isolates
to metronidazole, clarithromycin, amoxicillin. In addition, the vacA and cagA genotypes of strains isolated we-
re determined and associated to correlate the virulence markers and antibiotic resistance. Methods: Minimum
inhibitory concentration (MIC) for metronidazole, clarithromycin and amoxicillin were determined by E-test
method. Genomic DNA was extracted, and allelic variants of vacA and cagA were identified by the polymerase
chain reaction (PCR). Results: Resistance to metronidazole was 81.01 % (IC95% 70.3%-88.6%), to amoxi-
cillin 3,8% (IC 95% 0-8,6%), and to clarithromycin 17.72% (IC95% 10.37-28.29). No significant correlation
between pathogenicity and resistance or susceptibility was detected when MIC values for each antibiotic
were compared with different vacA and cagA genotypes. Conclusion: We find a high rate of resistance to
three principal antibiotics used in the majority of the successful schemes of eradication of the infection, which
implies the need to investigate with priority new schemes of treatment for the eradication of the infection in
Colombia.

Key words
Helicobacter pylori, genotypes, clarithromycin, amoxicillin, metronidazole.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es un patégeno universal, que
infecta a mas de la mitad de la poblacién mundial (1,2) y
es el principal agente etiologico de gastritis crénica, tlce-
ras pépticas, linfoma MALT géstrico y adenocarcinoma
gastrico (1-3), aunque las consecuencias finales de la infec-
cién dependen de factores genéticos del huésped, factores
mediombientales externos y la infeccion por genotipos mds
virulentos de H. pylori como cagA (+) y vacA slm1 (4, S).
En las ultimas dos décadas, el tratamiento recomendado
para su erradicacién como esquema de primera linea es la
triple terapia estindar constituida por un inhibidor de la
bomba de protones, amoxicilina y claritromicina o metro-
nidazol (6-8). Sin embargo, la eficacia de este esquema tra-
dicional, que inicialmente era del 90% (9-11), de manera
progresiva ha disminuido en muchas partes del mundo y
llega en la actualidad a cifras de 57-73% cuando la duracién
es de siete dias, y de 67-79% cuando la duracién es de diez
dfas (10), lo que significa que la eficacia aumenta aproxima-
damente 6% cuando el tratamiento dura diez dias en com-
paracion con siete dias, pero aun asi, es menor del 80% y
no alcanza resultados dptimos. La declinacién en la eficacia
consistentemente encontrada en la actualidad, se considera
que se debe fundamentalmente al progresivo aumento de
la resistencia primaria de H. pylori a la claritromicina y al
metronidazol (8-12). Por lo anterior, es importante evaluar
la prevalencia de resistencia primaria de H. pylori a estos
tres antimicrobianos clave, que son la estructura de la tera-
pia triple estdndar ya que todavia se recomienda como la
terapia de eleccién de primera linea (8, 9), pero con la pre-
caucion de utilizar antibidticos diferentes cuando la resis-
tencia local alos mismos esté por encima de ciertos valores
que comprometerian su eficacia como son, 15-20% para
claritromicina y 40% para metronidazol (9). Uno o més de
estos antibidticos también se utilizan en la mayoria de los
esquemas que son exitosos en la erradicacién de H. pylori
(9, 10). Por lo tanto, es necesario determinar los niveles de
resistencia a los mismos ya que con base en esa informa-
cion, se podria planear la eleccién de los antimicrobianos
en la practica clinica (11). En nuestro medio, hace mas de
una década, un grupo encontrd una tasa de resistencia a
metronidazol del 82%, utilizando la prueba de E-test (13),
la cual puede sobrestimar la tasa de resistencia de H. pylori
si se le compara con la técnica de dilucién en agar, que es
considerada el estandar de oro para determinar la resisten-
ciaa metronidazol (14), y adem4s se desconoce la prevalen-
cia de resistencia primaria a claritromicina y a amoxicilina,
asi como si existe relacion entre los diversos genotipos de
H. pylori y la resistencia a los antimicrobianos, aspecto que
hasta donde investigamos, no ha sido estudiado en nuestro
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pais. De acuerdo alo anterior, se decidi6 realizar el presente

trabajo, con los siguientes objetivos:

1. Determinar la prevalencia de resistencia primaria de
H. pylori a los tres antibioticos considerados los mds
importantes en las terapias de erradicacion: claritromi-
cina, metronidazol y amoxicilina.

2. Establecer si el genotipo de H. pylori cagA y vacA posi-
tivos y los diferentes subtipos de este ultimo, se asocian
con la resistencia a los diferentes antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo de prevalencia analitica, realizado en
la unidad de gastroenterologia de la Clinica Fundadores,
de Bogotd-Colombia, y el departamento de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad
Javeriana, de Bogotd-Colombia, durante el periodo com-
prendido entre enero de 2008 y junio de 2009. Se inclu-
yeron prospectivamente pacientes mayores de 18 afios que
fueron remitidos a endoscopia digestiva alta en la Clinica
Fundadores, por dispepsia o sintomas de reflujo gastroeso-
fagico que no habian recibido tratamientos previos de erra-
dicacién de H. pylori como tampoco antibidticos o sales
de bismuto durante el ultimo afio, o antisecretores, por lo
menos un mes antes de la endoscopia realizada para ingre-
sar al presente estudio. Todos los pacientes firmaron el con-
sentimiento informado antes de ingresar al estudio, después
de una explicacién completa y detallada sobre este. Tanto el
protocolo de investigacion como el consentimiento infor-
mado fueron aprobados por el comité de ética e investiga-
cién de la institucion en la cual se realizé el estudio.

Criterios de exclusion

Enfermedades concomitantes serias: insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC), accidente cerebrovascular (ACV), diabe-
tes descompensada, alteraciones de la coagulacion, cirrosis,
cirugfa gdstrica previa, embarazadas o que estén lactando,
adiccién a drogas o alcohol, o enfermedades siquidtricas,
infeccién por VIH, anticoagulados y los que tuvieran can-
cer o recibieran quimioterapia.

A todos los pacientes, la endoscopia digestiva se les rea-
liz6 por la manana, después de un ayuno minimo de seis
horas, en dectibito lateral izquierdo, en la forma usual (15)
y siguiendo las recomendaciones generales para la limpieza
de los endoscopios (15). No se utilizé sedacién y a todos
se les aplicé lidocaina en atomizador (Roxicaina, solucién
topica, Ropsohn Therapeutics) utilizando dos aplicaciones
(20 mg), para anestesiar la faringe. El equipo utilizado para
la EVDA fue un Olympus Exera CV 145. Durante la endos-
copia digestiva alta, se tomaron seis biopsias del antro a dos
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centimetros del piloro (tres de la curvatura mayor y tres
de la curvatura menor) y seis biopsias del cuerpo a ocho
centimetros del cardias (tres de la curvatura menor y tres
de la curvatura mayor), siguiendo el protocolo de toma
de biopsias recomendado por expertos (16, 17). De estos
grupos de biopsias, dos del antro y dos del cuerpo fueron
utilizadas para estudio de histologia y determinacién de H.
pylorimediante hematoxilina y eosina (HE) y coloracién de
Giemsa (cuando la HE fue negativa) y dos del antro y dos
del cuerpo para cultivo de H. pylori. Dos biopsias del antro
y dos biopsias del cuerpo fueron guardadas con la intencién
de ser utilizadas para nuevo cultivo, en caso de que suce-
diera alguna dificultad con las primeras (contaminacién del
medio de cultivo, mala calidad de sus ingredientes en algun
lote, etc.). Se tomé una biopsia adicional del antro para la
prueba de ureasa rdpida y mas biopsias si existieran lesiones
endoscépicas que lo justificaran (dlceras géstricas, masas,
elevaciones, tumores, etc.). La prueba de ureasa répida
utilizada fue preparada por nosotros (“homemade”), de
acuerdo a las recomendaciones para la misma (18). En un
formulario especificamente disenado, se consignaron de
manera prospectiva y estandarizada las variables demogra-
ficas y las demds variables incluidas en el estudio.

Cultivo de H. pylori y pruebas de susceptibilidad de
antibioticos in vitro

Procedimiento de transporte: Cada biopsia tomada
durante la endoscopia digestiva alta se deposit6 en un crio-
vial con 500 pl de caldo Brucella y estos se mantuvieron en
cadena de frio hasta su procesamiento.

Procedimiento de aislamiento de Helicobacter pylori:
Entotal asepsiay esterilidad, las biopsias se maceraron con un
aplicador de madera estéril, previamente tratado en una solu-
cién de carbdn activado al 1%, hasta obtener una solucién
homogénea (19). Luego se procedié a sembrar con asa curva
desechable la solucién anterior en el medio Wilkins Chalgren
modificado para H. pylori suplementado con Isovitalex y
antibidticos. Una vez realizada la siembra, las cajas de Petri
se introdujeron en campanas de anaerobiosis y se gener6 una
atmosfera de microaerofilia con sobres CampyPak (BBL-
Beckton-Dikinson) y los cultivos se incubaron a 37 grados
centigrados durante 4-15 dias (19, 20).

Pruebas de identificacion para Helicobacter pylori:
Para verificar la presencia de Helicobacter pylori en los culti-
vos, se realizaron las siguientes pruebas (20): coloracién de
gram: bacilos gram negativos curvos pequefios; prueba de
catalasa: catalasa positiva; oxidasa: oxidasa positiva; ureasa:
ureasa positiva.

Después de confirmadas por pruebas bioquimicas, se
procedio a la evaluacién de susceptibilidad a metronidazol,

amoxicilina y claritromicina. Adicionalmente, a 60 de los
79 aislamientos se les realizo extraccion del DNA y amplifi-
cacion de los genes de virulencia vacA y cagA por la técnica
de PCR (19).

Genotipificacion del gen cagA por PCR (19, 21, 22)

Para la genotipificacion del gen cagA se obtuvieron pro-
ductos de amplificacion del DNA por PCR en un volu-
men final de 25 pl, para lo cual se dispensaron: 0,1 pl de
Taq polimerasa (TucanTag-Corpogen), 2,5 ul de buffer
Taq (TucanTag-Corpogen), 1,5 ul de MgCl, (TucanTag-
Corpogen), 0,5 ul de ANTPs mix (Invitrogen), 1 pl de cada
primer de cagA Forward y Reverse (IDT-Coralville-USA),
S pl de solucion de DNA a una concentracion de 100 ng'y
se completd con agua grado molecular para completar al
volumen final de 25 pl. Las secuencias de los primers de
cagA fueron:

cagA F(+) 5~ TTGACCAACAACCACAAACCGAAG - 3’
cagA R(-) 5> CITCCCTTAATTGCGAGATTCC - 3’

Posiciones de acuerdo al ORF cagA en Genbank secuencia

L11714.

La amplificacién de cagA se realizé en un termocicla-
dor (MyCycler termal cycler-BIORAD), de la siguiente
manera:

1. Denaturacion inicial 9 min a 94°C.

2. Cuarenta ciclos de denaturacion 95°C por 30 segundos,
hibridacién 50°C por 45 segundos y extension 72°C
por 45 segundos.

3. Extension final: 72°C por 5§ minutos.

Después, los amplificados se corrieron en geles de agarosa
al 2%, y se revelaron en solucion de bromuro de etidio.

Genotipificacion del gen vacA por PCR (19, 21, 22)

Para la genotipificacion del gen vacA se obtuvieron pro-
ductos de amplificacién del DNA por PCR (19, 21) en un
volumen final de 25 yl, para lo cual se dispensaron: 0,1 yl
de Taq polimerasa (TucanTaq-Corpogen), 2,5 pl de buffer
Taq (TucanTaq-Corpogen), 1,5 pl de MgCl, (TucanTag-
Corpogen), 0,5 ul de dNTPs mix (Invitrogen), 1 ul de cada
primer vacA s1/s2, vacA sla, vacA s1b, vacA m1 y vacA m2
(tabla1). (FyR) (IDT-Coralville USA), 5 ul de solucién de
DNA a una concentracion de 100 ng y se complet6 con agua
grado molecular para completar al volumen final de 25 pl.
La amplificacién de vacA se realizé en un termocicla-
dor (MyCycler termal cycler-BIORAD), de la siguiente

manera:
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1. Treinta y cinco ciclos de denaturaciéon 94°C por 1
minuto, hibridacién 52°C por 1 minuto y extensién
72°C por 1 minuto.

2. Extensién final: 72°C por S minutos.

Los diferentes genotipos de H. pylori se agruparon en dos
grupos, “grupo mds virulento” y “grupo menos virulento”
(19). El primero estaba integrado por aquellos que eran
cagA(+) y vacA(+) con subtipos slaml+ y el segundo
grupo cagA(-) vacA(+) pero con subtipos s2m2 (+). La
secuencia de los primers utilizados se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados.

Regi6n  Primer Secuencia (5'3’) Tamafio y
localizacion
vacAml VA3-F GGTCAAAATGCGGTCATGG  290bp (2741-
VA3-R CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3030)
vacAm2 VA4-F GGAGCCCCAGGAAACATTG 352bp (976-
VA4-R  CATAACTAGCGCCTTGCAC 1327)
vacAsl VAL-F ATGGAAATACAACAAACACAC  259bp (797-
VAL-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 1055)
vacAs2 VAL-F ATGGAAATACAACAAACACAC  286bp (284-
VAL-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 569)
vacAsla S1A-F GTCAGCATCACACCGCAAC 190bp (866-
VAL-R  CTGCTTGAATGCGCCAAAC 1055)
vacAslb SS3-F  AGCGCCATACCGCAAGAG 187bp
VAL-R  CTGCTTGAATGCGCCAAAC

bp: pares de bases.

DETERMINACION LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA (CMI)

Técnica de E-test (23-25)

A partir de cultivos de 2 a 3 dias de incubacién, se preparé
una suspension en caldo Brucella que se ajustd a la escala
2 de MacFarland (1 x 10° UFC/ml), la suspensién se ino-
cul6 con un escobillén estéril sobre placas de agar Mueller-
Hinton suplementado con 10% de suero de caballo, 2% de
isovitalex. Se utiliz6 una caja con medio de cultivo por cada
antibiético (metronidazol, claritromicina, amoxicilina) a
ensayar.

Las tiras de E-Test® (Biomeriux) se colocaron sobre las
placas de medio de cultivo inoculadas con la bacteria y se
incubaron a 37°C en condiciones de microaerofilia por
48-72 horas. Los aislamientos fueron considerados resis-
tentes si la concentracién minima inhibitoria (CMI) se
encontraba en niveles iguales o superiores a 8 pg/ml para
metronidazol; 0,5 pg/ml para claritromicinay 1 pg/ml para
amoxicilina (23). Para controlar medios de cultivo y tiras
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de E-Test, se utilizé la cepa control, H. pylori NCTC 11637
(24,25).

ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos se elabor6 una base datos en el
programa EPIINFO version 6.0. Los resultados obtenidos
fueron procesados y analizados estadisticamente utilizando
el programa STATA version 6.0. Se determind el porcentaje
de resistencia a claritromicina, amoxicilina y metronidazol,
asi como el porcentaje de presencia del gen cagA y los dife-
rentes alelos para el gen vacA, en los aislamientos analiza-
dos. Se buscé asociacién entre la presencia de los genes
de virulencia y la resistencia a los antibiéticos, la cual fue
evaluada mediante una prueba de ji cuadrado (X?), con un
valor alfa (a) de 0,05.

RESULTADOS

Se lograron 79 aislamientos de H. pylori de 99 muestras
enviadas de igual numero de pacientes, en quienes se docu-
ment6 el diagnostico de H. pylori con base en el test de
ureasa rapida positivo e identificacion de H. pylori en la his-
tologia, representando una tasa de recuperacion del 80%.
El 67% de los pacientes en quienes se recuper6 el micro-
organismo eran mujeres. La edad promedio de la muestra
total era 54 afnos +/-15 afios. El diagnéstico endoscopico
fue esofagitis erosiva en 16 pacientes (25%), gastritis cro-
nica corporoantral en 79 (100%), y tlcera duodenal en 4
(5%).

Las prevalencias de las resistencias, utilizando E-test,
fueron las siguientes: metronidazol 81,01% (IC 95%
70,31-88,64), claritromicina 17,72% (IC 95% 10,37-
28,29%), y amoxicilina 3,8% (IC 95% 0-8,6%), (tabla 2).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
tasas de resistencia para los tres antibidticos entre hom-
bres y mujeres.

Tabla 2. Prevalencias de resistencias a los diferentes antibidticos.

Claritromicina Amoxicilina Metronidazol
E-TEST E-TEST E-TEST
14/79 3/79 64179
17,72% 3,8% 81,01%

IC 95% 10,37-28,29% IC 95% 0-8,6% IC 95% 70,31-88,64

El 25% de los genotipos identificados fueron del grupo
“mas virulentos”, como se ve en la tabla 4, en la cual se
muestran, ademads, las frecuencias relativas de los demads
genotipos de H. pylori en los 60 pacientes examinados. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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entre el genotipo cagA vacA slaml y los demds genotipos
con la resistencia a los antibiéticos claritromicina, amoxi-
cilina y metronidazol: p=0,36, p=0,36 y p=1, respectiva-
mente tablas 3y 4.

DISCUSION

Actualmente, para los gastroenterélogos y médicos de cui-
dado primario, la erradicacién de H. pylori es un gran desafio
ya que cada dia estd aumentando la resistencia primaria de
este microorganismo a los antibi6ticos mds frecuentemente
utilizados en su tratamiento (8-12, 26, 27), la cual se debe
en parte a la exposicion de la poblacidn a esos antibidticos
como monoterapia para diversas enfermedades infecciosas
(11, 12). En el reciente tercer consenso de Maastricht (9)
se recomend¢ continuar utilizando la triple terapia estan-
dar durante siete dias en las poblaciones con resistencia a la
claritromicina menor al 15-20% y, cuando es mayor al 20%,
prolongarla a 14 dias o utilizar una terapia cuadruple con
bismuto durante 10 a 14 dias. Asi mismo, recomend? utili-
zar el metronidazol en la triple terapia cuando la resistencia
es menor del 40%. En la presente investigacion se encontré
que la resistencia primaria a metronidazol fue del 81,01%
y a claritromicina del 17,72% las cuales estdn dentro de los
limites sugeridos para no ser utilizado en la triple terapia
como esquema de primera linea (9).

El resultado de resistencia a metronidazol encontrada
por nosotros concuerda con los resultados de investiga-
ciones de otros paises en vias de desarrollo (28, 29), y con

otros trabajos de Colombia que utilizaron la misma meto-
dologia con E-test (13, 30). Gutiérrez y col (13), en 1998,
encontraron resistencia a metronidazol en el 82% vy, recien-
temente, Henao y col, 72% (30). El alto nivel de resistencia
encontrado en el presente trabajo contrasta con la encon-
trada globalmente en paises europeos que es del 33% (31),
Estados Unidos 39% (32), Australia 32% y Japén 4% (33).
Aunque la técnica de E-test, puede exagerar la verdadera
resistencia a metronidazol, si se le compara con la técnica
de dilucién agar (14), la diferencia estimada entre ambos
métodos se ha encontrado que puede ser del 10-20% (12),
por lo cual consideramos que ante tasas tan altas de resis-
tencia al metronidazol, el valor predictivo de los resultados
del E-test finalmente daré resultados que estan por encima
del 40% que es el limite maximo considerado por los exper-
tos para que se utilice este medicamento (9). La prevalen-
cia de resistencia a metronidazol fue similar en hombres y
mujeres (79,5% y 82,7% respectivamente).

La resistencia a claritromicina del 17,7% es similar al
15% publicado este afio por Henao y col (34) y contrasta
marcadamente con el 3,8% encontrada por otros investiga-
dores del centro occidente de Colombia (35). Es posible
que la discrepancia con los hallazgos de este ultimo trabajo
se relacione con el nivel socioeconémico de la poblacién
estudiada por ellos, la cual, como comentan los autores,
probablemente tendria menos exposicién a este antimi-
crobiano por no estar en el plan obligatorio de salud de
Colombia, aunque hasta el momento, se ha considerado
que la resistencia a este antimicrobiano tiene relacién

Tabla 3. Proporcién de resistencia a claritromicina, amoxicilina y metronidazol en genotipos de H. pylori.

Resistencia Resistencia amoxicilina Resistencia
Genotipo claritromicina metronidazol
N % n % n %
IC95% 1C95% 1C95%
cagA(+) vacAslml 5/17 29,4% (7-51) 117 5,8% (0-17) 12/17 70,5% (48-92)
cagA(+)vacA s2m2 0/4 - 1/4 25% (0-79) 1/4 25% (0-79)
cagA(+) otros subtipos de vacA 2111 18% (0-45) 3/11 27% (0-58) 8/11 72% (46-99)
cag A (-)vacAs2m?2 2/11 18% (0-45) 1/11 9% (0-26) 8/11 72% (46-99)
cagA(-) vacAsl/m1 0/5 - 1/5 20% (0-65) 5/5 100% (90-100)
cagA(-) otros subtipos de vacA 4/12 33% (2-64) 2112 16% (0-41%) 9/12 75% (46-100)

Tabla 4. Evaluacion de la relacion de resistencia a claritromicina, amoxicilina y metronidazol frente a diferentes genotipos de virulencia

de H. pylori.

Claritromicina Amoxicilina Metronidazol
cagA(+) vacAslml vs otras cepas cag(+) NS (p=0,27) NS (p=0,35) NS (p=0,52)
cagA(-) vacAs2m2 vs otras cepas cag(-) NS (p=0,64) NS (p=0,52) NS (p=0,54)
cepas cagA(+) vs cepas cag(-) NS (p=0,96) NS (p=0,88) NS (p=0,26)

Se evalud significancia estadistica con alfa de 0,05.
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fundamentalmente con la utilizacién previa de macroli-
dos para infecciones respiratorias (12). De igual manera,
nuestros hallazgos divergen con los encontrados en el norte
de Europa y Escandinavia que tienen prevalencias de 4%
(12) y 1-3% (36) respectivamente y son superiores a los de
Estados Unidos en donde es del 12,9% (37). La prevalencia
global de resistencia en Europa a claritromicina es del 10%
y en el sureste de ese continente es del 18% (12), la cual
coincide con nuestros resultados.

El impacto de la resistencia a metronidazol y a claritro-
micina es trascendental en la infeccién por H. pylori. La
resistencia a metronidazol reduce la eficacia en 50% de las
terapias triples y cuadruples (27) y cuando hay resistencia
a claritromicina en 37% (38) a 70% (12). En Francia, se ha
encontrado que cuando la cepa es sensible a claritromicina,
la tasa de erradicacion es del 87,8% y desciende a 18,3% si
hay resistencia al mismo (12). En las recomendaciones de
Maastricht (9), cuando hay resistencia aislada a claritromi-
cinamayora 15%yametronidazol menora40%, se continta
sugiriendo como terapia de primera linea, una triple terapia
con claritromicina-metronidazol durante 14 dias o una
terapia cuddruple. Sin embargo, no hay recomendaciones
para las dreas geograficas en que existan simultineamente
altas tasas de resistencia para ambos antibiéticos como las
encontradas en esta investigacion, lo cual implica que en
nuestro medio es urgentemente necesario investigar tera-
pias bien toleradas que superen las resistencias a estos dos
medicamentos. Una estrategia podria ser la terapia secuen-
cial clasica de 10 dias con inhibidor de bomba de protones
con amoxicilina los primeros cinco dias y claritromicina
mas tinidazol durante los dltimos cinco dias en reemplazo
de amoxicilina, la cual no disminuye sustancialmente su
eficacia cuando hay resistencia a claritromicina pero pierde
toda su eficacia cuando hay resistencia dual a claritromicina
y a metronidazol como fue recientemente demostrado en
uno de los mds importantes trabajos publicados al respecto
(39). En el presente trabajo no se encontraron resisten-
cias simultdneas en una misma cepa; sin embargo, las altas
tasas de resistencia a metronidazol y a claritromicina hacen
plantear la duda sobre la utilidad de esta terapia secuencial
y debe ser un estimulo para investigarla de manera priori-
taria en nuestro medio. Con base en nuestros resultados,
otra alternativa serfa utilizar triples terapias que contengan
levofloxacina, las cuales han demostrado eficacia tanto en
terapias de primera linea (40-42) como en terapias de res-
cate de segunda (43-46) y tercera linea (47).

Con respecto a la resistencia a la amoxicilina, mundial-
mente se han encontrado que es inferior al 2% y por lo
tanto hasta el momento no se le considera un problema
para la erradicacién de H. pylori (10, 12), por lo cual, el
3.8% encontrado en este estudio, es un hallazgo sorpren-
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dente, que implica una dificultad adicional para el manejo
de H. pylori en nuestro medio. Hasta el momento, los paises
con las mds altas tasas de resistencia a este antimicrobiano
eran Kenia con 4,6% (48) y Bangladesh con 6,6% (49).

No encontramos asociacién entre los genotipos de H.
pyloriy la resistencia a los tres antibidticos investigados, lo
que coincide con investigaciones realizadas en otras latitu-
des con el mismo fin (50-53). Sin embargo, es diferente a
los hallazgos de investigadores irlandeses, quienes encon-
traron que la tasa de resistencia a metronidazol es mas alta
en cepas cagA(+)vacAslml (54).

Teniendo en cuenta los resultados de esta investigacion
que encontré altas tasas de resistencia para los tres anti-
bidticos mds importantes para erradicar H. pylori, seria
cuestionable la utilidad de la terapia triple estdndar como
esquema de primera linea en nuestro medio, si bien la unica
forma de confirmar esta presuncidn seria realizando un
ensayo clinico. Aunque se requieren estudios adicionales,
ojald multicéntricos, para confirmar y ampliar los resul-
tados de este estudio, consideramos que la informacién
derivada del mismo puede ser de utilidad para los médicos
involucrados en el tratamiento de H. pylori, para planear
qué esquema antibidtico utilizar como terapia empirica.
Los expertos consideran que al igual que en otras enferme-
dades infecciosas transmisibles para el tratamiento de H.
pylori es fundamental disponer de la informacion sobre los
niveles de resistencia del microorganismo a los antibidticos
usualmente utilizados con el fin de elegir esquemas efica-
ces (10-12) y, en ese sentido, este trabajo ha develado unos
datos preocupantes.

En conclusion, se ha encontrado una alta tasa de resisten-
cia a los tres principales antibiéticos utilizados en la mayo-
ria de los esquemas exitosos de erradicacion de la infeccién.
Esta informacion tiene un gran impacto para nuestro pais
y por lo tanto implicaria que es necesario investigar de
manera preferencial diferentes terapias de erradicacion de
H. pylori.

Conflicto de intereses

El presente trabajo fue financiado por Colciencias, como
parte del proyecto “Erradicacion de Helicobacter pylori: tri-
ple terapia con levofloxacina”. Cédigo 1203-408-20464.

REFERENCIAS

1. Malaty HM. Epidemiology of Helicobacter pylori. Best Pract
Res Clin Gastroenterol 2007; 21: 205-14.

2. Suebaum S, Michetti P. Helicobacter pylori infection. N Engl
J Med 2002; 347: 1175-86.

3. Current European Concepts in the management of
Helicobacter pylori infection. The Maastricht Consensus

Trabajos originales



10.

11.

12.

13.

14.

1S.

16.

17.

18.

19.

Report. European Helicobacter pylori Study Group. Gut
1997; 41: 8-13.

Guillen D, McColl KEL. Gastroduodenal disease,
Helicobacter pylori, and genetic polymorphisms. Clinical
Gastroenterol Hepatol 2005; 3: 1180-86.

Argent RH, Kidd M, Owen RJ, Thomas RJ, Limb MC,
Atherton JC. Determinants and consequences of diffe-
rent levels of Cag A phosforilation for clinical isolates of
Helicobacter pylori. Gastroenterology 2004; 127: 514-23.
Howden CW, Hunt RH. Guidelines for the management
of Helicobacter pylori. Ad Hoc Committee on practice para-
meters of the American College of Gastroenterology. Am J
Gastroenterol 1998; 93: 2330-8.

Bytzer P, O 'Morain C. Treatment of Helicobacter pylori
Helicobacter 2005; 10(Suppl 1): 40-46.
CheyWD,WongBCY.American College of Gastroenterology
Guideline on the Management of Helicobacter pylori
Infection. Am J Gastroenterol 2007; 102: 1808-25.
Malfertheiner P, Megraud F, O "Morain C, Bazzoli F, El-Omar
E, Graham D, et al. Current concepts in the management of
Helicobacter pylori infection- The Maastricht III consensus
report. Gut 2007; 56: 772-81.

Vakil N, Megraud F. Eradication therapy for Helicobacter
pylori. Gastroenterology 2007; 133: 985-100.

Graham DY, Shiotani A. New concepts of resistence in the
treatment of Helicobacter pylori infections. Nature Clin Pract
Gastroenterol Hepatol 2008; 5: 321-31.

Megraud F. Helicobacter pylori antibiotic resistance: preva-
lence, importance and advances in testing. Gut 2004; 53:
137-84

Gutiérrez O, Otero W. Resistencia de Helicobacter pylori al
Metronidazol en Colombia. Rev Col Gastroenterol 1998;
12: 31-5.

Clinical and laboratory Standards Institute. Methods for
antimicrobial dilution and disk susceptibility testing for
infrequently isolated or fastidious bacteria 2006(5):M2-M7.
Pen. USA.

Cotton PB, Williams CB. Practical Gastrointestinal endos-
copy: The fundamentals (Sth edition), Oxford: Blackwell
Publishing Ltd. 2003.

El-Zimaity HM, Graham DY. Evaluation of gastric mucosal
biopsy site and number for identification of Helicobacter
pylori or intestinal metaplasia: role of the Sydney system.
Hum Pathol 1999; 30: 72-7.

Guamer J, Herrera-Goepfert R, Mohar A, Smith C, Schofield
A, Halperin D, et al. Diagnostic yield of gastric biopsy speci-
mens when screening for preneoplastic lesions. Hum Pathol
2003; 34: 28-3S.

Genta RM, Graham DY. Diagnosis and treatment of
Helicobacter pylori. En Graham DY, Genta RM, Dixon ME.
Gastritis. Lippincott Williams &Wilkins Phil 1999. p. 189-
201.

Quiroga AJ, Cittelly DM, Marfa Bravo MM. Frecuencia de
los genotipos babA2, oipA y cagE de Helicobacter pylori en
pacientes colombianos con enfermedades gastroduode-
nales. Biomédica 20085; 25: 325-34.

20.

21.

22.

23.

24.

28.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Ansorg R, Von Recklinghausen G, Pomarius R, Schmid EN.
Evaluation of Techniques for Isolation, subcultivation, and
Preservation of Helicobacter pylori. ] Clin Microbiol 1991;
29(1): 51-53.

Cittelly DM, Huertas MG, Martinez JD, Oliveros R, Posso
H, Bravo MM, et al. Helicobacter pylori genotypes in non
atrophic gastritis are different of the found in peptic ulcer,
premalignant lesions and gastric cancer in Colombia. Rev
Med Chile 2002; 130: 143-51.

Martinez A, Gonzilez C, Kawauchi F, Montoya F.
Helicobacter pylori: andlisis de cagA y genotipificaciéon de
vacA en Chile. Deteccién de una cepa s2/ml. Rev Med
Chile 2001; 129: 1147-1153.

Osato MS. Antimicrobial Susceptibility Testing for
Helicobacter pylori: Sensitivity Test Results and Their Clinical
Relevance. Curr Pharm Des 2000; 6: 1545-1558S.
Glupczynski Y, Labbe M, Hansen W, Krocaert F,
Yourassowsky E. Evaluation of the E Test for Quantitative
Antimicrobial Susceptibility Testing of Helicobacter pylori. ]
Clinical Microbiol 1991; 29: 2072-2075.

Osato MS, Reddy R, Reddy SG, Penland RL, Graham DY.
Comparison of the Etest and the NCCLS-approved agar
dilution method to detect metronidazole and clarithromycin
resistant Helicobacter pylori. Int ] Antimicr 2001; 17: 39-44.
Blaser MJ, Atherton JC. Helicobacter pylori persistent: bio-
logy and disease. J Clin Invest 2004; 113: 321-33.

Houben MHM, van de Beck D, Hensen EF, De Craen AJM,
Waws EAJ, Tytgat GNJ. A systematic review of Helicobacter
eradication therapy-the impact of antimicrobial resistance
on eradication rates. Aliment Pharmacol Ther 1999; 13:
1047-5S.

Datta S, Chattopadhyay S, Patra R, Ramamurthy R de T,
Hembram J, Chowdhury S, et al. Most Helicobacter pylori
strains of Kolkata in India are resistant to metronidazole but
susceptible to other drugs commonly used for eradication
and ulcer therapy. Aliment Pharmacol Ther 2005; 22: 51-7.
Torres J, Camorlinga-Ponce M, Perez-Pérez G, Madrazo De
la Garza A, Dahesa M, Gonzalez-Valencia G, et al. Increasing
multidrug resistance in Helicobacter pylori strains isolated
from children and adults in Mexico. ] Clin Microbiol 2001;
39:2677-80.

Henao SC, Otero W, Angel LA, Martinez JD. Resistencia
primaria a Metronidazol en aislamientos de Helicobacter
pylori en pacientes adultos de Bogota. Rev Col Gastroenterol
2009; 24: 10-15.

Glupzynski Y, Mégraud F, Loépez Brea M. European mul-
ticenter survey of in vitro antimicrobial resistance in
Helicobacter pylori. Eur J Clin Microbial Infect Dis 2000;
11: 820-3.

Osato MS, Reddy R, Reddy SG, Penland RL, Malaty HM,
Graham DY. Pattern of primary resistance of Helicobacter
pylori to metronidazole or claritthomycin in the United
States. Arch Intern med 2001; 161: 1217-20.

Mégraud F. Helicobacter pylori resistance to antibiotics:
prevalence, mechanism, detection. What’s new? Can J
Gastroenterol 2003; 17(Suppl. B): 49B-52B.

Resistencia de Helicobacter pylori a metronidazol, claritromicina y amoxicilina en pacientes colombianos 37



34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

38

Henao SC, Quiroga A, Martinez JD, Otero W. Resistencia
primaria a la claritromicina en aislamientos de Helicobacter
pylori. Rev Col Gastroenterol 2009; 24: 110-114.

Alvarez A, Moncayo ]I, Santaccruz JJ, Santacoloma M,
Corredor LF, Reinosa E. Antimicrobial susceptibility and
mutationsinvlvedin clarithromycin resistance in Helicobacter
pylori isolates from patients in the western central region of
Colombia. Antimicr Ag Chemother 2009; 53: 40222-4.
Vakil N. H. pylori treatment: new wine in old bottles? Am J
Gastroenterol 2009; 104: 26-30.

Duck WM, Sobel J, Prukler JM, et al. Antimicrobial resis-
tance incidence and risk factors among Helicobacter pylori-
infected persons. United states Emerg Infect Dis 2004;
10:1088-94.

Jefri NS, Hornung CA, Howden CW. Meta-analysis:
sequential therapy appears superior to standard therapy for
Helicobacter pylori infection in naive patients. Ann Intern
Med 2008; 148: 923-31.

Vaira D, Zulo A, Vakil N, Gatta L, Ricci C, Perna F, et al.
Sequential therapy versus standard triple drug therapy for
Helicobacter pylori eradication. Ann Intern Med 2007; 146:
556-63.

Gisbert JP, Fernindez M, Molina J, Pérez A, Prieto B,
Matos JM, et al. First line triple therapy with levofloxacin
for Helicobacter pylori eradication. Alimen Pharmacol Ther
2007; 26: 495-500.

Nista EC, Candelli M, Zocco MA, Cremonini F, Ojeti M,
Finizio R, et al. Levofloxacin-based triple therapy in first
line treatment for Helicobacter pylori eradication. Am J
Gastroenterol 2006; 101: 1985-90.

Schrauwen RWM, Jannssen MJR, de Boer WA. Seven-day
PPI triple therapy with levofloxacin is very effective for
Helicobacter pylori infection. ] Med 2009; 67: 96-101.
Cheng HC, Chang WL, Chen WY, Yang HB, WU JJ, Sheu
BS. Levofloxacin—containing triple therapy to eradicate the
persistent H. pylori after a failed conventional triple therapy.
Helicobacter 2007; 12: 359-63.

Perna F, Zullo A, Ricci C, Hassan C, Morini S, Vaira D.
Levofloxacin —based triple therapy for Helicobacter pylori
re-treatment: role of bacterial resistance. Dig Liv Dis 2007;
39:1001-S.

Rev Col Gastroenterol / 25 (1) 2010

4S.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

S2.

S3.

54.

Gisbert JP, Bermejo F, Castro M, Aisa A, Fernandez M,
Tomas A, et al. Second Line therapy with levofloxacin after
H. pylori treatment failure: a Spanish multicenter study of
300 patients. Am J gastroenterol 2008; 103: 71-6.

Di Caro S, Franceschi F, Mariani A, Thompson F, Raimondo
D, Masci E, Testoni A, et al. Second line levofloxacin based
triple schemes for Helicobacter pylori eradication. Dig Liv
Dis 2009;41:480-85

Gisbert JP, Castro M, Bermejo F, Pérez A, Ducons ],
Ferndndez M, Bory F, et al. Third line rescue therapy with
levofloxacin after two H. pylori treatment failures. Am J
Gastroenterol 2006; 101: 243-7.

Lwal-Lume L, Ogutu EO, Amayo EO, et al. Drug susceptibi-
lity pattern of Helicobacter pylori in patients with dyspepsia
in Kenyatta National Hospital Nairobi. East Afr Med ] 2005;
82:603-8.

Nahar S, Mukhopadhay AK, Khan R, et al. Antimicrobial
susceptibility of Helicobacter pylori strains isolated in
Bangladesh. J Clin Microbiol 2004; 42: 4856-58.

Godoy AP, Ribeiro ML, Benvengo YH, Vitiello L, Miranda
M de C, et al. Analysis of antimicrobial susceptibility and
virulence factors in Helicobacter pylori clinical isolates. BMC
Gastroenterol 2003; 11(3): 20.

Debets-Ossenkopp YJ, Reyes G, Mulder], Aan de Stegge BM,
Peters JT, Savelkoul PH, Tanca J, Pena AS, Vandenbroucke-
Grauls CM. Characteristics of clinical Helicobacter pylori
strains from Ecuador. J Antimicrob Chemother 2003; 51:
141-14S.

Lopez-Brea M, Martinez M]J, Domingo D, Sinchez I,
Alarcén T. Metronidazole resistance and virulence factors in
Helicobacter pylori as markers for treatment failure in a pae-
diatric population. FEMS Immunol Med Microbiol 1999;
24:183-8.

Zschausch HC, Han SR, Meyer HG, Maeurer MJ. No asso-
ciation between Helicobacter pylori genotypes and antibiotic
resistance phenotypes within families. Helicobacter 2002;
7: 364-6.

Taneike I, Nami A, O’Connor A, Fitzgerald N, Purphy P,
Oasim A, et al. The analysis of drug resistance and virulent-
factor genotype of Irish Helicobacter pylori strains: is there
any relationship between to metronidazole and cagA status?
Aliment Pharmacol Ther 2009; Jul 9 (Epub ahead of print).

Trabajos originales



Andlisis de mutaciones relacionas con resistencia

Analisis de mutaciones en los genes 23S rRNA 'y
gyrA asociados con resistencia de H. pylori a
claritromicina y levofloxacina

50



Capitulo 3

En este capitulo se describen las mutaciones relacionados con resistencia
primaria de H. pylori a claritromicina y levofloxacina en los genes 23S rRNA y gyrA
en aislamientos clinicos de pacientes en la ciudad de Bogota - Colombia.
Mundialmente la resistencia de este microorganismo a estos dos antibidticos
ocurre por mutaciones puntuales en los genes 23S rRNA y gyrA respectivamente.
El estudio de las mutaciones relacionadas con resistencia del microorganismo a
los antibioticos mas utilizados en las terapias triples de erradicacién es relevante
de conocer, ya que este conocimiento se puede utilizar para el disefio de pruebas
moleculares rapidas que permitan detectar la resistencia en la biopsia gastrica o
en materia fecal; adicionalmente permite conocer cuales son las mutaciones mas
frecuentes en la poblacién estudiada, ya que se ha demostrado que la frecuencia y
las mutaciones en estos genes son diferentes entre diversas areas geograficas.
Por ello cada region debe estudiar su situacion de resistencia a cada antibiético

para definir politicas locales de diagndéstico y manejo de la infeccion.

A continuacion se presentan dos manuscritos con los resultados de las

mutaciones asociadas con resistencia a claritromicina y levofloxacina.
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Introduccion

Helicobacter pylori (H. pylori), es un bacilo microaeroéfilo, Gram negativo; implicado
frecuentemente como el agente causal de gastritis crénica, Ulceras gastricas y
duodenales, carcinoma gastrico y linfomas tipo MALT (Graham et al., 1991;
Malfertheiner et al., 2007; Yamaoka et al.,, 1999). El tratamiento de estos
desérdenes asociados con H. pylori usualmente revierte y cura completamente
después del tratamiento con antibiéticos (Graham et al., 2008; Kato et al., 2000;
Rimbara et al., 2011; Vakil & Megraud, 2007). Claritromicina es un macrolido
utilizado frecuentemente en combinacidén con otros agentes antimicrobianos para
el tratamiento de la infeccion por H. pylori. Sin embargo, la resistencia de la
bacteria a claritromicina es una de las mayores causas de falla en el tratamiento
(Choi et al., 2002; Kato et al.,, 2000; Kim et al., 2001; Kim et al.,, 2002;

Malfertheiner et al., 2007). La prevalencia de la resistencia de H. pylori a
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claritromicina varia entre diferentes paises, siendo muy alta en Espafia (49,2%) y
Japon (40,7%); media en la gran mayoria de paises Europeos, Asiaticos y
Norteamérica (10-20%) (De Francesco et al., 2010). En Colombia se han
reportado diferencias entre regiones, siendo baja en el viejo Caldas (Manizales,
Pereira y Armenia) con variaciones entre 2,2 — 3,8% (Alvarez et al., 2009a; Alvarez
et al., 2009b), y media en Bogota 15 - 17,7% (Henao et al., 2009; Trespalacios et
al., 2010). Claritromicina acttia por union a la peptidiltransferasa de la subunidad
23S rRNA e inhibe la sintesis proteica bacteriana. La resistencia resulta por
cambios en la molécula de 23S RNA causada por mutaciones en el gen 23S
rRNA. Transiciones de adenina a guanina en las posiciones 2142 y 2143 son las
principales mutaciones observadas en este gen (Taylor et al., 1997). Todas estas
mutaciones confieren resistencia a los macrolidos, lo cual ha sido confirmado por
estudios de mutagénesis y transformacion natural(Taylor et al., 1997; Versalovic et
al., 1997). Otras mutaciones han sido observadas en aislamientos de H. pylori
resistentes a claritromicina, sin embargo solo A2142C, T2717C y C2694A han
podido relacionarse con resistencia por medio de estudios de transformacion
natural (Fontana et al., 2002; Rimbara et al., 2008; Rimbara et al., 2011). En
Colombia son pocos los estudios que se han realizado sobre la prevalencia de
resistencia de H. pylori a claritromicina y tan solo un estudio ha relacionado las
mutaciones A2143G y A2142G como responsables de la resistencia (Alvarez et

al., 2009b).
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En el presente estudio, se determind la prevalencia de resistencia a claritromicina
desde 2009 a 2011 en Bogota, D.C — Colombia y se caracterizaron las mutaciones

presentes en los aislamientos susceptibles y resistentes por secuenciacion.

Materiales y Métodos

Pacientes remitidos a endoscopia digestiva alta de la Clinica Fundadores fueron
incluidos prospectivamente desde enero de 2009 y abril de 2011. Los pacientes
fueron parte de un estudio clinico que evalud la eficacia de la terapia triple con
levofloxacina en la erradicacion de H. pylori. Se incluyeron prospectivamente
pacientes con dispepsia funcional o Ulceras pépticas con edades entre 19 y 70
afos, remitidos a endoscopia digestiva alta por sintomas dispépticos, que no
hubiesen recibido tratamientos previos de erradicacion de H. pylori dentro de los
tres meses anteriores, ni medicamentos antisecretores, bismuto o antibioticos un
mes antes de ingresar al estudio. Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado (Anexo 1), antes de ingresar al estudio después de una explicaciéon
completa y detallada del mismo. El protocolo y consentimiento informado, fueron
aprobados por el comité de ética, de la Clinica Fundadores y la Pontificia

Universidad Javeriana.

Aislamientos clinicos: Las biopsias obtenidas de cada paciente se depositaron
en crioviales con 500ul de caldo Brucella® con 20% de glicerol y se mantuvieron
en cadena de frio (2 a 8°C) hasta su procesamiento antes de 24 horas de

recolectada. En total asepsia y esterilidad, en cabina de bioseguridad, las biopsias
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fueron maceradas hasta obtener una solucibn homogénea con un aplicador de
madera estéril, previamente tratado con 1% de carbon activado. La muestra
homogénea fue vertida en su totalidad sobre la superficie de agar Wilkins
Chalgren modificado para H. pylori y suplementado con Isovitalex y antibigticos.
Una vez realizada la siembra, las cajas de petri se incubaron, en atmosfera
microaerdfila con 10% de CO,, a temperatura de 37°C durante 14 dias, revisando

cada tres dias hasta la observacion de colonias.

Pruebas de identificacion para Helicobacter pylori: Al cabo del periodo de
incubacion, se buscé el crecimiento de colonias pequefias, uniformes, traslucidas,
brillantes en gota de rocio. La confirmacion de Helicobacter pylori se realizdé con
las siguientes pruebas: Coloracion de Gram: Bacilos Gram negativos curvos
pequenos, Prueba de catalasa: positiva, Prueba de oxidasa positiva y Prueba de
ureasa positiva. Subcultivos puros de cada aislamiento de H. pylori se obtuvieron
en agar Wilkins Chalgren sin antibiotico. En caso de obtener mas de una cepa por
paciente, cada aislamiento se estudié por separado. Tres copias de cada cepa se

conservaron en caldo Brucella con glicerol al 10% a -70°C.

Prueba de susceptibilidad a claritromicina: Para evaluar la susceptibilidad de
los aislamientos a claritromicina, se realizaron pruebas de concentracidbn minima
inhibitoria (CMI) por la técnica dilucion en agar de acuerdo a las recomendaciones
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI et al., 2010), utilizando
Agar Mueller Hinton, suplementado con 5% de sangre cordero o caballo
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envejecida 2 semanas. Se prepararon placas de medio de cultivo conteniendo
concentraciones de antibiético entre 0.125 a 64 pug/ml y se inocularon con 3 ul de
una suspension de H. pylori ajustada a la escala 2 de MacFarland. La cepa NCTC
11637 fue utilizada como control de calidad en cada montaje de la prueba de
susceptibilidad. ElI punto de corte utilizado para determinar la resistencia a
claritromicina fue = 1ug/ml. La CMI de cada aislamiento se interpreté como la mas

baja concentracion de antibiético que inhibe el crecimiento visible de H. pylori.

Extraccion de ADN de Helicobacter pylori: ADN gendmico de la totalidad de
los aislamientos susceptibles y resistentes a claritromicina fue obtenido a partir de
cepas de H. pylori cultivadas en medio liquido durante 12 horas (Duque-Jamaica
et al.). Finalizado el tiempo de incubacion todos los cultivos fueron centrifugados
a 10.000 r.p.m. por 4 minutos, el sobrenadante descartado y el sedimento

sometido a extraccion de ADN utilizando DNAzol® (Invitrogen).

Determinacion de mutaciones en el gen 23S rRNA: Dos pares de iniciadores
fueron utilizados para amplificar dos fragmentos de la peptidiltransferasa de la
subunidad 23S rRNA. Las secuencias de los iniciadores fueron basadas en la
secuencia publicada del gen 23S rRNA de H. pylori (NiUmero de acceso en
GenBank U27270). EIl primer juego de iniciadores amplifica un fragmento de 425
pb en donde se ubican las mutaciones de las posiciones 2142, 2143, 2144. Los
iniciadores de esta region son: K1 (5-CCA CAG CGA TGT GGT CTC AG-3,
complementaria a la posicion 2191 a 2210) y K2 (5°CTC CAT AAG AGC CAA

AGC CC-3' complementaria a la posicion 2596 a 2615). El segundo par de
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iniciadores amplifica un fragmento de 414 pb, en donde se ubican las mutaciones
de las posiciones 2694 y 2717. Las secuencias de estos iniciadores son: K3 (5'-
GCA CAA GCC AGC CTG ACT G-3' complementaria a la region 2786 a 2804) y
K4 (5-AGC AGT TAT CAC ATC CGT G-3' complementaria a la region 3181 a
3199) (Occhialini et al., 1997).

La amplificacion por PCR del ADN fue llevada a cabo utilizando PCR
Master Mix — Promega (WI - USA), adicionando 5 pl de ADN genémico, 1 pmol/l
de cada primer (K1 y K2) o (K3 y K4) en un volumen final de 50 ul de reaccién.
Las condiciones de amplificaciéon fueron 3 minutos a 94°C, seguidos de 35 ciclos
de 30 segundos de denaturacion a 94°C, 30 segundos de hibridacién a 54°C, 30
segundos de extension a 72°C , con una extension final a 72°C por 5 minutos. Los
productos de amplificacion de 425 y 414 pb fueron evidenciados en geles de
agarosa al 1,5% coloreados con SYBR Safe (Invitrogen — USA) durante 1 hora.
Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en Macrogen — Korea.
Las secuencias fueron analizadas usando la herramienta BLASTN (Basic local
alignment search tool) para comparar las secuencias de nucleétidos de los
productos de PCR de las regiones amplificadas con la secuencia reportada en el
GenBank U27270). Se utilizd6 el sistema de Taylor et al, para numerar las

posiciones de los nucleétidos en las secuencias obtenidas (Taylor et al., 1997).
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Resultados

Se recuperaron aislamientos de H. pylori de 256 pacientes. La resistencia primaria
a claritromicina durante el periodo de estudio fue 13,6% (35/256). La prevalencia

de la resistencia se mantuvo estable a través de los afos analizados.

Susceptibilidad de Helicobacter pylori a claritromicina: Se recuperaron 40
aislamientos resistentes en 35 pacientes y 234 cepas susceptibles de 221
pacientes. Se encontré infeccibn mixta con un aislamiento resistente y un
aislamiento susceptible en 4 pacientes. La concentracion minima inhibitoria en los
aislamientos resistentes oscilé entre 1 - 32 pg/ml y en los sensibles entre 0,016 —

0,5 pg/ml. El total de aislamientos obtenidos en los 256 pacientes fue de 274.

Mutaciones en 23S rRNA: Los aislamientos recuperados de la poblacion en
estudio presentaron mutaciones en el fragmento amplificado con los iniciadores K1
y K2, en las posiciones 2142 y 2143, las secuencias de los genotipos encontrados
se observan en la figura 3.1 y un alineamiento con la mutaciébn mas frecuente
A2143G en la figura 3.2. No se presentd ninguna mutacién en las regiones
amplificadas con los iniciadores K3 y K4.

42 aislamientos con mutaciones fueron recuperadas de 37 pacientes, de
estos aislamientos con mutacion 36 fueron resistentes a claritromicina y 6
sensibles. 234 aislamientos sin mutaciones fueron recuperados de 221 pacientes,
de estos aislamientos de H. pylori, 228 fueron sensibles a claritromicina y 6 fueron

resistentes. Las mutaciones presentes en el grupo de aislamientos resistentes
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fueron A2143G y A2142G; los aislamientos con esta Ultima mutacion presentaron

alta resistencia a claritromicina (CIM = 16 ug/ml), la CIM de las mutantes A2143G

fluctio entre 1 — 8 ug/ml. En la tabla 3.1 se observa la distribucion de los

aislamientos de acuerdo a la mutacion y la CIM y en la figura 3.3, la distribucién

de los aislamientos de acuerdo a la concentracion minima inhibitoria (CMI) y el

genotipo de los aislamientos.

A2142 A2142G A2142C A2142
A2143 A2143 A2143 A2143G
GACGG GACCC GACGGG GACCC GACGGC GACCC GACGGAGAGACCCH
| f{
A f 1

WV | | maf\n/a A | i

Silvestre A2142G A2142C A2143G

A B C D

Figura 3.1. Resultados de la secuencia de los productos de PCR amplificados con los iniciadores
K1y K2. Las secuencias mutadas presentan el cambio de nucle6tido en la posicién 2142 o0 2143.
Secuencias con doble mutaciéon no se observaron. (A) Secuencia silvestre, sin mutaciones en las
posiciones 2142, 2143. (B) Secuencia con mutacién A2142G. (C) Secuencia con mutacion
A2142C. (D) Secuencia con mutacion A2143G.
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AAACACAGCACTTTGCCAACTCGTAAGAGGAAGTATAAGGTGTGACGCCTGCCCGGTGCT
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AAACACAGCACTTTGCCAACTCGTAAGAGGAAGTATAAGGTGTGACGCCTGCCCGGTGCT

CGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTCGCAAGATGAAGCGTTGAATTGAAGCCCGAGTAAAC

LEERELR R e e e e e e e el
CGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTCGCAAGATGAAGCGTTGAATTGAAGCCCGAGTAAAC

GGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAGTACCGACC

RN RNy
GGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAAATACCGACC

TGCATGAATGGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGT

LELEELEERE e e e e e e e e e e e e el
TGCATGAATGGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGT

GGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGA

RN RN RNy
GGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGA

NGACCCCGTGGACCTTTACTACA

IELLELEERELR el
\GACCCCGTGGACCTTTACTACA

ACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGGAGGCTTTGAAGTAAGGG

FEEELE R e e e e e e e e e el
ACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGGAGGCTTTGAAGTAAGGG

CTTTGGCTCTTATGGAG 397

LEELLEL il
CTTTGGCTCTTATGGAG 2615

80

2298

140

2358

200

2418

260

2478

320

2538

380

2598

Figura 3.2. Alineamiento de la secuencia de nuclettidos de le dominio V in 23S rRNA de un
aislamiento de Helicobacter pylori mutante A2143G. La numeracion de la posicion de los
nucledtidos sigue el sistema propuesto por Taylor et al. (Posicion 2515-373+1= posicion 2143). La
secuencia HPU27270 es la secuencia publicada del gen 23S rRNA de H. pylori, nimero de acceso
a GenBank U27270.
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Cvi GENOTIPO
A A2142C | A2142G | A2143G | SILVESTRE
0,016 55
0,032 47
0,064 38
0,125 40
0,25 2 30
0,5 1 1 2 18
1 9 5
2 9
4 8
8 8 1
16
32 1
Cvi GENOTIPO
B Mutacidon | A2142C A2142G A2143G
Frecuencia | (1/42) 2,38% | (3/42) 7,14% | (38/42) 90,47%

Tabla 3.1. (A) Distribucién de los aislamientos de acuerdo a la mutacion y CMI. (B) Frecuencia de
las mutaciones A2143G, A2142G y A2142C en los aislamientos con mutacion

_ 60
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2 a0
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S 30 B SILVESTRE
€
A2143G
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° mA2142G
o mA2142C
[+F]
E
3
=

- | .|
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N LN o NS
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Concentracion Minima Inhibitoria a Claritromicina {ug/ml)

Figura 3.2. Distribucion de los aislamientos de H. pylori de acuerdo a la concentracién minima
inhibitoria y el genotipo de 23S rRNA.
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Discusion

La prevalencia de resistencia a claritromicina encontrada en este estudio durante
tres afos de seguimiento (2009, 2010 y 2011) en Bogota - Colombia fue de 13,6%,
manteniendose estable durante todo el periodo de estudio. Este valor es menor al
encontrado por nuestro grupo de investigacion en pacientes estudiados entre 2008
- 2009 (17,7%) (Trespalacios et al., 2010) y al reportado por Henao et al, en
aislamientos obtenidos durante el afios 2007 (15%) (Henao et al., 2009), en la
ciudad de Bogota. Las diferencias de prevalencia entre los estudios seguramente
es influenciada por la técnica utilizada para determinar la susceptibilidad de los
aislamientos a claritromicina. En el primer estudio realizado por nuestro grupo la
susceptibilidad fue obtenida con E-test y en el estudio de Henao et al, por
disfusion en disco. En el presente estudio la susceptibilidad se determiné por
dilucion en agar, considerada el estandar de oro para la determinacion de
susceptibilidad de H. pylori a los antimicrobianos, en el afio 2008 nuestro grupo
realizd una revision sistematica de la literatura con el objetivo de determinar las
caracteristicas operativas del E-test con la prueba de referencia dilucion en agar,
encontrando una sensibilidad de 100% y una especificidad de 75% (Rey et al.,
2008), de acuerdo a estas caracteristicas opetativas, E-test sobrestima el valor de
la resistencia porque arroja falsos positivos, esto esta acorde con los resultados
encontrados en este estudio en donde la prueba de referencia demuestra que la
prevalencia de resistencia a claritromicina es menor a la determinada en estudios
anteriores en la misma poblacion. Sin embargo, las diferencias no son muy

grandes entre estudios y nos permiten comprender que los niveles de prevalencia
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de la resistencia de H. pylori a la claritromicina se encuentran por debajo del 15%,
lo que significa que siguiendo las recomendaciones del Conseso de Mastrich Ili
(Malfertheiner et al., 2007), este medicamento continua siendo una alternativa de
tratamiento en la poblacién estudiada, sin embargo debido a que 13 de cada 100
pacientes son resistentes a claritromicina y la resistencia es causa de falla en la
erradicacion, no se aconseja su uso de manera empirica en esta poblacién y debe
ser formulado de acuerdo a los resultados de pruebas de susceptibilidad. A pesar
de las diferencias en los resultados de E-test frente a la dilucién en agar, esta
sigue siendo una buena alternativa para la evaluacién de susceptibilidad, ya que
aunque sobreestima la resistencia siempre va a determinar los verdaderos
resistentes y por lo tanto serd una buena guia para los clinicos en el momento de
definir el esquema de erradicaccion en un paciente. Sin embargo, para vigilar
prevalencia de la resistencia en la poblacion es mejor utilizar la dilucion en agar.
Para identificar las mutaciones relacionadas con resistencia a claritromicina
se amplificaron dos regiones del gen 23S rRNA. La mutacion A2143G fue la mas
frecuente en los aislamientos de H. pylori (90,47%), seguida de A2142G (7,14%) y
A2142C (2,3%). La frecuencia de cepas de H. pylori con mutaciones a
claritromicina varia entre areas geograficas, en Estados Unidos el 48 — 53% portan
la mutacion A2142G, en Europa se ha reportado 23 — 33% para A2142G, 44 —
67% A2143G y A2142C de 2 a 10%. Estudios en Japon demuestran que mas del
90% de las mutantes tienen el genotipo A2143G, y estudio en China indican que el
100% de las mutantes son A2143G (Kim et al., 2001; Kim et al., 2002), nuestro
estudio tiene un comportamiento similar al observado en Asia, con una alta
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frecuencia de la mutacion A2143G, estos hallazgos coinciden con los trabajos
realizados al sur de Colombia, en donde la mutacion A2143G fue la mas frecuente
entre los aislamientos con mutaciones (Alvarez et al., 2009b). La caracterizacion
de los mecanismos de resistencia en cada pais puede facilitar el desarrollo de
métodos rapidos de deteccion de la resistencia, para seleccionar el esquema de
tratamiento y controlar la infeccion. La concentracion minima inhibitoria y la
secuencia del gen 23S rRNA fueron determinadas en la totalidad de los
aislamientos obtenidos de los pacientes que ingresaron al estudio. Los andlisis
muestran que de los 42 aislamientos con mutacion el 85,71% (36/42) fueron
resistentes a claritromicina (CMI = 1ug/ml) y 14,2% (6/42) susceptibles. De igual
manera 14,2% de los aislamientos resistentes no tienen mutacién. No se encontrd
una relacion entre la concentracién minima inhibitoria y la mutacién aunque 2 de
los tres aislamientos con A2142G mostraron CMI superiores a 16 pg/ml, pero 1/3
fue susceptible; las mutantes A2143G presentaron CMI < 8 ug/ml y 4 de estos
aislamientos tuvieron CMI < 1 pg/ml, por lo tanto la presencia de mutacién no
necesariamente se relaciona con resistencia en todos los casos, lo que significa
que la relevancia clinica de estas mutaciones debe ser estudiada y aclarada. La
ausencia de mutacidon en algunos aislamientos resistentes implica que otros
mecanismos de resistencia pueden estar implicados en la resistencia a
claritromicina, como por ejemplo porinas o bombas de expulsion.

En conclusion este es el primer estudio realizado en Colombia, en donde se
investiga la susceptibilidad de H. pylori a claritromicina utilizando el estdndar de
oro recomendado por la CLSI; la dilucion en agar y el primer estudio que

determina las mutaciones relacionadas con resistencia por secuenciacion directa
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de regiones del gen 23S rRNA y lo relaciona con la concentracion minima
inhibitoria. El estudio muestra que el mecanismo mas frecuente relacionado con
resistencia a claritromicina es la mutacion A2143G en el gen 23S rRNA, pero que
otros mecanismos pueden estar involucrados en el 14,2 % de los aislamientos. Se
recomienda conducir mas estudios para aclarar el significado clinico que tiene
cada mutacion en el éxito terapéutico y continuar con la vigilancia de la resistencia

de H. pylori a claritromicina.
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Andlisis de las secuencias de gyrA en aislamientos de Helicobacter pylori en

Bogota - Colombia

En Colombia no se ha estudiado la resistencia de Helicobacter pylori a
levofloxacina; uno de los antibiéticos considerados de segunda linea cuando un
paciente tiene falla terapéutica al primer tratamiento de erradicacién de la
infeccion, o de primera linea cuando la resistencia a claritromicina se encuentra

por encima del 15% en una poblacion.

En el siguiente manuscrito, se describe la resistencia a levofloxacina de H. pylori
en aislamientos obtenidos de pacientes con enfermedad gastroduodenal en la
Clinica Fundadores de la ciudad de Bogota. La regién determinante de resistencia
a las quinolonas en el gen gyrA de H. pylori fue amplificado por PCR y los

productos secuenciados.

Objetivos: Los objetivos de este estudio fueron (i) determinar la prevalencia de la
resistencia primaria de H. pylori a levofloxacina entre 2008 y 2011 y (ii) evaluar la
diversidad de secuencias de gyrA en aislamientos de H. pylori de pacientes de

Bogota, Colombia.

Materiales y métodos: La susceptibilidad a levofloxacina fue examinada por
dilucion en agar en aislamientos clinicos de 256 pacientes referidos a endoscopia

digestiva alta en la Clinica Fundadores, Bogota — Colombia. Las mutaciones en la
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region determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR) fueron evaluadas por

secuenciacion directa.

Resultados: La resistencia global a levofloxacina fue (15,6%) entre 2009 y 2011.
La resistencia para 2009, 2010 y 2011 fue 13,4% (15/112); 14,85% (15/101) y
23,2% (10/43) respectivamente. Las cepas resistentes mostraron mutaciones en la
region QRDR en las posiciones Asn87 o Asp91l. La mayoria de las sustituciones
mas comunes fueron N87I, presente en el 47,16% (25/43), seguido de D91N con
una frecuencia de 30,1% (15/53) y N87K, 13.2% (6/53). Diferentes patrones de
aislamientos silvestres fueron observados; 2 en la posiciébn Asn87 (AAT o AAC),
otros en la tripleta Asp86 (GAC), Asp88 (GCA) y una sustitucién con el aminoacido
Thr87 (ACC). Finalmente otra variante silvestre tenia polimorfismo en las
posiciones 87(AAC) and 88(GCA). Otros polimorfismos encontrados en
aislamientos resistentes y aislamientos susceptibles fueron hallados en las

posiciones His82 (CAC—CAT), Leu93 (CTA—TTA) and Ala97 (GCG—GCA).

Conclusiones: Los resultados demuestran que la prevalencia primaria de H.
pylori ha venido incrementdndose en Colombia y que esta resistencia es causada
por mutaciones en la region QRDR de gyrA. Programas de vigilancia de la

resistencia deben ser creados en Colombia.
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Abstract

Increasing resistance of H. pylori to clarithromycin and metronidazole has resulted
in the substitution of fluoroquinolones such a levofloxacin in eradication therapy;
however quinolone resistance of H. pylori is also increasing. Choice of
antimicrobials should be based on knowledge of the local prevalence of resistance.
The resistance of H. pylori strains to levofloxacin in Colombia has not yet been

reported.

Objective: The aims of the present study were (i) to determine the prevalence of
primary levofloxacin resistance from 2008 to 2011 and (ii) to evaluate the diversity

in gyrA sequences of H. pylori isolated from patients from Bogota, Colombia.

Methods: Levofloxacin susceptibility was asessed by agar dilution using H. pylori
isolates from patients referred for gastroscopy in Bogotd — Colombia. The
mutations in gyrA affecting the quinolone resistance determining region (QRDR)

were evaluated by direct sequencing.

Results: Overall, the primary levofloxacin resistance was 15.6% (40/256) collected
from 2009 to 2011. The resistance rate increased from 13.4% (15/112) in 2009,
14.8% (15/101) in 2010 23.2% (10/43) in 2011. A total of 349 isolates from 256
patients were recovered, the MIC distribution showed (53/349) resistant and
(296/349) susceptible H. pylori isolates. Mutations in levofloxacin resistant strains
were found in QRDR at positions 87 and 91. The most common substitution was
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N87I, present on 47.2% (25/53) followed by D91N with a frequency of 30.1%

(16/53) and N87K present on 13.2% (6/53).

Conclusions: The prevalence of primary resistance levofloxacin has been
increasing in Colombia most likely mediated through point mutation in gyrA.
Continuing surveillance of quinolone resistance among H. pylori is important.

These results would be of value in the management of H. pylori infections.
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Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) is an important human pathogen that causes
gastroduodenal inflammation resulting in duodenal ulcer disease, gastric ulcer
disease, gastric adenocarcinoma and primary B-cell gastric lymphoma (Liu et al.,
2005; Rimbara et al., 2011). The National Institutes of Health in the United States,
the Maastricht Consensus in Europe, Second Asia-Pacific Consensus Guidelines
for Helicobacter pylori infection and the Canadian Consensus all recommended
eradication for the treatment/or prevention of these disorders and also to reduce
the occurrence of new gastric cancers especially after endoscopic
resection(Bourke et al., 2005; Caselli et al., 2007; Chey & Wong, 2007; Fock et al.,
2009; Howden & Hunt, 1998; Malfertheiner et al., 2007). Resistance of
Helicobacter pylori to the standard therapeutic antimicrobials (clarithromycin,
metronidazole, amoxicillin and tetracycline) has been demonstrated and the
success of triple therapy combination of a PPI plus clarithromycin and amoxicillin
has fallen to 80% or below in most countries making it urgent to identify other
treatment options(Graham et al., 2007; Graham et al., 2008; Graham & Fischbach,
2010).

Fluoroquinolones, such as levofloxacin has been evaluated as an alternative
to standard antibiotics against H. pylori; however quinolone resistance of H. pylori
is also increasing (Bogaerts et al., 2006; De Francesco et al., 2010; Miyachi et al.,
2006; Wang et al., 2010) (reference). The most common mechanism of

fluoroquinolone resistance involves mutations in the DNA gyrase gene and in the
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DNA topoisomerase IV gene. These genes encode large enzymatic quaternary
structures that consist of two pairs of subunits: GyrA and GyrB (DNA gyrase) and
ParC and ParE (DNA topoisomerase |V). Because topoisomerase |V is absent in
Helicobacter pylori, fluoroquinolone resistance is thought to be mainly due to
mutations in the DNA gyrase gene (gyrA gene), which encodes the DNA gyrase
subunit A (GyrA) (Cattoir et al., 2007; Miyachi et al., 2006). Therefore, the absence
of a secondary target for fluoroquinolones indicates that a single modification in the
gyrA gene is sufficient for producing a fluoroquinolone-resistant phenotype The
amino acid substitutions observed in clinical strains have been primarily reported at
positions 87 (Asn to Lys) and 91 (Asp to Gly, Asp to Asn, or Asp to Tyr
(6,19,26)(Hung et al., 2009; Murakami et al., 2009).

The prevalence of levofloxacin resistance seems to be increasing worldwide
with dramatic detrimental effects on the treatment success by levofloxacin-based
therapy. Therefore the prescription of a levofloxacin therapy should be a result of
the knowledge of the local prevalence. The resistance of H. pylori strains to
levofloxacin in Colombia has not previously been reported. The aims of the
present study were (i) to determine the prevalence rate of primary levofloxacin
resistance from 2009 to 2011 and (ii) to evaluate the gyrA sequence diversity

among H. pylori isolated from patients from Bogota, Colombia.

MATERIALS AND METHODS
Patients: Adult patients referred for gastroscopy at the Gastroenterology Unit of
Clinica Fundadores, Bogota, Colombia; between January 2009 and May 2011

were enrolled in the study. Written informed consent for participation was obtained
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from each of the patients before entry into the study. The protocol was approved by
ethical committee of Javeriana University and Clinica Fundadores, Bogota,
Colombia. Patients were excluded if they were taking PPI or H2-receptor
antagonists in the 4 weeks preceding the enroliment of this study, patients with
previous anti-H. pylori treatment were not included. Biopsies specimens were
obtained for bacterial culture, susceptibility test and DNA extraction. The status of
the infection was confirmed by rapid urease test (RUT) and histopathology

(Giemsa stain).

Bacterial strains, culture conditions, and determination of susceptibility to
levofloxacin: Biopsies samples were crushed in 0.5 mL of PBS and cultured in
Wilkins Chalgren Agar (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) containing 7%
horse blood, vancomycin (10 mg/L) and trimethoprim (5 mg/L). The plates were
incubated at 37°C under microaerophilic conditions for up to 14 days. H. pylori
grown were confirmed by typical colony morphology, Gram stain and by positive
oxidase, catalase and urease tests.

Levofloxacin MICs for the recovered H. pylori strains were measured for
using the agar dilution method according to the guidelines of the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI)(CLSI et al., 2010). The
resistance breakpoint was determined as =21 ug/mL (Kim et al., 2005). The agar
dilution method was performed by serial two fold dilution on Mueller-Hinton agar

(Becton Dickinson, MD) with 5% sheep blood using 1 to 3 puL of a McFarland 2.0
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adjusted inoculum and incubation at 35 + 2°C for 72 h under microaerophilic

conditions. For quality control, H. pylori NCTC 11637, was used.

DNA extraction, PCR amplification and nucleotide sequence analysis:
Genomic DNA of H. pylori strains was extracted using DNAzol®) kit (Invitrogen -
USA). The DNA of all samples was stored at -20°C until use.

To detect gene mutation of the quinolone resistance determining regions
(QRDRs) of the A subunit of the DNA gyrase (gyrA), the degenerated
oligonucleotide primers reported by Tankovic et al, 2003 (Tankovic et al., 2003); 5'-
TTT RGC TTA TTC MAT GAG CGT-3' and 5-GCA GAC GGC TTG GTA RAA TA-
3’ were used. Primers were synthesized by Invitrogen — USA. The size of the
amplified fragments of gyrA was 428 bp. The PCR was performed with PCR
Master Mix - Promega (WI, USA) using 1.0 pyL of template DNA, 1.0 pmol/L of each
primer, in a final volume of mix reaction of 20 pyL. The cycling conditions were first
3 minutes at 94°C followed of 35 cycles of 1 min denaturation at 94°C, 1 min
annealing at 57°C and 1 min extension at 72°C. PCR products were analysed by
1,5% agarose gel electrophoresis, followed by SYBR Green (Invitrogen — USA)
staining for 30 minutes. PCR product purification and direct sequencing was
performed by Macrogen, Korea. The oligonucleotides used for gyrA PCR were also
used for DNA sequencing. The sequences were compared with the published

sequence of the H. pylori gyrA gene (GeneBank accession N0.L29481).
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RESULTS

The prevalence levofloxacin resistance

A total of 256 patients were enrolled. Primary levofloxacin resistance was 15.6%
(IC95% 7 -19%) patients. The resistance rate for 2009, 2010 and 2011 was 13.4%
(IC95% 7-19%); 14.85% (IC95% 7-22%) and 23.2% (IC95% 10-35%),
respectively. No significant difference was found for 2009 to 2010 (p=0.88), and no

significant difference was observed for 2010 to 2011 (p=0.22).

MICs and gyrA mutations

One or two H. pylori isolates were obtained from each patient; the total of isolates
from 256 patients was 349; the MIC distribution showed 53 resistant and 296
susceptible H. pylori isolates. MICs for levofloxacin resistant strains ranged from 1
to 32 pg/mL. The MICs distributions of susceptible strains were 0.032 to 0.5 pg/mL
(Figure 1). Among the patients with two isolates (n=40), 6 patients (15%) had a
mixed infection with both susceptible and resistant isolates. No mixed infections of
resistance strains with different mutations was observed.

GyrA mutations in levofloxacin resistant strains (n=53) were found in QRDR
at Asn87 or Asp9l (Table 1). The most common mutation was N87I, present in
47.2% (25/53) of resistant strains, followed by D91N with a frequency of 30.1%
(16/53) and N87K present on 13.2% (6/53). One levofloxacin resistant strain
(MIC=1 pg/mL) did not have mutation in GyrA. Two susceptible strains had N87I
mutations the MICs to levofloxacin were 0.5 pg/mL for both strains. Double
mutation at 87 and 91 position (N87Y and D91G) was observed in one strain.
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Sequence analysis of susceptible strains

Polymorphisms were observed in susceptible strains, the majority of changes were
found at positions 86, 87 and 88. Four wild type variants were observed when
sequence analysis was done, 2 of them had polymorphisms at triplet Asn87 (AAT
or AAC), the frequency at triplet AAC was 59.1% (175/296) and 23.6% (70/296) for
AAT triplet; the other wild type variant found in this study has polymorphism at
triplet 86 (GAC), 87 (ACC) and 88(GCA) with amino acid substitution Asn87—Thr
(N87T), the frequency was 16.8% (50/296); finally the last wild type variant had
polymorphisms at 87(AAC) and 88(GCA) positions, the frequency was 0.33%
(1/296) (Table 2). Others polymorphisms observed in resistance and susceptible
strains were found at positions His82(CAC—CAT), Leu93(CTA—TTA) and

Ala97(GCG—GCA).

DISCUSSION

In this study we investigated primary levofloxacin resistance in H. pylori isolates
obtained during 2009 to 2010 in Bogota, Colombia. The prevalence of primary
levofloxacin resistant was 15.6%. During the observation period, increasing
tendency of the resistance was observed; 13.4% (2009), 14.85% (2010) and
23.2% (2011). This is the first report on primary resistance to levofloxacin in
Colombia and the results were unexpected, because the levofloxacin is not
commonly used for H. pylori eradication treatment in Colombia; a possible
explanation is the use of quinolones for the treatment of other infection diseases,

such as respiratory infection and urinary tract infection.
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Our results are similar to reported in other countries; a systematic review
published in 2010 showed a global worldwide levofloxacin resistance of 16.2%
(95% IC 14.4 — 18.0) with higher level of resistance in Europe (24.1%), and middle
level of resistance in Asia(11.6%), with differences among Asia countries; Japan
(14.9%), Taiwan 11.9% and Hong Kong 2.6% (De Francesco et al., 2010).

QRDR mutations in levofloxacin resistant H. pylori isolates had been
formerly reported. No correlation appeared between mutation and the level of the
resistance in our strains. However, some resistant isolates with N871 and D91G
mutations showed higher MICs values (32 pg/mL). These dates are similar of
previously reports in Asia and Europe (Miyachi et al., 2006; Wang et al., 2010).
Among susceptible strains, two of them had a N871 mutation, it could be because
the MICs of these strains were close to breakpoint. We decided to use 1 pg/mL for
the breakpoint of levofloxacin resistance as this breakpoint is used in most studies.
However, more studies are needed to correlate MIC and clinical outcome.

Overall in QRDR mutation were most often present at positions 87 and 91.
N871, N87K, N87Y, D91G, D91N and D91Y were the mutations found in this study.
52/53 (98.1%) of resistant (MIC >1 pug/mL) strains had mutations in gyrA showing
that mutations in the gyrA gene is the principal mechanism of levofloxacin
resistance in Colombian isolates. One of our isolates (MIC=1 pg/mL) did not have
a mutation in QRDR of the gyrA gene, further studies are necessary to identify the
resistance mechanism in this strain.

The N87I mutation was detected in 47.2% of levofloxacin-resistant strains,
followed by D91N with a frequency of 30.1% and N87K present in 13.2% (6/53).
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These results show a different distribution than reported in Europe, Asia or Canada
(North America), in which areas major mutations were N87K and D91G(Cambau et
al., 2009; Miyachi et al., 2006). N871 mutation came of amino acid substitution of
sequence of wild type H. pylori J99, Thr87—lleu, with change (C to T) at codon 87
ACC—ATC(Cattoir et al., 2007).

In conclusion the results demonstrated that the prevalence of primary
resistance to levofloxacin has been increasing in Colombia and the resistance is
most likely mediated through point mutation in gyrA. The continuous surveillance of

quinolone resistance among H. pylori is important in this country.
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Table 1. Distribution of mutation in gyrA gene among H. pylori resistant strains.

GyA amino acid substitution and gyrA nucleotides .
. o Levofloxacin No. of
Mutation | Pattern substitution . Frecuency
MIC (ng/ml) strians
86 87 88 91

R2 Asp (GAT) lle (ATC) Ala (GCG) Asp (GAT) 4-8 2

N87] R3 Asp (GAC) lle (ATC) Ala (GCG) Asp (GAT) 2-16 5
R4 Asp (GAC) lle (ATC) Ala (GCA) Asp (GAT) 1-32 16 47.16%

R5 Asp (GAC) lle (ATC) Thr (ACA) Asp (GAT) 8 1

TOTAL N87I mutations 25
N87K R6 Asp (GAT) Lys (AAA) Ala (GCG) Asp (GAT) 2-16 7 13.2%
N87Y R7 Asp (GAT) Tyr (TAT) Ala (GCG) Asp (GAT) 4 1 1.88%

N87Y
DOLG R8 Asp (GAT) Tyr (TAT) Ala (GCG) Gly (GGT) 32 1 1.88%
D91G R9 Asn (GAT) Asn (AAT) Ala (GCG) Gly (GGT) 2-32 11 30.18%
D91IN R10 Asn (GAT) Asn (AAC) Ala (GCG) Asn (AAT) 1 1 1.88%
D91Y R11 Asn (GAT) Asn (AAC) Ala (GCG) Tyr (TAT) 2 1 1.88%
No
. R12 Asn (GAT) Asn (AAC) Ala (GCG) Asp (GAT) 4 1 1.88%
mutation
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Table 2. Distribution of wild type sequences found in gyrA gene among H. pylori
susceptible strains

GyA amino acid substitution and gyrA nucleotides

Levofloxacin substitution No. of
Pattern MIC (ug/ml) 86 g7 o3 oL strains | Frecuency
0,
WT1 0.125-05 Asp (GAT) Asn (AAC) Ala (GCG) Asp (GAT) 175 59.1%
WT2 0.125-05 Asp (GAT) Asn (AAT) Ala (GCG) Asp (GAT) 70 23.6%
WT3 | 0031-0250 | ASP(GAC) | Thr(ACC) | Ala(GCA) | Asp(GAT) | g 16.8%
WT4 0.125 Asp (GAT) Asn (AAC) Ala (GCA) Asp (GAT) 1 0.33%

Other polymorphisms present in resistance and susceptible strains

82 CAC (His) — CAT (His)
93 CTA (Leu) — TTA (Leu)
97 GCG (Ala) — GCA (Ala)
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Figure 1. MICs distribution of isolates from 2009 to 2011 in Bogota - Colombia
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Figure 2. Most common mutation in gyrA gene of H. pylori Colombian strains. (A)
D91G, 91 (GGT); (B) N871, 87(ATC);

TATIGGETIGCE D GAQATQGCA
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Background: Colonization of the gastric mucosa by Helicobacter pylori is one
of the most important causes of acute and chronic gastric pathologies in
humans. Achieving the growth of H. pylori in liquid media is of great impor-
tance in the development of clinical studies. In this study, we developed a
sequential optimization strategy based on statistical models to improve the
conditions of liquid culture of H. pylori.

Materials and Methods: Four statistical models were sequentially used.
First, a Box-Behnken design was used to select the best process conditions
(shaking speed, inoculum concentration, and final volume of culture).
Secondly, a general factorial design was used to evaluate the influence of
adding gel blocks or gel beads (shape and composition). Then a D-optimal
reduce design was carried out to allow the selection of the most influential
factors in increasing the cell concentration (culture media components).
Finally, another Box-Behnken design was used to optimize the concentra-
tion of the culture media components previously selected.

Results: After 12 hours of liquid culture a concentration of 25 x 10% cells
per mL (9.4 log,, cells per mL) of H. pylori was obtained, compared with a
predicted 32 x 10% (9.5 log;o cells per mL), which means between 1 and
5 log;o units higher than some previous reports.
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Conclusions: The sequential statistical approach increased the planktonic
H. pylori cell culture. The final culture media and conditions were: Brain
Heart Infusion, blood agarose (1.5% w/v), lamb’s blood (3.18% v/v), DENT
(0.11% v/v), and Vitox (0.52% v/v) at 60 rpm and 37 °C with filtered CO,
(5% v/v) bubbled directly into the culture media in a final volume of
76.22 mL.

Helicobacter pylori is associated with pathologies of vary-
ing severity. This organism was first isolated in 1982
and has been identified as the causal agent of most
cases of peptic ulcer or chronic gastritis, increasing the
risk of gastric cancer from three to six times [1-4]. It is
known that over 90% of gastric lymphomas (MALT)
are caused by H. pylori [3]; this organism persists as an
asymptomatic infection for decades in most individuals,
although only a minority develops significant clinical
manifestations [5].

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312

Helicobacter pylori requires a complex growth medium
with microaerophilicity being its main characteristic (O,
between 2% and 5%, and CO, between 5% and 10%).
Typically, for liquid cultures, Brucella broth (BD) and
Mueller-Hinton and Brain Heart Infusion (BHI) have
been used, supplemented with calf serum between 2%
and 10% or f-cyclodextrin between 0.2% and 1%,
often with supplements such as antibiotics, amino acids,
and vitamins. In many laboratories, usually high
humidity and microaerophilic (85% N, 10% CO,, and
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5% 0O,) conditions are used at 37 °C and neutral pH
[6]. The fetal bovine serum has been used as culture
media supplement in most studies and it remains one
of the most influential factors in vitro [7].

In general the culture medium for a microorganism
must be improved to increase the biomass (X) or prod-
uct yield (Y},,s) and/or productivity (P). The process of
improving the culture medium through the study of
one-factor-at-a-time is a laborious and time consuming
method and involves changing one variable at a time
(the concentration of the supplements, the atmosphere,
temperature, etc.) while fixing the other variables arbi-
trarily [8], and does not ensure the actual determina-
tion as the optimal conditions, as a result of ignoring
the interactions between variables. The limitations of
the optimization using the method of one-factor-at-a-
time can be solved using statistical methods such as the
response surface methodology (RSM), which has been
widely used for this purpose, amongst others [8].

The sequence of statistical designs employed in
this study respond to several considerations; a Box-
Behenken analysis as RSM design allowed including
numeric and/or categorical factors, the numeric factors
varies over three levels represented as —1, 0, and +1,
this design generates fewer runs than three-level facto-
rial (which mean a time reduction) [9]. Following a
general factorial design was used considering that as a
simple factorial design allows analyzing from 1 to 12
factors where each factor may have different numbers
of levels and a D-optimal is a flexible structure design
to analyze categorical factors influence and the number
of runs are determined by a selection criterion chosen
during the build resulting in a reduce design [10].

The aim of this study was to evaluate the effect of
culture conditions (shaking speed, inoculum size, and
culture medium volume), additives (gel-shape and
composition), basic culture medium (BHI, Brucella,
and Mueller-Hinton) and supplements type and
concentration (Lamb-Blood, Bovine fetal serum, Laked
horse-blood, DENT, Preston, IsoVitaleX, and Vitox) in
the production of H. pylori cells (liquid culture),
through a sequential statistical analysis, considering
that an increase in the concentration of this microor-
ganism in liquid culture will be very useful for clinical
research and molecular epidemiology studies.

Materials and Methods

Strain

Helicobacter pylori NCTC 11637 was used in all the
experimental assays aimed to improve the culture
media composition and conditions for liquid culture of
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the microorganism [11,12]. The strain previously stored
at =70 £2.0 °C in 28 g/L of BD supplemented with
20% (v/v) of glycerol (Sigma, St Louis, USA) was
grown on modified Wilkins-Chalgren agar (BD) and
incubated at 37 + 1.0 °C under microaerobic conditions
(10% (v/v) CO,) during 96 hours. Brucella broth col-
ony suspensions were used to inoculate liquid cultures.

Mini-Bioreactors and General Experiment
Conditions and Monitoring

All the experiments were carried out at 37 = 1 °C dur-
ing 24 hours. Experiments were designed with the help
of Design-Expert 8.0.0 (2009) software. The experi-
ments were carried out in 100 mL shake flasks under
microaerobic conditions (10% (v/v) CO,) in a mini-
bioreactor designed to increase the ‘“CO, transfer
coefficient”, through CO, direct bubbling into the
liquid culture medium (Fig. 1). After 12 and 24 hours
of culture the optical densities at 600 nm (ODgponm)
were measured in a spectrophotometer (Thermo
Scientific Evolution 100 Uv-V) [13]. The approximate

0.22 pm
filter

Cotton
filter

CO,
input Gas

output

Figure 1 System designed (mini-bioreactor) for shake-flask liquid
culture of Helicobacter pylori. The gas (10% CO,) flow is bubbled
directly into the culture medium with the main objective of increasing
the cell access to the gas, what we call the CO, transfer coefficient,
trying to simulate an aerobic liquid culture when the air is bubbled
directly into the liquid mass.

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312
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concentration (cells per mL) was calculated by trans-
forming the ODgoonm Vvalues through a McFarland
(Remel, Lenexa, USA) calibration curve, described by
the following equation:

y=5x10""X +0.0377 R*=0.9875 (1)m1

Starting from the cell concentrations (cells per mL)
obtained after 0, 12, and 24 hours of culture, it was
possible to calculate the data of the dependent variable,

as follows:
ZO
g10 X()

Where: X is the concentration (cells per mL) at different
times of culture and X, is the concentration (cells per
mL) at the beginning of the culture [14].

All the inoculums and cultures of 12 and 24 hours of
each assay were tested for Gram phenotype, urease,
catalase, oxidase, and growth on modified Wilkins-
Chalgren agar (BD).

(2)m2

Sequential Statistical Designs

Selection of significant culture conditions through a
Box-Behnken design.

The culture medium (28 g/L BD, supplemented with
7% (v/v) Bovine fetal serum (Gibco, Brazil), 1% (v/v)
IsoVitaleX (BD), 0.4% (v/v) DENT (Oxoid)) was
assessed for three factors (culture conditions): shaking
speed (X;), inoculum size (X,), and culture medium
volume (X3), at three different levels each (Table 1).

Selection of different gel shape and composition
through a General Factorial Design.

A general factorial design, with three level of only one
categorical factor was carried out to select the utility of
gel addition into the culture medium to decrease the

Table 1 Box-Behnken experimental design

Improvement of H. pylori Liquid Culture

superficial tension and to improve the biomass produc-
tion of H. pylori [15] (Table 2). Culture medium
employed was the same previously described for Box-
Behnken design and the conditions were those selected
from the Box-Behnken’s results analysis (shaking speed
(X1), inoculum size (X;) and culture medium volume
(X3).

Selection of significant variables through a D-optimal
reduce design.

For the selection of the significant categorical variables
for biomass production improvement of H. pylori, three
basic media (Z,), (BHI (Scharlau, Barcelona, Spain),
Brucella (BD) and Mueller-Hinton (BD)), three types of
blood derivate (Z,) (Lamb-Blood, Bovine fetal serum
(Oxoid) and Laked horse-blood (Oxoid)), two mixtures
of antibiotics (Z;), (DENT (Oxoid), Preston (Oxoid),
none) and a two mixtures of vitamins (Z;) (IsoVitaleX
(BD), Vitox (Oxoid) and no vitamin addition) were
assessed with a D-optimal reduced design. The reduc-
tion of the design resulted from the analysis of the
main effect of factors.

The experimental design with the name, code, and
level of the variables is shown in Table 3. Conditions
for culture were those selected from previous Box-
Behnken and general factorial designs, respectively.

Selection of significant concentrations through a
Box-Behnken design.

Taking into account the results of previous designs,
where the significant levels of variables X;, X5, X5 and
level selection of categorical variables Yy, Z,, Z,, Z5 and
Z, were selected, a second design, Box-Behnken type
was used to study the numeric levels of variables selected
before (Z,, Z,, Z5 and Z,;). To avoid confusions with
variable codes, the Z variables were renamed D variables.

Table 2 General factorial design

Factor Basic Interval Factor Coded Factor Coded

Factor code level variation values value Factor code Factor values value Ref.
Shaking Xy 92 50 42 =1 Gel Y4 Agar-agar blocks A [15]

speed (rpm) 92 0 (Scharlau) (8 x 1 cm?,

142 +1 0.8% w/v)
Inoculum X5 10 5 5 -1 Blood agarose blocks Ao
size (% v/V) 10 0 LMP (Promega, Madison, USA)
15 +1 (8 U of ~1 cm?, 1.5% w/v)

Volume of X3 50 37-38 33 -1 Calcium alginate beads As

culture 50 0 (Sigma, St Louis, USA)

media (mL) 83 +1 (40 U of ~3 mm®, 0.8% w/v)

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312
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Table 3 D-optimal experimental design

Factor Coded
Factor code Factor levels or values value
Base medium Z, BHI 1
Brucella 0
Mueller-Hinton -1
Blood or Z, Lamb-Blood (7% v/v) 1
Derivative Bovine fetal serum (7% v/v) 0
Laked Horse Blood (7% v/v) -1
Antimicrobial 75 DENT (0.4% v/v) 1
mixture Preston (0.4% v/v) 0
Without antibiotic -1
Vitamin Z, IsoVitaleX (1% v/v) 1
mixture Vitox (1% v/v) 0
Without vitamin -1
Results

Box-Behnken Design Results

The experiment consisting of four factorial points, six
star points configuration, and six center points and two
dependent variables (log;o (X/Xo) cells per mL at 12
and 24 hours of culture) reported a quadratic model
and a linear model for 12 and 24 hours of culture
respectively; the RSM data analysis to obtain the
quadratic model for the best response at 12 hours of
culture is shown in Table 4, among other results of
different designs employed.

Table 4 shows that the model is significant at
12 hours and the Pred. R* of 0.7971 is in reasonable
agreement with the Adj. R* of 0.7453. In this experi-
ment, the lag phase was more evident until 12 hours in

Duque-Jamaica et al.

some of the interactions studied, and significant interac-
tions were identified in some combinations at which no
decrease of cell concentration at 12 hours of culture
occurred (data not shown).

The predicted values compared to the model results
are shown in Table 5. The quadratic model explained
the mathematical relationship between the independent
variable and the dependent responses. The mathemati-
cal expression of the relationship between the H. pylori
cell production with variables like shaking speed,
inoculum percentage, and culture medium volume at
12 hours of liquid culture is shown below in terms of
coded factors. The significance of the different factors is
represented in the following equation:

log,(X/Xo)cells per mL(12 h )

= —2.39100 + 0.024360X; + 0.19683X, + 0.038401X3
—1.21683 x 107X} + 0.013132X; + 4.81268
x 1071 X% — 5.05685 x 107X, X, — 2.44250 x 104X, X3
— 7.74136 x 107X, X; (3)m3

The results of the ANOVA (Table 4) indicate that the
predictability of the model is at a 90% confidence inter-
val. A coefficient of determination (R*) value of 0.9090
showed a reliable equation. A p value of .0368 indicates
that the model is statistically significant. The model is
suitable for predicting within the range of chosen
variables (Fig. 2).

After 35 optimization cycles navigating through the
design surface, the following combination was selected
based on the mini-bioreactor and shaker capacity and
functionality: X; (60 rpm), X> (5.6% Vv/v), and X3
(76.2 mL). A desirability of 1 was indicated on the

Table 4 ANOVA of sequential statistical improvement of Helicobacter pylori liquid culture

Time of

culture Prob Adjusted  Predicted Adequate
Design (hours)  Adjusted model Ss df  MS Fvalue (p)>F R? R? R? PRESS  precision
Box-Behnken 12 Quadratic 5610 9 0.620 5,550 .0368 0.9090 0.7453 0.7971 1.250 9.859

24 Quadratic 0.060 1  0.060 0.490 .5211 0.1494 -0.0826 —-0.8092 2.690 3.085
General Factorial 12 Linear 0.150 2 0.075 2.880 .1327 0.4899 0.3199 -0.1476 0.350 3.394

24 Linear 0.120 2 0.060 5310 .0470 0.6392 0.5189 0.1881 0.150 4.549
D-optimal reduce 12 Main 3.050 2 1.530 21.170 .0019 0.8759 0.8345 0.7208  0.970 8.837

24 Main 3740 2 1.870 37.320 .0004 0.9256 0.9008 0.8326 0.680 11.583
Box-Behnken 12 Reduced cubic 0.160 7 0.023 7.350 .0040 0.8511 0.7354 0.3526  0.120 9.853

24 Reduced quadratic  0.031 4 7.71 x 1073 3.590 .0380 0.5446 0.3929 0.0272 0.055 5.967

SS, sum of squares; df, degrees of freedom; MS, mean square; PRESS, predicted residual sum of squares; F value, test for comparing the variance
associated with that term with the residual variance; it is the mean square for the term divided by the mean square for the residual; Prob (p) > F:
the probability value associated with the F value for the term; it is the probability of getting an F value of this size if the term did not have an

effect on the response. Digits in bold, means that models are significant.
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Table 5 The Box-Behnken design results of the second-order RSM fitting in the form of ANOVA for the independent variables on Helicobacter

pylori liquid culture in actual and predicted values at 12 hours of culture

Log (X/Xo) Cells per mL

Type Shaking speed Inoculum Culture medium
Flask no. of point (rpm) X4 (% v/v) Xo (mL) X3 Actual (12 hours) Predicted (12 hours)
1 Fact 142.0 (+1) 15.0 (+1) 33.0 (-1) 0.35 0.34
2 Fact 142.0 (+1) 5.0 (1) 83.0 (+1) 0.07 0.063
3 Fact 42.0 (-1) 15.0 (+1) 83.0 (+1) 0.11 0.10
4 Fact 42.0 (-1) 5.0 (-1) 33.0 (-1) —0.11 -0.12
5 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) —-0.38 —-0.23
6 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) —-0.26 -0.23
7 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) -0.07 -0.23
8 Axial 21.29 (-2) 10.0 (0) 58.0 (0) 0.21 0.22
9 Axial 162.71 (+2) 10.0 (0) 58.0 (0) -2.23 -222
10 Axial 92.0 (0) 293 (-2) 58.0 (0) 0.51 0.52
11 Axial 92.0 (0) 17.07 (+2) 58.0 (0) 0.00 72% 1073
12 Axial 92.0 (0) 10.0 (0) 22.64 (-2) 0.40 0.41
13 Axial 92.0 (0) 10.0 (0) 93.36 (+2) 0.00 72x1073
14 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) -0.35 -0.39
15 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) 0.11 —-0.39
16 Center 92.0 (0) 10.0 (0) 58.0 (0) —-0.90 -0.39

Negative values resulted from Egn 2 as evidence of the lag phase of growth and means that the specific cell growth rate (1) is lower than the
specific cell death rate (ug), (ux < ua), which is a normal behavior of many microorganism depending of several facts as cell adaptability to the
culture media, cultivation conditions, and inoculum concentration between others [23].

software and a prediction of 1.27819 log (X/X,) cells
per mL. These conditions were set for the general
factorial design.

General Factorial Design Results

The model was significant only at 24 hours (Table 6).
Therefore, the Pred. R* of 0.1881 is not as close to
the Adj. R?* of 0.5189 as one could normally expect.
This may indicate a large block effect or a possible
problem with the model and/or data. However the
F-value of 5.31 implies that the model is significant
in relation to the noise (Table 6). The Adeq. Precision
of 4.549 > 4.0 indicates an adequate signal; by this
reason, the model could be used to navigate the
design space.

In this analysis, the cells per mL adhered to the
different gel shapes assessed were not included because
of the necessity of having free viable cells.

The addition of blood agarose blocks allowed the
increase of the H. pylori cell concentration from 8.0 up
to 8.4 log;o cells per mL, compared to the addition of
agar blocks that allowed an increase to 8.2 log;, of cells
per mL which is not quite different. At this point, the
addition of blood agarose blocks was set for the rest of
the experiments.

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312

Figure 3 and Table 4 shows the main effect of the
different levels of factor Y; and the significance of the
model, respectively.

D-Optimal Reduce Design

Significant effect was detected for Z, at both 12 and
24 hours of culture (Table 4). Taking into account that
the variables of the design were categorical, no optimi-
zation graphic was obtained but the effect of Z, levels
can be seen in Fig. 4.

At this point the best result was obtained with the
following culture media and conditions: BHI, blood
agarose (1.5% w/v), Lamb blood, DENT, and Vitox
at 60 rpm, 37 °C, with filtered CO, (5% v/v) bubbled
directly into the culture media in a final volume of
76.2 mL and inoculated with a 5.6% v/v of inoculums
at ~61 x 10° cells per mL.

Box-Behnken Design

This model was more significant for 12 hours of culture
(Table 4) and Fig. 5 shows the model results at
12 hours and the prediction. The results obtained with
the D-optimal reduce allowed us to propose the levels
of the factors for the last Box-Behnken design
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Log (X/X,) cel/mL (12 h)
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o
. —
>
g 5
] & 11.00
2 8
B £
= 3
S 5 9.0
o
£
7.00
Stirrer speed (rpm)
5 5.00
7.00 : 42.00 67.00 92.00 117.00 142.00

Inoculum size (% v/v)

Log (X/X,) celmL (12 h)

42.00 67.00 92.00 117.00 142.00

e Stirrer speed (rpm
1300800530 peed (rpm)

142.00% 33 0 38.00
Volume of culture medium (mL)

Log (X/X,) cel/mL (12 h)
B

Log (X/X;) cel/mL (12 h)

Inoculum size (% v/v)

5.00 7.00 9.00 11.00 13.00 15.00
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Figure 2 Response surface methodology (RSM) with Box-Behnken design. Main factors effect over logo (X/Xo) cells per mL (Helicobacter pylori),
at 12 hours of liquid culture. Top surface and contour graphics: X; versus X (X3 maintained at 58 mL (0)), middle surface and contour graphics:
X1 versus X3 (X, maintained at 10%v/v (0)) and button surface and contour graphics: X, versus X5 (X; maintained at 92 rpm (0)).
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Table 6 Second Box-Behnken experimental design

Factor Factor code Factor values (% v/v) Coded value
Lamb-blood D, 3 -1
5 0
7° +1
DENT D> 0.1 -1
0.25 0
0.4° +1
Vitox Ds 0.5 -1
1.25 0
2 +1

“Numeric levels assessed with the D-optimal reduce design. The Vitox
level assessed before was 1% v/v but this level was not included in
this design.

One factor
@

Prediction 0.436731

T
Al A2 A3
Type of gel and composition

Figure 3 General factorial design. Main effect of factor's levels Y,

(A1, Ay Asz) on the logio (X/Xo) cells per mL at 24 hours of liquid
culture.

One factor

P
1
=

|

Log (X/X;) 24 h
o
(6]
|

-0.5—+

T T T
Lamb-Blood BFS Laked horse blood

Blood or derivated
Figure 4 D-optimal reduce design. Effect of factor level on the

response of logio (X/Xo) at 24 hours of Helicobacter pylori liquid
culture. Z; = BHI, Z, = Lamb Blood, Z5 = DENT, and Z, = Vitox.
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(Table 6). The increase of cells per mL was around 2
logarithmic units by the end of the sequential statistical
approach (Table 7).

On the other side, all of the inoculums as well as the
samples taken from 0, 12, and 24 hours of culture
resulted positive as expected for urease, catalase and
oxidase, and the typical morphology was observed after
Gram staining. It is very important to highlight that the
cultivation in agar after liquid culture was positive for
all cases.

As previously mentioned, all the cultures were tested
for Gram phenotype, urease, catalase, oxidase and
growth on modified Wilkins-Chalgren agar (BD), result-
ing as expected (data not shown).

Discussion

A general consideration of the results of the ANOVA
for the different experimental designs is that the values
of p>F less than .0500 indicate that the model is
significant, in terms of Adeq. Precision, values >4.0
measure the signal corresponding to the noise ratio and
indicates that the model can be used to navigate in the
design space.

Box-Behnken Design Analysis

Box-Behnken is a fractional factorial design obtained by
combining two-level factorial designs with incomplete
block designs, and the RSM is used to analyze data
from experimental designs to correlate the effect of
independent variables in a second-order model [16].

The main objective of this experiment was far more
than a simple assessment of the shaking speed, inocu-
lum size, and etfective working volume. Among these
factors there is a close relationship that must be micro-
biologically understood. The shaking speed and the
effective working volume regulate the ““volumetric
mass transfer coefficient,” (in this case K;a for CO,) in
the liquid medium and ensures the culture homogene-
ity and access to nutrients by microorganisms [14].

The inoculum size and its relationship with the
actual effective working volume influence the adapta-
tion of microorganisms to fresh medium, affecting the
duration of the lag phase, an aspect that is critical for
the recovery of high concentrations of final biomass
[14,17].

In this experiment, the estimated response seems to
have a functional relationship only in a local region or
near the central points of the model. In this sense, the
quadratic model was used to explain the mathematical
relationship between independent and dependent vari-
ables on responses at 12 hours of cell culture (Eqn 3).
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Log (X/X,) 12 h

B: Lamb-Blood

Prediction 1.72516

0.10 0.17

0.25 0.33 0.40

A: DENT

Figure 5 Box-Behnken design. Results of the final Box-Behnken design. The contour graphic represents a prediction of 1.72516 log;o (X/Xo) cells
per mL at 12 hours of liquid culture of Helicobacter pylori. The prediction is fulfilled with the following factor levels: D; (Lamb-blood) 3.18% v/v, D,

(DENT) 0.11% v/v, and D3 (Vitox) 0.52% v/V).

Table 7 Maximum cells per mL obtained with the sequential experimental designs

Maximum cells per mL
obtained (time of culture)

Experimental design Initial cells per mL + SD

Model predictions

Final cells per mL

Initial cells per mL (time of culture)

~11 x 107

71 % 10% + 22 x 10°
61 x 10° + 63 x 107
61 x 10° + 52 x 10*

Box-Behnken
General factorial
D-optimal reduce
Box-Behnken

40 x 107 (12 hours
26 x 107 (24 hours
27 x 10® (24 hours
25 x 108 (12 hours

) 61 % 10° 12 x 10® (12 hours)
) 71 x 10° 19 x 107 (24 hours)
) 61 x 10° 24 % 10® (24 hours)
) 61 % 10° 32 x 108 (12 hours)°

“In this experiment, several inoculum sizes were assessed and therefore no standard deviation (SD) is shown.
oIt has to be tested by decreasing the factor levels to Dy (Lamb-blood) 3.18% v/v, D, (DENT) 0.11% v/v, and D3 (Vitox) 0.52% v/v.

Figure 2 shows the log,o (X/X,) at 12 hours of cul-
ture, when each of the levels of factors was studied, the
3D response surface and 2D contour plot represent the
regression. The main objective of the response surface
is an efficient hunting, detection or grouping of the
optimal values of the variables so as to maximize the
response. Each 3D curve represents an infinite number
of combinations of two test factors, while other factors
are kept at their zero levels. In this sense, the elliptical
shape is obtained only when there is a perfect interac-
tion between the independent variables [18].

In our case, the contours are not quite elliptical, sug-
gesting that probably a wider range of levels of each
factor should be tested for increasing the navigation
space model, but taking into account the capacity of
the mini-bioreactor, the possibilities of the orbital sha-
ker, the levels of the factors and the limitations of our
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laboratory, the surface model navigation was not
extended. The optimization criteria using the Design-
Expert 8.0.0 (2009) software were set as follows: the
goal values of the independent variables (X;, X, and
X;) were set in the form of a range of values, whereas
the goal value of the dependent variable (log (X/X,)
cells per mL at 12 hours) was set as a maximum value;
all of them with an importance of 3.

General Factorial Design Analysis

The addition of blood agarose (LMP) blocks (1.5% w/v)
to the culture media for H. pylori was previously
described by Kitsoss and Stadtlinder (1998). The main
objective of this design was to favour the H. pylori
growth by decreasing the surface tension as previously
reported [15]. This design varied significantly (data not

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312
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shown) when the adhered cells [15] were summed to
the planktonic cells at both 12 and 24 hours of culture,
but we considered the convenience of having plank-
tonic cells because of the ease to transfer them to agar
plates. This is why we selected the factor A, as the most
influential factor for the next experiments.

D-Optimal Reduce Design Analysis

The main objective of this experimental design was to
select the easiest-to-find additives in the local market.
Raynolds and Penn reported that all H. pylori strains
included in their study had an absolute requirement of
leucine, valine, methionine, arginine, histidine, and
phenylalanine for its growth, but other strains also
required alanine or serine [19,20], while the growth
was not limited by the absence of aspartic acid,
glutamic acid, glycine, lysine, threonine, tryptophan, or
tyrosine [19]. This amino acids requirements were
detected too by Schilling et al. [21] when developed
the in silico metabolic model for H. pylori 26695.

The difference between the IsoVitaleX and Vitox
mixtures is that the latter contains the co-enzyme
co-carboxylase (thiamine 100 mg/L) to activate the
Krebs cycle, while their amino acid and vitamin compo-
sitions are similar. The growth of H. pylori strain NCTC
11637 is not inhibited, as it could be the case with
other strains, in the absence of tyrosine, aspartic acid,
threonine, lysine, serine, glycine, cysteine, cystine,
tryptophan or glutamic acid, but it is inhibited in the
absence of methionine, cysteine-cystine,
proline or histidine [19,20].

The absence of Vitox (data not shown) favored the
model response, but taking into account that different
H. pylori strains would be cultivated with the resulting
culture media and conditions selected from this study,
we preferred to build the next experimental design
changing the Vitox concentration, considering that all
the H. pylori strains do not respond in the same way in
the presence of amino acids [19], and that our labora-
tory aims are directed to the biopsy cultures that proba-
bly carry behavior-unknown strains.

arginine,

Box-Behnken Experimental Design Analysis

The final design of this work was directed to assess
different additive concentrations to minimize the use of
additives and to maximize the cells per mL of H. pylori
in liquid culture. Several criteria for numeric level
decision of the different factors were considered.
Regarding lamb blood, we considered that an increased
concentration could favor the risk of contamination
and turbidity interference in the spectrophotometer

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 15: 303-312
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measurements, therefore the previous assessed level
(7% v/v) was set as (+1) and two lower levels were
assessed (5 as 0 and 3 as —1) (Table 6).

In the case of DENT, we considered that being an
expensive antimicrobial mixture and that probably
higher concentrations could be risky for H. pylori in
spite of its natural resistance to these components, we
decided to set the previous assessed level (0.4% v/v) as
(+1) and to assay two lower levels set as 0 (0.25) and
—1 (0.1) (Table 6).

Vitox is a vitamin and amino acid mixture, which
acts as a nutrient source for the microorganism; the
criterion to decide the levels in this experiment was
influenced by the advantage for the cell of having free
amino acids [19-22]. For this reason, the previous level
assessed was not included (Table 6).

Several authors have improved a liquid culture for H.
pylori using similar or modified medium components,
but employing different methodologies, and we are not
aware of any report using CO, (5% v/v) bubbled
directly into the culture medium.

Some authors have reported final concentrations of
cells of around 1 x 10” cells per mL (9 log;, cells per
mL) after ~50 hours of post-inoculation (3 logs of
growth, 1 logarithmic unit higher, and 38 hours longer
than in this work) [19]. Nedenskov reported ~13 x 10°
cells per mL (7 log;o cells per mL) after 120 hours of
culture (2 logarithmic unit lower and 108 hours longer
than in this work) [20]. On the other side, Kitsos et al.,
reported 1 x 10'° cells per mL (10 log;, cells per mL) at
48 hours of culture (5 logs of growth, 2 logarithmic
units higher, and 12 hours longer than in this work)
[15].

Testerman et al., reported 6 x 10”7 cells per mL
(8 logyo cells per mL) after 72 hours of culture (4 logs
of growth, 1 logarithmic unit lower, and 60 hours
longer than in this work) [23]. Bury-Moné et al.,
reported 50 x 10° cells per mL (8 log;, cells per mL)
after 24 hours of culture (1 logarithmic unit lower and
12 hours longer than in this work) [24]. Other work of
Testerman et al., report around 52 x 107 cells per mL
(8 logyp cells per mL) after 18-30 hours of incubation
(1 logarithmic unit lower and between 6 and 18 hours
longer than in this work) [22].

All these studies has been based the liquid culture
improvement on the composition of culture media and
component concentration; developing expensive and
complex culture media, but ignoring the effect of CO,
supply into the media and the O, removal.

Table 7 shows the progressive increase in cells per
mL of H. pylori through the sequential statistical
improvement showing 25 x 10® cells per mL at
12 hours of culture (9.4 log,o cells per mL), which is
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the nearest value to the predicted 32 x 10° cells per mL
at 12 hours (9.5 log;o cells per mL). It is important to
remark that the maximum concentration of H. pylori in
liquid culture (under the previous conditions of our
laboratory) obtained for this strain was around 10> cells
per mL after 3 or 4 days of culture and besides not all
the cultures resulted viable in agar-plate growth
conditions.

Using a typical aerobic mini-bioreactor, but supplying
CO, instead of air and by using the sequential statistical
approach it was possible to improve the cells per mL of
H. pylori in liquid culture, minimizing the concentration
of easiest-to-find additives. Surely some of previous
culture media improved by other author will offer
best results considering our mini-bioreactor design. The
statistical prediction of 32 x 10% cells per mL at
12 hours has to be tested and fulfilled under the follow-
ing culture conditions: BHI, blood agarose (1.5% w/v),
lamb blood (3.18% v/v), DENT (0.11% v/v), and Vitox
(0.52% v/v), at 60 rpm and 37 °C with filtered CO,
(5% v/v) bubbled directly into the culture medium in a
final volume of 76.2 mL and inoculated with 5.6% v/v
of inoculum at ~61 x 10° cells per mL.
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Deteccion de resistencia a claritromicina
y levofloxacina por ASP-PCR
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Capitulo 4

Introduccién

El trabajo descrito en los capitulos anteriores nos ha revelado que la resistencia de
H. pylori a los antimicrobianos esta presente en los aislamientos colombianos y
como se observa en levofloxacina es un problema que se ha venido
incrementando con el tiempo. El cultivo y las pruebas de susceptibilidad no se
hacen rutinariamente en Colombia, por lo tanto los clinicos no tienen ninguna
herramienta para seleccionar con buen criterio el mejor tratamiento para sus

pacientes.

En el capitulo anterior se demostré que el principal mecanismo de
resistencia de H. pylori a claritromicina y levofloxacina es por causa de mutaciones
puntuales en los genes 23S rRNA y en la regibn QRDR de gyrA. Este
conocimiento nos permite proponer la implementacion de dos pruebas alelo
especificas para la deteccion de estas mutaciones. En este capitulo se presentan
dos manuscritos, uno de ellos con los resultados de la prueba para deteccion de
mutaciones en el gen 23S rRNA relacionadas con resistencia a claritromicina y
mutaciones en el gen gyrA relacionados con resistencia a levofloxacina. En el
segundo manuscrito, la prueba alelo especifica se estandariza en biopsias
utilizadas para la prueba rapida de ureasa. En este estudio se determind la
estabilidad de las mutaciones cuando las biopsias son dejadas a temperatura
ambiente durante 30 dias. Los resultados indican que es posible utilizar estas
muestras para fines de diagnéstico molecular incluso aunque no se mantenga una
cadena de refrigeracion para el transporte y conservacion de las biopsias. Los

resultados de esta alternativa para el diagndstico molecular de resistencia a
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claritromicina fueron sometidos al Journal of Digestive Diseases y aceptado para

publicacion.
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Capitulo 4

Objective: The aim of this study was to use Allele-Specific PCR (ASP-PCR) to detect
mutations predictive of clarithromycin and fluoroquinolone resistance in DNA from gastric

mucosal biopsies samples from Colombian patients infected with H. pylori.

Methods: Antimicrobial susceptibility to clarithromycin and levofloxacin in clinical H.
pylori isolates were tested by agar dilution. DNA was extracted from gastric tissue biopsies
from Colombian patients, and regions involved in clarithromycin (23S rRNA gene) and
fluoroquinolone (gyrA gene) resistance were amplified by PCR and DNA sequencing. ASP-
PCR described previously to determine 23S rRNA and gyrA mutation of H. pylori were
modified and performed using DNA extracted from gastric biopsies. A new primer was
designed to identify mutation related with the N871 mutation in the GyrA protein. The
concordance, sensitivity and specificity was evaluated by comparing the results of agar
dilution (phenotypic test) and sequence of 23S rRNA and gyrA genes from isolates of H.

pylori with each ASP-PCR.

Results: Agar dilution showed 55 clarithromycin-susceptible H. pylori strains and 5 with
resistant strains; 54 patients infected with levofloxacin-susceptible strains and 6 with
resistant strains. Analysis of the 23S rRNA sequence detected 4 strains with an A2143G
mutation and 1 strain with A2142G mutation; the sequences of the remaining 55 strains
were wild-type. Analysis in the quinolone resistant determination region (QRDR) of gyrA
gene showed 54 sequences with wild-type genotype compatible with their susceptible
phenotype. Substitutions in the amino acid sequence of QRDR of GyrA were observed in

the 6 levofloxacin resistant strains. Three had N871 mutations, 2 D91G mutations and 1
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D91N mutation. Using agar dilution as the “gold standard”, the sensitivity and specificity
of ASP-PCR of 23S rRNA gene using gastric biopsies was 100% for two characteristics.
The same result was obtained when the results was compared with the sequence data. ASP-
PCR of gyrA gene with original primer had a sensitivity of 60% and specificity of 92,7 %.
Testing with new primers improved the sensitivity to 100%, while specificity remained

92,7 %.

Conclusions: We developed a new primer for detection of N871 mutations in levofloxacin
resistant H. pylori and standardized two ASP-PCRs previously described for detection of
mutations that confer clarithromycin and levofloxacin resistance in H. pylori from gastric

biopsy specimens.

Keywords: ASP-PCR, mutations, gyrA, 23S rRNA, sequencing, agar dilution.
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Helicobacter pylori (H. pylori) is an important human pathogen that causes gastroduodenal
inflammation resulting in duodenal ulcer disease, gastric ulcer disease, gastric
adenocarcinoma and primary B-cell gastric lymphoma.>? The National Institutes of Health
in the United States, the Maastricht Consensus in Europe, and the Canadian Consensus all
recommended eradication for the treatment/or prevention of these disorders and also to
reduce the occurrence of new gastric cancers after endoscopic resection.®> The most
common method for the eradication of H. pylori infections consists of the administration of
a proton pump inhibitor (PPI) and antimicrobial agents such as amoxicillin, clarithromycin,
metronidazole, fluoroquinolone, or tetracycline.* Antimicrobial resistance is now the most
important factor determining the outcome of H. pylori eradication therapy.® Resistance to
clarithromycin and resistance to fluoroquinolones are particularly important as they cannot
be over come by increasing the dose or duration of therapy “*° and in both phenotypic
resistance is correlated with clinical and microbiological failure. Mutations leading to
resistance have been described for macrolides and fluoroquinolones.***? Resistance to
clarithromycin results from structural changes in the 23S rRNA molecule caused by
mutation of the 23S rRNA gene. Most common mutations are A-G transitions at position
2143 (A2143G) and 2142 (A2142G).***" These mutations have been confirmed to confer
resistance by mutagenesis studies.’®'® Other mutations observed in low-level

clarithromycin resistant H pylori isolates include A2144G, A2142C [11] and C2694A.%

Fluoroquinolone resistance caused by point mutations in the quinolone resistance
determining region (QRDR) of the gyrA gene which encodes subunit A of DNA gyrase.”

The amino acid substitutions observed in clinical strains have been primarily reported at
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22-24

positions 87 (Asn to Lys) or 91 (Asp to Gly,Asp to Asn, or Asp to Tyr although

resistant strains lacking these mutations have also been described.”

In routine clinical practice, the detection of clarithromycin and levofloxacin
resistance is based on phenotypic methods such as E-test or agar dilution; however, these
methods are time-consuming and take up to 2 weeks for completion.?® Molecular methods
to detect the point mutations conferring resistance have an advantage of providing rapid
results. Allele-specific PCR (ASP-PCR) is especially useful to determine single nucleotide
polymorphism (SNP) in DNA samples and this technique allows the identification of
mutations without direct sequencing or digestion with restriction enzymes.?*?"® The aim
of this study was to use ASP-PCR to identify mutations predictive of clarithromycin and
fluoroquinolone resistance in DNA from gastric mucosal biopsy samples from Colombian
patients infected with H. pylori. The concordance, sensitivity and specificity for each ASP-
PCR were determined by comparing the results of agar dilution (phenotypic test) and
sequence of 23S rRNA and gyrA genes from isolates of H. pylori with each ASP-PCR in

DNA from gastric specimens.

MATERIALS AND METHODS

Clinical samples: Gastric biopsy samples from Colombian patients referred for
gastroscopy at the Gastroenterology Unit of Clinica Fundadores, Bogota, Colombia; were
used in this study. Written informed consent for participation was obtained from each of the
patients before entry into the study. The protocol was approved by ethical committee of

Javeriana University and Clinica Fundadores. These patients were part of a clinical trial to
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assess the efficacy of a triple therapy with levofloxacin. The status of the infection was
confirmed by rapid urease test (RUT) and histopathology (Giemsa stain). Two antrum
biopsies specimens were obtained of each patient, and one of the tissue specimens was

cultured for H. pylori and the other was used for DNA extraction.

Bacterial strains, culture conditions, and determination of susceptibility to
clarithromycin and levofloxacin: Biopsies samples were crushed in 0.5 mL of PBS and
cultured in Wilkins Chalgren Agar (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) containing
7% horse blood, vancomycin (10 mg/L) and trimethoprim (5 mg/L). The plates were
incubated at 37°C under microaerophilic conditions for up to 14 days and identified as H.

pylori by Gram stain, urease, catalase and oxidase reactions.?

MICs for the recovered H. pylori strains were measured for clarithromycin and
levofloxacin using the agar dilution method according to the CLSI recommendation.*® The

resistance breakpoint for clarithromycin and levofloxacin was determined as >1 pg/mL.%®

DNA sequencing of 23S rRNA gene and gyrA gene of H. pylori isolates: Total genome
DNA was extracted from H. pylori isolates using DNAzol®) kits (Invitrogen - USA). The
DNA samples were stored at -20°C until use. Primers 23S rRNA F (5’- CCA
CAGCGATGTGGTCTCAG -3%) complementary to position 2191 to 2210 and 23S rRNA
R (5’- CTCCATAAGAGCCAAAGCCC -3’) complementary to position 2596 to 2615
were used to amplify a fragment of 425-bp of the peptidyltransferase region of the 23S
rRNA in H. pylori (GenBank accession number U27270 and described by Kim KJ.®) PCR

amplification of DNA was performed by a MyCycler thermal cycler (BIORAD — USA) in a
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final volume of 50 pL containing 1 pg of H. pylori genomic DNA, 1 uM concentration of
primers and 42 pL of Super Mix (Invitrogen — USA). The cycling program was 1 cycle at
95°C for 5 min; 35 cycles of 95°C for 30 s, 54°C for 30 s, 72°C for 30 s and a final

extension step at 72°C for 10 min.

Primers complementary to regions flanking the 428-bp coding sequence of the
quinolone resistance-determining region (QRDR) of gyrA (codons 38 to 154) were used for
the amplification of the gyrA gene. The gyrA primer sequences were: gyrA F (5’-
TTTRGCTTATTCMATGAGCGT-3’) and gyrA R (5’-GCAGACGGCTTGGTARAATA-
3’). The PCR mixture (50 pL final volume) contained 1 pg of H. pylori genomic DNA ,
Super Mix (Invitrogen - USA) and 0.5 uM (each) primer.. PCR was performed under the
following conditions: initial denaturation at 94°C for 4 min, followed by 26 cycles of
denaturation at 94°C for 60 s, annealing at 56°C for 60 s, and extension at 72°C for 30 s,
with a final extension at 72°C for 5 min.

PCR products (23S rRNA and gyrA) were purified by Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (PROMEGA-USA) and sequenced by Macrogen (Korea).

DNA preparation and PCR analysis for gastric biopsies specimens: DNA was isolated
from the gastric tissue specimens by using QIAmp DNA mini kits (QIAGEN, Hilden,
Germany). DNA preparations were subjected to PCR for ureA and vacA genes to confirm
the presence of H. pylori DNA. PCR for the ureA gene was performed using primers:
ureA-F (5'-AACCGGATGATGTGATGGAT-3) and ureA-R (5
GGTCTGTCGCCAACATTTTT-3) reported by Kim et a3 The amplification was

conducted using GoTag polymerase (WI, USA) under the following conditions: Initial
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denaturation at 94°C for 2 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s,
annealing at 58°C for 20 s, and extension at 72°C for 30 s, with final extension 72°C for 5
min. PCR for the vacA gene was performed using GoTag polymerase (WI, USA) and the
primers vacA-F (5- TACAACAAACACACCGCAAAA -3) and vacA-R (5-
TGTAGCGATACCCCCAACAA-3') reported by Ayala et al.*> The PCR condition for the
vacA gene amplifications were: Initial denaturation at 94°C for 2 min, followed by 40
cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 58°C for 20 s, and extension at 72°C

for 30 s, with final extension 72°C for 5 min.

Allele-Specific PCR for to determine 23S rRNA mutation of H. pylori from DNA
extracted from gastric biopsies: ASP-PCR for 23S rRNA gene was performed with four
primers described previously by Furuta et al. 2 The primer sequences were: FP-1 (5'-
TCGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3"); FP2143G (5'-
CCGCGGCAAGACAGAGA-3"); RP-1(5'-GACTCCATAAGAGCCAAAGCCCTTAC-3")
and RP2142G(5-AGTAAAGGTCCACGGGGTATTCC-3"). ASP-PCR was performed
with KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase, obtained a band of 320-bp for both wild
type (wt) and mutant, 238-bp for A2142G mutation and 118-bp for A2143G mutation..

The mix for KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase (Toyobo, Osaka, Japan),
was performed using: 2.4 pL of distilled water, 10 puL of 2X reaction Xtreme buffer, 4 uL
of dNTPs (200 uM each), 0.3 UM each primer, 0.4 pL KOD Xtreme Hot Start DNA
polymerase and 2 uL of DNA template. The amplification was conducted under the
following conditions: 1 cycle at 94°C for 2 min; 40 cycles of 98°C for 10 s, 65°C for 30 s,

68°C for 20 s, with a final extension at 72°C for 2 min.
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Allele-Specific PCR for to determine gyrA mutation of H. pylori from DNA extracted
from gastric biopsies: ASP-PCR for the gyrA gene was performed with the primers

described previously by Nishizawa et al.?*

(Table 1). Three new primers were designed to
determine mutations at positions A260T, T261C, T261A, related with N871 mutation in the
GyrA protein. The design of the primers was based on the gyrA sequence of H. pylori

26695 (Table 1).

ASP-PCR amplification of the gyrA gene using the new primers set was performed
in a final volume of 20 pL containing: 0.8 pL of distilled water, 10 pL of 2X reaction
Xtreme buffer, 2 uL of dNTPs (200 uM each), 5.8 pL of primer mixture (8 pmol of gyrA
primer R, 2 pmol of primer F261A1, 2 pmol of primer F261G1, 8 pmol of primer F271A5,
10 pmol of primer F271A9, 6 pmol of primer F271T9, 6 pmol of primer F272G1, 6 pmol of
primer F272G9, 6 pmol of primer F87ATC, 2 pmol of primer F87ATT and 2 pmol of
primer F87ATA), 0.4 uL KOD Xtreme Hot Start DNA polymerase (Toyobo, Osaka,
Japan) and 1 pL of DNA template. The amplification was conducted under the following
conditions: 1 cycle at 94°C for 2 min; 40 cycles of 98°C for 10 s, 65°C for 30 s, 68°C for 20
s, with a final extension at 68°C for 2 min. ASP-PCR amplification with original primers
was performed by the method described by Nishizawa et al.?*. Samples were defined as

positive for mutation of gyrA gene when 254-bp band was detected.

RESULTS
Gastric biopsies from 80 patients were entered including 60 patients with active H. pylori

infections and 20 found to be H. pylori negative.
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Clarithromycin and levofloxacin susceptibility by agar dilution: The MICs for all
strains was determined for clarithromycin and levofloxacin. The assessment of
clarithromycin susceptibility by agar dilution showed 55 patients infected with susceptible
strains and 5 with resistant strains. The distribution for levofloxacin susceptibility was 54

patients infected with susceptible strains and 6 with resistant strains.

Nucleotide sequence analysis in DNA of strains: The sequence for the peptidyltransferase
region of the 23S rRNA and QRDRs of gyrA was obtained for susceptible and resistant H.
pylori strains. Analysis of the 23S rRNA sequence detected 4 strains with A2143G
mutation and 1 strain with A2142G mutation; the sequences the remaining 55 strains were
wild-type. Analysis in the QRDR of gyrA gene showed 54 with wild-type genotype
compatible with their susceptible phenotype. Three wild-type variants were observed: 28
strains had the sequence AAC (N87), 18 had AAT (N87) and 8 had ACC (N87T). Various
substitutions in the amino acid sequence of QRDR of GyrA were observed in the 6
levofloxacin resistant strains. Three strains had N871 mutations, 2 had D91G mutations

and 1 had D91N mutation.

PCR for the ureA gene and vacA gene of H. pylori in biopsies samples:
In 80 biopsies, the ureA gene and vacA gene were detected in 60 biopsies in which culture

were positive; the remaining 20 biopsies were negative by both PCRs.

ASP-PCR for mutations in 23S rRNA gene of H. pylori in biopsies samples: Of the 60
biopsies positive by culture, ASP-PCR classified 55 biopsies as wild-type and 5 as

resistant; 1 showed A2142G and 4, A2143G mutations (Figure 1). ASP-PCR for mutations
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in 23S rRNA was performed using mixtures in various proportions of DNA from the wild-
type and A2143G or A2142G mutant samples. ASP-PCR was able to detect the mutant or

wild type DNA at concentrations as low as 2 ng/pL (data not shown).

ASP-PCR for mutations in gyrA gene of H. pylori in biopsies samples: Two different set
of primers were used to identify mutations in the gyrA gene. The original set of primers

described by Nishizawa et al.?*

classified the DNA biopsies samples as 48 wild-type and 12
resistant genotypes. The distribution of genotypes detected by ASP-PCR with the a new
primer plus the original primers was: 45 wild-type and 15 resistant. The ASP-PCR with the
new primer detected 3 samples with gyrA mutation at codon 87 (N871) (Figure 2). No
amplification was observed in 20 DNA biopsies samples of patients whose status was
negative for H. pylori. Mixtures in various proportions of DNA strains samples from the

wild-type and N871, D91G and D91N mutant samples were performed and the ASP-PCR

was able to detect the mutant DNA concentration as low 5 ng/uL. (data not shown)

Concordance, sensitivity and specificity of ASP-PCR for mutations in 23S rRNA gene
of H. pylori: One hundred percent concordance was obtained when the ASP-PCR 23S
rRNA results were compared with agar dilution and sequence methods. There was
complete agreement between the different techniques; additionally the molecular test
correctly classified all those negative for H. pylori infection (i.e., they showed no
amplification in any sample). Using agar dilution as the “gold standard”, the sensitivity and
specificity of ASP-PCR of 23S rRNA gene was 100% for two characteristics. The same

result was obtained when the results was compared with the sequence data.
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Concordance, sensitivity and specificity of ASP-PCR for mutations in gyrA gene of H.
pylori: Concordance between phenotypic susceptibility tests and sequence for ASP-PCR
gyrA using the original primers and the new set of primers was 92.7 % for susceptible
samples for both set of primers (Table 2). No amplification with both set of primers was
observed in negative samples for H. pylori. ASP-PCR of gyrA gene with original primer
had sensitivity of 60% (1C95% 17 - 93%) and specificity of 92.7 %. The molecular test
with new primers improved the sensitivity to 100% (IC95 46-100%), while specificity

remained 92.7%.

DISCUSSION

Accurate and rapid detection of antibiotic resistance has an important role in the selection
of optimal antibacterial agents for the treatment of patients infected by H. pylori.?”
However such information is rarely available at time of starting therapy in part because
conventional antimicrobial susceptibility testing requires culture of the bacterium which is
time consuming and often unavailable. In addition, approximately 10% of the attempts fail.
Overall, phenotyping methods are both expensive and cumbersome.?* In Colombia, as in
most of the world, culture and susceptible test are not available in routine H. pylori clinical
practice. Genetic tests are simple, straight forward and theoretically are good tools to

rapidly detect the resistance to macrolides and fluoroquinolones using direct detection with

DNA from gastric biopsies samples.

In the present study, we used ASP-PCR methods to detect mutations in the 23S
rRNA and gyrA gene of H. pylori. The methods were useful for easily identifying

susceptible organisms from those resistant to clarithromycin or levofloxacin using gastric
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mucosal biopsies. Our results showed a good correlation between ASP-PCR and both agar
dilution and direct sequencing (i.e., 100% the concordance, sensitivity and specificity for
ASP-PCR of 23S rRNA gene were obtained). However this results could be different if
additional mutations to A2142G or A2143G are present in the samples as the methods used
in this study were designed to detect only the most common described mutations.
Colombian samples in this study had only A2142G and A2143G mutations and the
molecular test was able to discriminated perfectly between biopsies samples susceptible
with wild-type sequence and those with the resistance with mutations A—G at positions
2142 or 2143. Additionally, the molecular test correctly classified all negative patient as no

sample showed any amplification.

The analysis of sequences for gyrA of Colombian H. pylori resistance strains
showed D91G, D91IN and N871 mutations and the susceptible strains with wild-type
sequences showed the presence of 18 strains with N87(AAT) 8 with N87(AAC) and 28
with N87T(ACC). We used ASP-PCR with the original primers described for Nishizawa et
al. #* to detect mutations C261A, C261G, G271A, G271T, A272G in the gyrA gene, that
correspond to the following GyrA amino-acid changes, N87K(AAA), N87K(AAG),
DI9IN(AAT), D91Y(TAT), D91G(GGT), respectively. The concordance between
phenotypic susceptibility tests and sequence for this ASP-PCR gyrA was 92.7 % for
susceptible samples and 60% for resistant samples. No amplification was observed in
negative samples for H. pylori. The sensitivity and specificity of this molecular test was
60% and 92.7 % respectively. The reason of lower sensitivity was due to presence of
mutations N871 in our samples which were not detected by the original test and two of our

five resistant strains carried this mutation. Importantly, false negative results have a clinical
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impact in that patients infected with resistant strains were not detected using the test. When
other similar techniques for the detection of levofloxacin resistance were reviewed,
including Genotype Helicobacter DR (a commercial test), we found that none of them
detects the N871 mutation. As such, because the N871 mutation was present in 40% of
Colombian strains resistant to levofloxacin, the failure to detect these resistance strains
would likely result in failure of the treatment in Colombian patients. We therefore designed
three new primers to detect the mutation N871 [one primer for each codon of Isoleucine (1)
amino-acid]. The ASP-PCR was performed with the original primers plus the new primers.
The molecular test with the new primers had improved sensitivity (to 100%) although the
specificity remained 92.7 %. The proprieties of the test with the new primers are more
appropriated for resistance detection to fluoroquinolones in Colombian H. pylori strains of
biopsies specimens positives for H. pylori. With respect to specificity, the discordant
results between the genotyping and phenotyping methods for levofloxacin was most likely
related to the presence of mixed infections with both wild type and mutant genotypes in 4
of the gastric biopsy specimens. Our gold standard was agar dilution, and we only
recovered susceptible strains, however the ASP-PCR was able to detect resistance strains in
this samples. Because it is often difficult culture H. pylori in all gastric biopsies, and
cultures do not always recover all the strains present in the sample, molecular test are a
good alternative to detect resistant genotypes in gastric biopsy specimens. However the
method has some difficulties to know: (i) use many primers, for this reason need longer
standardization. (ii) No detect all mutations described in gyrA gene, for this reason the test
could be adapt in accordance with the mutations found in each area. Once the test is
implemented is a good solution saving time and useful for routine clinical practice because

use DNA from biopsies samples, and theoretically, genotypic analyses would allow the
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patients receive appropriate treatment and prevent treatment failure due to unrecognized

resistance.

In conclusion, we developed a new primer set for detection of N871 mutation in H.
pylori levofloxacin resistance and standardized two ASP-PCR using DNA from gastric
biopsy specimens previously describe for detection of mutations that confer clarithromycin
and levofloxacin resistance in H. pylori isolates. These assays provide a specific and rapid
means of predicting resistance to clarithromycin and levofloxacin and their application
could be of enhanced value in the management of H. pylori infections. The optimization in
gastric biopsy tissue without the need for culture, allows the implementation of this test in

Colombia, a country where culture and susceptibility tests are not routinely performed.
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Figure 1.

Representative electrophoresis patterns of ASP-PCR products for determination of
mutations at position 2142 and 2143 of the 23S rRNA gene of Helicobacter pylori in
biopsies samples. Band of 320-bp indicates the presence of H. pylori 23S rRNA gene and
bands of 238-bp and 118-bp indicates the presence of A2142G and A2143G mutation,
respectively.
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Figure 2.

Allele-Specific PCR products amplified with new sets of primers for determination mutant
gyrA genotypes of H. pylori in biopsies samples. Band of 254-bp appear in samples with
mutation in gyrA gene. Samples with wild-type sequence show no band.

Size marker
Negative control
NCTC 11637
D91G mutation (A272G)
D91G mutation (A272G)
D91N mutation (G271 A)
N87I mutation (A260T, T261C)
N87I mutation (A260T, T261C)
Wild type N87 (AAC)
Wild type N87 (AAT)
Wild type N87T (ACC)
Wild type N91
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Table 1.

Oligonucleotide sequences of primers used in ASP-PCR method to determine gyrA
mutation of H. pylori at positions 261, 271, and 272.

Primer
direction Mutation Primer name Sequence*1
Forward C261A F261A1 CCCCCATGGCGAGAAaAG
C261G F261G1 CCC CCATGG CGAGAAgG
G271A F271A5 GCGATAACGCGGTTTAGaA
F271A9 GCGATAATGCGGTTTAGaA
G271T F271T9 GGCGATAATGCGGTTAATLA
A272G F272G1 GCGATAACGCGGTTTAGGgET
F272G9 GCGATAATGCGGTTTAGGgET
A260T, T261C  [F87ATC CCCCCATGGCGAGAtcG
A260T F87ATT > CCCCCATGGCGAGALTG
A260T, T261A [F87ATA™ CCCCCATGGCGAGAtaG
Reverse gyrA R GTTAGGCAGACGGCTTGGTARAATA

"I In the primer sequence the penultimate nucleotide to distinguish between wild-type and
mutant sequences is shown in lowercase. The 1-bp mismatch at another nucleotide is
underlined.

2 News oligonucleotides sequences of primers used in AS-PCR method to determine
mutation (N871) at positions (A260T, T261C, T261A), were based on the gyrA sequence of
H. pylori 26695.
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Table 2. Concordance of ASP-PCR gyrA with agar dilution and DNA-sequence of isolates.

Culture and Sequence of ASP — PCR for Total of

Concordance
samples

agar dilution strain gyrA

Concordance of all 3 methods with original primer

Wild type Wild type 51

Susceptible 92.7%
Wild type Mutant 4
Mutant Mutant 3

Resistant 60%

Mutant Wild type 2

Negative No data Negative 20 100%

Concordance of all 3 methods with new primers set

Wild type Wild type 51

Susceptible 92.7%
Wild type Mutant 4

Resistance Mutant Mutant 5 100%

Negative No data Negative 20 100%
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Abstract

Objective: Traditional H. pylori eradication therapy has been undermined by
increasing antimicrobial, especially clarithromycin, resistance. Susceptibility
testing in most areas is difficult or unavailable. We assessed whether gastric
biopsies stored at room temperature in a rapid urease test get were suitable for

H. pylori clarithromycin susceptibility testing.

Methods: After 30 days of storage at room temperature, DNA was extracted
from a gastric biopsy present within a rapid urease test (Hpfast). H. pylori
status and clarithromycin susceptibility were evaluated used H. pylori-specific
PCR for ureA, vacA, and allele-specific primer-polymerase chain reaction of
the 23S rRNA genes. The PCR results were compared with histology, RUT,
and culture. H. pylori positive was defined as RUT and either culture or

histology positive; H. pylori negative as RUT, culture and histology negative.

Results: Samples from 31 subjects were evaluated; 11 were H. pylori positive
including 9 by culture; 8 of which had allele-specific primer-PCR results from
the RUT specimen for the detection of mutations of the 23S rRNA gene.
When both tests were available, culture and PCRresults were concordant in

8/8 (100%). Fifteen of the 20 histology, RUT and culture negative cases had
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all 3 PCR’s negative. In one all 3 were positive; in 3 only the 23S rRNA was

positive and in 1 only ureA was positive.

Conclusion: Gastric biopsy specimens stored within the gel of an RUT for 30
days can be used to for molecular testing confirm the diagnosis of H. pylori

infection and test forr clarithromycin susceptibility.

Key words: Susceptibility tests; clarithromycin resistance; polymerase chain

reaction; noncryogenic storage; rapid urease tests
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Introduction

Helicobacter pylori is a major human pathogen etiologically involved
the pathogenesis of gastritis, peptic ulcer disease, gastric adenocarcinoma, and
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma *. H. pylori eradication therapy
is recommended whenever an H. pylori infection is detected 2. The most
successful H. pylori eradication regimens contain an antisecretory agent and
two or more antimicrobial agents. Clarithromycin is one of the most widely
used antimicrobials in H. pylori eradication regimens. However,
clarithromycin resistance has been increasing worldwide and currently
clarithromycin resistance is the major cause of treatment failure *°. The
decision regarding which H. pylori treatment regimen to use differs from most
other common infections in that culture and susceptibility testing is not
generally available such that clinicians are required to make empiric choices
in terms of a treatment regimen. Regularly updated data regarding local and
regional patterns of resistance would be especially useful to allow clinicians to

choose among eradication regimens but is generally unavailable.

One approach to obtaining susceptibility data despite lack of culture
facilities is to use molecular methods. Clarithromycin susceptibility is

especially amenable to this strategy as clarithromycin resistanceis most
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commonly caused by point mutations of the 23S ribosomal ribonucleic acid
(rRNA) gene, the main component of the 50S subunit. The most common
mutations associated with resistance are at position 2142/43 (A2142 to G/C/T,
A2143 to G/C) in the peptidyltransferase region from the V domain. The
mutations result in prevention of clarithromycin binding to 50S ribosomal
subunit ®. Major mutations are transitions from A to G or T to C and
transversion is A to T or G to C from adenine to guanine at positions 2142 and
2143 of the 23S rRNA gene (A2142G and A2143G) ’. Many methods to
detect these mutations are available including direct sequence, polymerase

chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism 8, real-time

9 10

PCR assays °, microelectronic chip array and fluorescent in situ

hybridization **.

Molecular techniques to assess clarithromycin resistance often use
gastric mucosal biopsies collected specifically for that purpose. However,
biopsy samples originally taken for rapid urease testing have also been utilized
2 In developing countries endoscopy is often readily available although the

ability to reliably freeze, store and ship frozen samples for subsequent

molecular testing to off site facilities is often difficult or impossible.
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The aim of this study was to determine whether gastric mucosal biopsy
samples used for rapid urease testing and stored for 30 days at room
temperature in situ in the RUT gel could also be used successfully for
molecular testing to confirm the presence of H. pylori infection and to
determine clarithromycin susceptibility. It was hypothesized that if this were
possible, it should theoretically be possible to easily and reliably determine the
prevalence of clarithromycin resistance in developing countries despite the
lack of adequate cryogenic storage capability. This would then allow
susceptibility information to be provided to clinicians and also used to help

interpret the outcome of clinical trials.

Materials and methods

Patients and H. pylori infection diagnosis

Patients who underwent upper endoscopy at the Ben Taub General
Hospital, Houston, Texas between April and July, 2010 were enrolled. After
informed consent was obtained, 3 gastric biopsy biopsies were obtained at the
incisura: one for the RUT, one for histology and one for culture. Additional

biopsies were taken from the gastric antrum and body forhistology. Biopsy
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forceps were large capacity style with needle (Boston Scientific Radial Jaw 4,
Natick, MA). The biopsy for the rapid urease test (RUT) (Hpfast, CheckMed
systems, Camp Hill, PA) was placed in the RUT gel which was then placed in
an RUT warmer at 37C (Helicoview, GI Supply, Camp Hill, PA) for up to 24
hours. The sample was interpreted after 24 hours and the RUT test containing
the biopsy was then stored in at room temperature for 30 days after which the
biopsy was recovered from the gel and the deoxyribonucleic acid (DNA) was

extracted (see below).

The specimen for culture was immediately placed in H. pylori transport

media and frozen at -70°C until cultured *2. Biopsies for histology were sent to

the clinical laboratory for staining with hematoxylin and eosin and for

immunohistochemical stains for H. pylori.

The study was approved by the institutional review board at Baylor

College of Medicine and all subjects signed informed consent prior to entry.

Culture and clarithromycin acceptability testing

Biopsies were crushed between frosted ends of sterilized slides and the

homogenized tissue suspension was inoculated on non-selective and
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Helicobacter pylori special peptone agar (HPSPA) selective plates consisting
of a horse blood agar (HBA) plate (nonselective medium) or an HBA plate
containing 10 pg/mL nalidixic acid, 5 pg/mL trimethoprim, 3 pg/mL,
vancomycin and 2 ug/mL amphotericin B (selective medium). Plates were
incubated under microaerophilic conditions at 37°C for up to 14 days as
previously described *. H. pylori isolates were defined as Gram-negative
spiral-shaped bacilli that were oxidase, catalase, and urease positive. Fresh
growth from brain heart infusion plates containing 7% horse blood was
harvested in 6mL of saline and adjusted to turbidity equivalent to a No. 2
McFarland turbidity standard. The suspended inoculum was applied uniformly
on the entire surface of Mueller Hinton Agar plates containing 5% sheep
blood were covered with 0.3—0.5 mL of each suspended inoculum to produce
a lawn of bacterial growth. A clarithromycin E-test strip (AB Biodisk, Solna,
Sweden) was applied to the surface of plate and after incubation in
microaerophilic conditions at 37°C for 72 h, results were read according to the
manufacturer's guide. The minimal inhibitory concentration (MIC) was
recorded as the lowest concentration that inhibited visible growth of
organisms. For clarithromycin, the cut-off for resistance was an MIC of >1

mg/L.
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DNA extraction from the gastric biopsy samples

DNA was extracted from gastric biopsy using QlAamp DNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacture’s instruction. The

extracted DNA was stored at -70°C until use.

PCR for the ureA, vacA gene and allele-specific primer-PCR for the 23S

rRNA gene

PCR for the ureA gene of H. pylori was performed using GoTaq
polymerase (Promega, WI, U.S.A) and the primers ureA 197F (5'-
AACCGGATGATGTGATGGAT-3) and ureA_413R (5'-
GGTCTGTCGCCAACATTTTT-3") reported by Kim et al *>. PCR condition
for the ureA gene is performed as follows: Denaturation at 94°C for 2 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 58°C
for 20 sec, and extension at 72°C for 30 sec, with final extension 72°C for 5

min.

PCR for the vacA gene was performed using GoTaqg polymerase
(Promega, WI, US.A) and the primers vacA 8U21F (5'-

TACAACAAACACACCGCAAAA -3) and vacA 131L20AR (5™-
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TGTAGCGATACCCCCAACAA-3") reported by Ayala et al . PCR
condition for the vacA gene is performed as follows: Denaturation at 94°C for
2 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at
58°C for 20 sec, and extension at 72°C for 30 sec, with final extension 72°C

for 5 min.

Allele-specific primer-PCR for the detection of the 23S rRNA gene
mutations, A2142G and A2143G, were performed according to the method
reported by Furuta et al. . KOD Xtreme Hot start DNA polymerase kit
(Toyobo, Osaka, Japan) was used for PCR System. The total volume of PCR
system was 10 uL which included approximately 0.1 ug of DNA , 0.2U KOD
Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase, 4 umol dNTPs (each), 5 uL 2X Xtreme
Buffer and 0.3 nmol/L of primers FP-1 (5'-
TCGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC -3, RP-1 (5'-
GACTCCATAAGAGCCAAAGCCCTTAC -3, RP2142G (5'-
AGTAAAGGTCCACGGGGTATTCC -3, and FP2143G (5'-
CCGCGGCAAGACAGAGA -3)). allele-specific primer-PCR was performed
as follows: denaturation at 94°C for 2 min, followed by 40 cycles of
denaturation at 98°C for 10 sec, annealing at 65°C for 30 sec, and extension at
68°C for 20 sec, with final extension 72°C for 2min. The 320bp fragment

indicates the presence of wild-type H. pylori 23S rRNA gene, while 238 bp
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and 118 bp fragments indicates the presence of a mutation A2142G and
A2143G, respectively, which cause clarithromycin resistance. All PCR
products were subjected to electrophoresis on a 2% agarose gel along with a

100bp DNA marker.

Analyses

Those performing the PCR, culture, and histology were blinded to the
histological, RUT, and culture results until all analyses were completed. For
primary analysis we defined a positive test as a positive RUT and one other
test (either culture or histology). The requirement for a positive RUT was
based on the premise that positive results of both the RUT and the molecular
testing require that the specimen utilized contain adequate numbers of
bacterial cells (i.e., a positive RUT would guard against the problem that the
infection may exhibit patchiness in terms of presence and intensity of the
infection). For example, a single biopsy might be from an area of intestinal
metaplasia and be falsely negative. H. pylori negative was defined as all three
tests negative. To better understand the limitations of the approach, we
separately examined cases in which the RUT was negative and both culture

and histology were positive.
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Results

Thirty-one subjects (21 women, 10 men, average age 55.2) entered
including 11 (33.3%) with active H. pylori infections. Eight has positive
culture and histology, two had positive RUT and histology, and one had

positive RUT and culture.

In 9 of the 11 (81%) H. pylori positive cases the PCR for ureA, vacA,
and the H. pylori 23S rRNA gene were also positive (Table 1); all three PCR’s
were negative in two cases (Table 1). Fifteen of the 20 H. pylori negative
cases (75%) were negative by all three PCR’s. Three of the samples in which
the RUT, culture, and histology were negative and the PCR for ureA and vacA
were all negative were positive by PCR for the 23S rRNA gene. In addition,
one negative by RUT, histology and culture was positive for ureA, vacA, and
the 23S rRNA gene and likely represents the presence of a true positive but at
low H. pylori density. However, the remaining three in which only the 23S
rRNA gene was positive likely represent false positive results possibly related

to the presence of cross reacting organisms.
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The results of clarithromycin susceptibility testing of the 9 H. pylori
isolates were compared with the results of allele-specific primer-PCR obtained
from biopsies stored at room temperature for 30 days. Two isolates were
clarithromycin resistant (MIC = 12 mg/L and 3 mg/L). In one the PCR was
negative; the other allele-specific primer-PCR of the biopsy sample showed an
A2142G mutation consistent with the presence of resistance [i.e., the results of
susceptibility testing in which the two methods were both positive were in
concordance in 8/8 (100%)]. In two cases the culture was positive but the
PCR was negative. Follow up of the two cases negative by PCR (one
susceptible and one resistant by culture) was done. The susceptible strain was
recultured and PCR confirmed a susceptible genotype (wild type). The other

strain was not recoverable from the stock and thus PCR could not be done.

Discussion

Rapid urease testing is a convenient and inexpensive way to diagnosis
H. pylori infection and is used worldwide in both clinical and in basic
research. After interpretation of the RUT, the biopsy specimen utilized for
RUT testing is typically discarded. Here, we asked whether it might be

possible to store the RUT device containing the sample in the gel at room
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temperature and still utilize the sample to confirm H. pylori status, and more
importantly, to test whether the organism was susceptible to clarithromycin.
Our results confirmed the hypothesis that gastric biopsies obtained for rapid
urease testing could be stored in the RUT get at room temperature and still
used to provide data regarding the presence of the infection as well as
clarithromycin susceptibility. This technique would be especially useful to
retrospectively examine the effects of clarithromycin resistance on the results
of clinical trials, particularly those done in areas where H. pylori infections
were prevalent but advanced medical facilities offering culture or molecular
susceptibility testing were not. We believe that this technique should allow
testing even in regions lacking reliable electrical supplies and cold storage
facilities. Theoretically, the RUT sample could simply be mailed to an off-site

facility. However, this hypothesis will require to be tested directly.

There are several caveats regarding the study and the data. First, the
study design was based on the premise that a positive RUT result would
increase the likelihood that the specimen would contain a sufficient number of
organisms (i.e., DNA) to allow clarithromycin susceptibility testing using
molecular methods. To reduce the chance of false positive results from

unrelated organisms (e.g., oral flora) that might be present, we utilized PCR
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assays for both the ureA and vacAgenes to confirm the presence of H. pylori in

the specimen **%.

Two RUT’s and one other test positive samples were negative for all
three PCR’s despite being RUT positive. Importantly, 4 of the 20 (20%)
presumably H. pylori negative cases had positive PCR results for the presence
of the H. pylori 23S rRNA gene; in 3 the ureA and vacA genes were not found
consistent with the PCR for the H. pylori 23S rRNA gene being false positive
and emphasizing the importance of confirming the presence of H. pylori by
the presence of a positive RUT, PCR or both. Finally, it is unknown whether
gel type RUT tests other than the one we used would provide similar or

identical results.

This pilot study showed that gastric biopsy specimens positive by RUT
using the Hpfast gel type RUT, and presumably other gel type RUT tests, can
be used to evaluate clarithromycin susceptibility using molecular testing.
Subsequent studies are underway to refine the methods including evaluating
other methods of storing the biopsy sample, the effect of the size of the
biopsy, whether more than one biopsy would reduce false negative results,
whether the samples can be mailed, and the effect of higher and varying

temperature (i.e., simulating tropical regions).

130



Capitulo 4

In conclusion, we showed that gastric biopsy specimens in an RUT gel
can be used to confirm the diagnosis of H. pylori infection and to test
clarithromycin susceptibility despite having been stored at room temperature
for 30 days. This method could potentially be used for genotyping of
pathogenetic genes of H. pylori and should prove useful for monitoring the

susceptibility of H. pylori to antimicrobial agents.
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Table 1. Results of testing for H. pylori and susceptibility from the 31 subjects

entered.

RUT

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

Histology
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

Culture
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
negative
positive

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

MIC
mg/L
<0.016
12
<0.016
0.016
<0.016
<0.016
<0.016
0.032

ureA

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative

vacA

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative

23S
rRNA

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
positive
positive
positive

genotype
wt
2142G
wt

wit

A2143G
wt
wt
A2143G

RUT = rapid urease test, MIC; minimum inhibitory concentration, wt; wild type, A2142G;
mutation from adenine to guanine at position 2142, A2143G; mutation from adenine to

guanine at position 2143
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Eficacia de las tevapias triples

5. Introduccion

El descubrimiento de H. pylori ha cambiado completamente el manejo de
las enfermedades gastroduodenales (Marshall & Warren, 1984). El tratamiento de
la infeccidén consiste basicamente en la erradicacion de la bacteria, motivo por el
cual, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, el Consenso de
“Maastricht” en Europa y el Consenso Canadiense recomiendan la terapia
antibiotica (Chey & Wong, 2007; Hunt et al.,, 2004; Kodama et al.,, 2008;
Malfertheiner et al., 2007; Saad & Chey, 2005). Los regimenes de erradicacion
mas utilizados consideran la combinacién de un inhibidor de la bomba de protones
(IBP) y dos antimicrobianos entre los cuales los mas usados actualmente son
amoxicilina, claritromicina o metronidazol, sin embargo; debido a la resistencia de
H. pylori a metronidazol y claritromicina, muchos pacientes que reciben
tratamiento con terapias triples fallan en erradicar la infeccion en un 20 — 30 %
(Furuta & Graham, 2010; Gisbert et al., 2008a; Gisbert et al., 2010; Graham &
Yamaoka, 2007; Graham et al., 2008; Graham & Fischbach, 2010; Kuo et al.,
2009; Molina-Infante et al., 2010; Rimbara et al., 2011). Varios estudios han
reportado tasas de erradicacion inferiores a 75% o incluso de 50% en analisis por
intencion a tratar (ITT) (Gisbert et al., 2007; Nadir et al., 2011). Debido al descenso
en la eficacia de las terapias se requiere con urgencia la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas mas eficientes para la erradicacion de la infeccion. Una
alternativa en reemplazo a claritromicina o metronidazol en la terapia triple, es

levofloxacina; una fluoroquinolona, isomero de la ofloxacina (Cheng et al., 2010;
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Nista et al., 2006; Saad et al., 2006), de amplio espectro antibacteriano, con
actividad frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y patdogenos
respiratorios atipicos (Gisbert et al., 2008a). Su efecto antibacteriano se basa en la
inhibicibn de la ADN girasa (Gisbert & Morena, 2006). La levofloxacina es
rapidamente absorbida después de administracion oral con una biodisponibilidad
de 100% y buena distribucién en los tejidos y fluidos corporales. Tiene una vida
media de 9 a 16 horas con predominante excrecion renal y puede ser administrada
en una sola dosis diaria, con poca interaccién con otros medicamentos y pocos
efectos adversos. Tiene efecto sinérgico con los IBP, potenciando su efecto
antimicrobiano. Varios ensayos clinicos aleatorizados han evaluado la eficacia de
la levofloxacina como una alternativa valida en reemplazo a los antibiéticos de la
terapia estandar (claritromicina y metronidazol) (Nista et al., 2003). Resultados
favorables han sido confirmados in vivo, indicando que la mayoria de pacientes
con resistencia a metronidazol y claritromicina han sido curados con un esquema
basado en levofloxacina. La tasa de erradicacion por analisis de ITT en ensayos
clinicos de este esquema ha sido alta variando entre 87 — 92%, sin embargo estos
resultados deben ser evaluados localmente para conocer su eficacia y seguridad
(Cheng et al., 2010; Kuo et al., 2009; Saad et al., 2006).

La tasa de prevalencia de resistencia de H. pylori a metronidazol en
Colombia es superior al 70%, razén por la cual su inclusion en los tratamientos de
erradicacion ha venido en desuso (Henao et al.,, 2009a). La prevalencia de la
resistencia a claritromicina en Colombia varia entre regiones desde 3,8% en el sur
del pais (Alvarez et al., 2009a; Alvarez et al., 2009b), hasta 13 -15% en la ciudad

de Bogota (Henao et al., 2009b; Trespalacios et al., 2010). Pocos estudios de
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eficacia de las terapias triples se han realizado en Colombia, el primero de ellos se
condujo en la ciudad de Bogota en el afio 2000, para aquel momento la eficacia de
la terapia triple estandar con claritromicina fue de 92%; una disminucién se
observé en un estudio realizado en la ciudad de Pasto, en el sur del pais y
publicado en 2009 en donde la eficacia de la terapia (omeprazol, claritromicina,
amoxicilina) por analisis de ITT fue de 85% (Fischbach et al., 2009). Sin embargo
debido al aumento de la resistencia de H. pylori a claritromicina especialmente en
Bogota, es probable que su eficacia haya disminuido en los tiempos actuales. En
consecuencia a lo anteriormente expuesto, es importante monitorear la eficacia de
la terapia triple estandar con claritromicina en nuestro medio, asi como evaluar
nuevas alternativas de tratamiento, como la terapia triple basada en levofloxacina,
gue se postula como una solucidon de tratamiento en lugares en donde la
resistencia a claritromicina es alta (Antos et al., 2006; Cheng et al., 2010; Gatta et
al., 2005; Liou et al., 2010; Molina-Infante et al., 2010; Nista et al., 2006; Suzuki et
al., 2010).

Ademas de evaluar la eficacia de las terapias de erradicacion es importante
realizar pruebas para la determinacion de la resistencia de H. pylori a los
antimicrobianos. La seleccion de la terapia antimicrobiana en las enfermedades
infecciosas se fundamenta en los resultados de pruebas de susceptibilidad; sin
embargo el tratamiento de H. pylori difiere de la mayoria de infecciones comunes
porque el cultivo y las pruebas de susceptibilidad no se realizan; por lo tanto el
tratamiento de la infeccion es empirica (Rimbara et al., 2011); sin embargo la
resistencia de H. pylori a los antimicrobianos es un factor muy importante en el

manejo de la infeccidén y la determinacion de la resistencia antes de seleccionar la
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terapia de erradicacion deberia ser mandatorio. En Colombia no se realizan
cultivos ni pruebas para la determinacion de la resistencia, las pruebas
convencionales como el E-test o la dilucibn en agar son técnicas costosas,
requieren entrenamiento especial de los profesionales que la realizan y toman
alrededor de dos a tres semanas antes de obtener el resultado, lo que no permite
gue sean implementadas como pruebas de rutina. Recientemente, se ha
propuesto que la deteccion de mutaciones relacionadas con la resistencia de H.
pylori a claritromicina y levofloxacina, pueden ser una buena alternativa para
determinar la resistencia de la bacteria a los antimicrobianos utilizados en las
terapias triples de erradicacion, por estos motivos; el presente trabajo evalud la
eficacia y seguridad de dos terapias en las cuales claritromicina o amoxicilina
fueron reemplazadas con levofloxacina; frente a la terapia triple estandar y
adicionalmente analizé la influencia de las mutaciones relacionadas con
resistencia a claritromicina y levofloxacina con el éxito de estas terapias de

erradicacion.

5.1 Pacientes y metodologia

5.1.1Disefio del estudio

Para evaluar la eficacia de las terapias se condujo un estudio clinico, controlado,
aleatorizado, doble ciego; siguiendo las recomendaciones de CONSORT
(Consolidated Standards of Reporting Trials) para la calidad de los ensayos

clinicos con grupos en paralelo (Moher et al., 2001)
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5.1.2 Poblacion estudio

Se incluyeron pacientes con dispepsia funcional o Ulceras pépticas con edades
entre 19 y 70 afios remitidos a endoscopia digestiva alta por sintomas dispépticos,
que no hubiesen recibido tratamientos previos de erradicacion de H. pylori dentro
de los tres meses anteriores y que no hubiesen recibido en el mes anterior,
medicamentos antisecretores, bismuto o antibidticos. La dispepsia funcional, se
clasific6 como molestias posprandiales (Bla) o dolor abdominal (Blb), de
acuerdo a los criterios del consenso ROMA 11l (Talley, 2007). Los pacientes fueron

incluidos de acuerdo a los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

5.1.2.1 Tamaifio de la muestra.
El célculo del tamafio de muestra se realizé con el programa “tamafio de la
muestra 1.0 por el método de aproximacion normal por correccidon por
continuidad bajo los siguientes criterios:

a. Error tipo I: 5%

b. Error tipo Il: 10%

c. Proporcion en grupo control del 70%

d. Proporcion del grupo experimental del 90%

e. Tasa de asignacion entre grupos de 3
El tamafio de la muestra segun los célculos realizados fue de 75 pacientes por
grupo, definiendo los grupos de tratamiento como sigue:

e Esquema 1: Esomeprazol + levofloxacina + amoxicilina

e Esquema 2: Esomeprazol + claritromicina + levofloxacina
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e Esquema 3 (terapia estandar): Esomeprazol + claritromicina + amoxicilina
Se incluy6é adicionalmente un 10% mas de los pacientes en cada grupo,

previniendo pérdidas de seguimiento o de adherencia.

5.1.2.2 Criterios de inclusion:

Pacientes con dispepsia funcional con edades entre 19 y 70 afos, con infeccion
por Helicobacter pylori confirmada por prueba rapida de ureasa, histopatologia y
cultivo. Solo se incluyeron los pacientes que firmaron el consentimiento informado
antes de ingresar al estudio después de una explicacion completa y detallada del
estudio. El protocolo y el consentimiento informado, fueron aprobados por el

comité de ética de la Clinica Fundadores y la Pontificia Universidad Javeriana.

5.1.2.3 Criterios de exclusion:

Se excluyeron del estudio pacientes con alguna de las siguientes enfermedades
concomitantes serias: insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), accidente
cerebrovascular (ACV), diabetes descompensada, alteraciones de la coagulacion,
cirrosis, cirugia gastrica previa, mujeres en etapa reproductiva que no estén
planificando, embarazadas o que estén lactando, alérgicos a quinolonas,
penicilinas o a inhibidores de la bomba de protones (IBPs), enfermedades

siquiatricas, adiccion a drogas o alcohol.
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5.1.3 Definicion de variables:

VARIABLES DEPENDIENTES ESCALA DE MEDICION UNIDAD DE MEDICION
Resistencia a claritromicina Nominal SI/NO
Resistencia a Amoxicilina Nominal SI/INO
Resistencia a levofloxacina Nominal SI/INO
Eficacia de los tratamientos Razén Proporcion de erradicacion de

Helicobacter pylori

VARIABLES INDEPENDIENTES ESCALA DE MEDICION UNIDAD DE MEDICION
Edad Razon Afios
Genero Nominal Hombre/Mujer
Lugar de procedencia Nominal Ciudad - Departamento
Esquema de tratamiento Nominal 1,203

5.1.3. 1 Medidas de desenlace

El punto final (“end point”) primario del estudio fue la erradicacion de H. pylori la
cual se determind mediante la "Prueba Respiratoria de la Urea (UBT)" entre 6 y 8
semanas después del tratamiento. EI cumplimiento del tratamiento por parte del
paciente, se evalué en una entrevista al final del tratamiento y contando los
medicamentos contenidos en las cajas retornadas por el paciente para esta
entrevista. Se considero que el tratamiento fue cumplido cuando se tomaron en su
totalidad el (100%) los medicamentos prescritos. Al ser incluidos en el estudio, a
todos los pacientes, se les entregd informacion detallada sobre los efectos
adversos que pueden presentarse con los diferentes medicamentos. Dos veces
durante el tratamiento los pacientes fueron contactados via telefénica para
conocer los efectos adversos presentados durante el tratamiento, los cuales

fueron anotados en un cuestionario validado (de Boer et al., 1996) que incluyo
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diarrea, sabor metalico, nduseas, sensacion de distensién abdominal, perdida del
apetito, vomito, dolor abdominal, dolor en las piernas, estrefiimiento y rash. La
intensidad de cada sintoma se evalué utilizando una escala de Likert, con una
escala de cero a tres, en donde O significa ausencia de sintomas y 3 intensidad
severa del sintoma. Los cuestionarios se entregaron a cada paciente en el
momento de ingresar al estudio. Los pacientes llenaron diariamente el formulario
en las respectivas casillas que evaluaron cada sintoma durante el tratamiento.

Esos formularios se entregaron al médico en la entrevista post tratamiento.

5.1.4. Recoleccion, manejo y almacenamiento de datos
5.1.4.1 Aleatorizacion
Se utilizé una secuencia de numeros generada en computadora, para distribuir de
manera aleatoria a los pacientes para recibir uno de los tres esquemas de
tratamiento (1, 2, 3), todos suministrados durante diez dias. Los esquemas
fueron los siguientes:

e Esquema 1 (ELA): Esomeprazol 40 mg en ayunas y antes de la cena +

levofloxacina 500 mg después del desayuno y de la cena + amoxicilina 19

después de desayuno y después de la cena.

e Esquema 2 (ECL): Esomeprazol 40 mg en ayunas y 40 mg antes de la

cena + claritromicina 500 mg después del desayuno y 500 mg después de

la cena + levofloxacina 500 mg después del desayuno.
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e Esquema 3 (ECA): Esomeprazol 40 mg en ayunas y 40 mg antes de la
cena + claritromicina 500 mg después del desayuno y después de la cena

+ amoxicilina 1g después del desayuno y 1g después de la cena.

5.1.5 Procedimiento

5.1.5.1 Determinacion de la susceptibilidad fenotipica y genotipica de H.

pylori a claritromicina, levofloxacinay amoxicilina.

A todos los pacientes que ingresaron al estudio se les determiné la susceptibilidad
a los tres antibidticos evaluados en las terapias por la técnica de dilucién en agar y
por secuenciacion directa de productos de PCR de regiones de los genes gyrA vy
23S rRNA, relacionados con resistencia a claritromicina y levofloxacina. La

metodologia fue descrita en el capitulo 3.

5.1.5.2 Anélisis estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo de las variables en estudio evaluando, mediante
test estadisticos, la igualdad de las variables para cada uno de los grupos, para
variables categodricas se utilizé chi cuadrado y para las continuas prueba de t
student’s a una significancia del 5%. Los datos fueron analizados usando el
programa estadistico PASW 18.

La eficacia del tratamiento fue evaluada por protocolo (PP) en donde se incluyeron
los pacientes que cumplieron el esquema de tratamiento en su totalidad y por
intencion a tratar (ITT) donde se incluyeron todos los pacientes elegidos
independientemente del cumplimiento del protocolo de tratamiento. La evaluacion
de asociacion de las variables predictivas fue realizado mediante un analisis

univariado, las variables relacionadas con la presencia de mutacion que fueron
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significativas en el andlisis univariado fueron incluidas en un analisis de regresion
logistica para determinar la probabilidad de éxito en presencia o ausencia de
mutacion. Se calcularon 1C95% para los factores de asociacion obtenidos en el

estudio.

5.2 Resultados

5.2.1. Pacientes incluidos en el ensayo clinico

Un total de 240 pacientes incluidos desde abril de 2009 a abril de 2011 fueron
aleatorizados para recibir alguna de las tres terapias a evaluar en el estudio. Las
caracteristicas de los grupos de acuerdo a las recomendaciones CONSORT se
muestran en la Figura 5.1. El cumplimiento del tratamiento en los pacientes de los
grupos 1 y 3 fue del 100% y en el grupo 2 fue de 95%, en este grupo se
presentaron pérdidas de seguimiento en dos pacientes por cambio de domicilio y

dos por presentar efectos adversos severos.
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RECLUTAMIENTO

ALEATORIZACION

SEGUIMIENTO

ANALISIS

!

Seleccion primaria de
pacientes

(n=403)

Excluidos [n=163)

Mo cumplieron con criterios deinclusion
{n=135)

Rechazaron participar (n=21})
Otrasrazones (n=7)

Pacientes
aleatorizados

(n=240)

ESQUEMA DETRATAMIENTO 1
10 dias
Esomeprazol 40 mg2 v/d
Levofloxacina 500 mg 1 v/d
Amoxicilina 1000 mg 2 v/d

10 dias
Esomeprazol 40 mg2 v/d
Levofloxacina 500 mg 1 v/d
Claritromicina 500 mg 2 v/d

ESQUEMADETRATAMIENTO 2

ESOUEMADETRATAMIENTO 3
10 dias
Esomeprazol 40 mg2 v/d
Claritromicina 500 mg 1 v/d
Amoxicilina L000 mg 2 v/d

{n=380) {n=80} {n=80)
Pérdidas de
Pérdidas de seguimiento (n=4}) pérdidas de

seguimiento (n=0)

Analisis por
protocolo

(n=80)

cambio de domicilio (n=2)

{n=2}

Perdidas de seguimiento por

Tratamiento suspendido por
presenciade efectos adversos

Anélisis por
protocolo

(n=76)

seguimiento (n=0)

Analisis por
protocolo

(n=80)

Figura 5.1. Diagrama de flujo segin CONSORT del progreso de los pacientes a través de las fases
del ensayo clinico
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5.2.2. Caracteristicas demograficas

Los tres grupos tuvieron caracteristicas comparables en edad, sexo, peso, historia

de fumar y antecedentes gastroduodenales. La mayoria de los pacientes fueron

originarios de la region andina. Las caracteristicas completas de los grupos en el

estudio se encuentran resumidas en la tabla 5.1.

Grupos de tratamiento

Caracteristicas ELA ECL ECA

(n=80) (n=76) (n=80)
Edad 47+ 12 (21-70) | 46+ 11 (21-69) | 45+ 11 (21-73) | 0.70
Género Masculino/Femenino 26/54 25/51 23/57 0.82
Peso (Kg); media rango 65,6(47-105) 68,2 (49-120) 66,7 (65-120) 0.40
Talla (cm); media rango 162 (144-177) | 162 (148-179) 161 (150-180) 0.84

*Fumador Si/No

Antecedentes

8/62

7/61

3/63

*Enfermedad gastroduodenal Si/No 57/16 53/20 49/25 0.55
***Cancer gastrico Si/No 27144 26/45 28/50 0.76
Procedencia

Regién andina 74 70 76 0.73
Region pacifica 1 1 3

Regién oriental 1 0 0

Region Caribe 4 4 1

*Solo se obtuvo informacién de 204 pacientes
**S6lo se obtuvo informacién de 232 pacientes
***S06lo se obtuvo informacién de 225 pacientes

Tabla 5.1. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio. No se observaron
diferencias significativas en las caracteristicas demogréaficas de los individuos incluidos.
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5.2.3. Cumplimiento con el tratamiento y eventos adversos.

El cumplimiento en tratamiento para el grupo ECL fue 95%, dos pacientes
cambiaron de domicilio y no retornaron a las pruebas de verificacion de la
erradicacion, dos pacientes suspendieron el tratamiento por efectos adversos, uno
por diarrea severa y otro presentd alergia y debid ser hospitalizado. Ninguno de
estos pacientes regreso para verificar la erradicacion de la infeccion. En los grupos
ELA y ECA, todos los pacientes completaron el tratamiento (100% de
cumplimiento). Se presentaron eventos adversos en los tres grupos de tratamiento
los cuales fueron leves o moderados, sin efectos residuales una vez que
terminaron el tratamiento. El sabor metalico fue el efecto adverso mas comdun,
seguido por diarrea, dolor abdominal y nausea. La terapia que presentd menor
namero de efectos adversos fue ELA, en la tabla 5.2, se pueden observar los
diversos efectos adversos presentados por los pacientes en cada grupo de

tratamiento.

Dolor abdominal 10 10 13
Sabor metalico 7 38 31
Diarrea 11 12 20
Dolor de cabeza 10 9 7
Nausea 9 7 12
Vomito 1 1 1
Rash 3 2 2
Mareo 11 6 15
Pérdida de apetito 3 3 5
Otros 15 12 15

Tabla 5.2. Detalle de los efectos adversos observados durante el estudio
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5.2.4. Eficacia de las terapias en la erradicacién de H. pylori: En la tabla 5.3,

se encuentra el andlisis por protocolo (PP) y por intencion tratar (ITT) de la tasa de

erradicacion en los tres grupos del estudio. De acuerdo al andlisis PP, la tasa de

éxito en los tres grupos fue similar (ELA: 75%, ECL: 83% y ECA: 71%)).

Tasade erradicacion PP 60/80  75% @ 63/76  83%  57/80  71%
Tasa de erradicacion ITT 63/80 78,8%
Efectos adversos 31/80 39% 29/76 38% 43/80 54%

Tabla 5.3. Proporcion de erradicacion de H. pylori en los sujetos participantes, cumplimiento de las
terapias y efectos adversos de cada uno de los grupos en el ensayo clinico. PP: andlisis por

protocolo. ITT: andlisis por intencidn a tratar.

Para el estudio general asi como para los tratamientos individuales se asumio la

hipotesis de un éxito terapéutico mayor al 90%. En ninguno de los tratamientos se

obtuvo una proporcion de éxito superior al 90%, tabla 5.4.

Tratamiento

Proporcién de éxito

(IC95%)

ELA (n=80) 75% (65%- 85%) NS
ECL (n=76) 83% (74%- 92%) NS
ECA (n=80) 71% (61%- 82%) NS
Global (n=286) 76% (71% — 82%) NS
Alfa= 0,05

Tabla 5.4. Tasa de erradicacion de las terapias ELA (esomeprazol, levofloxacina, amoxicilina), ECL
(esomeprazol, claritromicina, levofloxacina) y ECA (esomeprazol, claritromicina, amoxicilina).
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5.2.5 Andlisis por protocolo de los esquemas de tratamiento

La terapia de primera elecciébn en nuestro medio es la triple terapia estandar
compuesta por IBP + claritomicina + amoxicilina. Este tratamiento fue utilizado
como tratamiento de referencia para comparar los otros dos esquemas en estudio
IBP + claritromicina + levofloxacina e IBP + levofloxacina + amoxicilina. En este
estudio se esperaba que las terapias propuestas como alternativas tuvieran una
proporcién de falla inferior a la de la terapia estandar. En la evaluacién de la
eficacia del tratamiento ECL vs terapia clasica (ECA), se encontré una diferencia
de 12% en la tasa de erradicacion por andlisis PP, sin embargo este tratamiento
en analisis por ITT a tratar solo fue superior a la terapia estandar en un 7 %, con
un riesgo relativo de 0,59. El nimero necesario a tratar (NNT) con esta terapia es

de 9 pacientes para obtener un éxito terapéutico.

A continuacion se presentan los resultados del desenlace de la terapia ECL

comparado con la terapia estandar.

Desenla’tce (n) total
Tratamiento Falla Exito
ECL 13 63 76
ECA 23 57 80

Riesgo Relativo (RR) 0,59 (IC95% 0,32 — 1,08)
NNT =9
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La terapia ELA fue superior solo en 4% frente a la terapia estandar (ECA) por PP,
con un riesgo relativo de 0,86. El NNT con esta terapia es de 27 pacientes para
obtener un éxito terapéutico. A continuacion se presentan los resultados del

desenlace de la terapia ELA comparado con la terapia estandar.

Desenlace final
Tratamiento | Falla | Exito
ELA 20 60 80
ECA 23 57 80

I (n) total

Riesgo Relativo (RR) = 0,86 (IC95% 0,52 — 1,45)
NNT =27

5.2.6. Calificaciéon del desemperfio de las terapias de acuerdo a las categorias
de eficacia para las terapias de erradicacion de H. pylori.

De acuerdo a los criterios establecidos por Graham et al, para clasificar los
estudios clinicos en categorias de eficacia por analisis por PP o por ITT, se busca
gue solo los tratamientos con calificacion A o B sean utilizados de manera
empirica como terapia de erradicacion. En el andlisis por PP, las categorias son
las siguientes: A o excelente (= 95), B o buena (90 — 94%); C o regular (86 — 89%)
y F o inaceptable (< 85%), la categoria D no se contempla en el analisis por PP
(Graham et al., 2007). De acuerdo a este criterio las tres terapias evaluadas en
este trabajo se clasifican en la escala F (< 85%), por lo tanto su uso de manera
empirica es inaceptable. A continuacion en la gréfica 5.1, se observa la

clasificacion de las terapias de acuerdo a este criterio de clasificacion.
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Calificacion del desempenio de las terapias de acuerdo a las
categorias de eficacia
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Gréfica 5.1. Clasificacion de las terapias ELA, ECL y ECA de acuerdo a los criterios de calidad de
de las terapias de erradicacion para H. pylori. Todas las terapias se ubican por debajo del 85% de
eficacia, lo que las ubica en la categoria F o inaceptables.
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5.2.7. Andlisis de la falla terapéutica y su relacion con la resistencia
genotipica y fenotipica a claritromicina y levofloxacina en las terapias
evaluadas.

La resistencia global a amoxicilina en el grupo de estudio fue de 2,1% (5/236). En
el grupo ELA hubo tres pacientes con aislamientos resistentes amoxicilina y los
otros dos pacientes estuvieron en el grupo ECL. No hubo ningun paciente con H.
pylori resistente a amoxicilina en el grupo ECA. A continuacion se describe la falla
terapéutica en cada uno de los grupos de tratamiento y la influencia de la

resistencia a claritromicina, levofloxacina y amoxicilina en el fracaso terapéutico.

En el grupo de pacientes que recibieron la terapia EAL, la presencia de
mutaciones en gyrA, se asocié con bajas tasas de erradicacion, solo el 7,7%
(1/13) de los pacientes con cepas con mutaciones en gyrA tuvieron erradicacion
de la infeccion, la tasa de erradicacion en las cepas sin mutaciones en este gen
fue de 88% (59/67). Cuando se analizé el éxito terapéutico de acuerdo a los
resultados de las pruebas fenotipicas por dilucion en agar, se observo que el 7,1%
(1/14) cepas resistentes y el 89,3% (59/66) de las cepas susceptibles fueron
erradicadas. En general los resultados de las pruebas fenotipicas con las pruebas
genotipicas tuvieron un buen acuerdo. En este grupo hubo tres pacientes
infectados con cepas resistentes a amoxicilina, pero susceptibles a levofloxacina,
en los tres pacientes la infeccion se erradicé; en las cepas que fueron susceptibles
a amoxicilina la infeccion se erradico en 93,5% (72/77) de los casos.

Adicionalmente; de manera global en el tratamiento ELA la proporcion de falla fue
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de 25% (20/80), de las cuales el 60% (12/20) son explicadas principalmente por

las mutaciones D91G y N87I en el gen gyrA.

En la terapia ECL, se observo la influencia de la resistencia a claritromicina
o levofloxacina en la tasa de erradicacion de la infeccion. En las cepas con
presencia de mutaciones en gyrA la tasa de erradicacion fue 50% (7/14) y 57%
(4/7) para las cepas con mutaciones en 23S rRNA. La tasa de éxito entre las
cepas resistentes a levofloxacina por dilucion en agar fue 50% (7/14) y 55,5% (5/9)
en las cepas resistentes a claritromicina. Se observé erradicacion de una cepa con
mutacion A2143G y N871, que presentaba resistencia fenotipica a levofloxacina (4
ug/ml) y susceptibilidad fenotipica a claritromicina (0,25 pug/ml). En las cepas que
no presentaron mutacion en los genes gyrA y 23S rRNA; la tasa de erradicacion
fue de 94,5% (52/55), la erradicacion en el fenotipo de susceptibles a
claritromicina y levofloxacina fue de 96,2% (51/53). En el andlisis global del
fracaso terapéutico en esta terapia, la falla fue de 17,1% (13/76), de las cuales el
23% (3/13) son explicadas por la mutacion A2143G en el gen 23S rRNA vy el

53,8% (7/13) son explicadas por las mutaciones D91G, N871 y N87K en el gen

gyrA.

Para la terapia triple estdndar ECA, se observé que la presencia de
mutacion en el gen 23S rRNA, influye negativamente en el éxito terapéutico, ya
que solo el 21% (4/19) de las cepas con mutacion en el gen fueron erradicadas.
En este grupo se presenté una cepa con mutacion A2142C, que fue erradicada

con la terapia, las cepas con mutacibn A2142G presentaron falla en la

156



Capitulo 5

erradicacion y el 18,8% (3/16) de las cepas con mutacion A2143G fueron
erradicadas. Se encontrd éxito en la erradicacion en 27,2% (6/22) de las cepas
con resistencia fenotipica a claritromicina. Dentro de las cepas sin mutacion en el
gen 23S rRNA la tasa de erradicacion fue 86,8% (53/61) y en las cepas con
susceptibilidad fenotipica a claritromicina la tasa de éxito fue 87,9 % (51/58). En
este grupo no hubo ninguna cepa resistente a amoxicilina y el éxito de
erradicacion entre cepas susceptibles a este antibiético fue 92,5% (74/80). En el
analisis global de la falla terapéutica para el tratamiento ECA la proporcion de falla
fue de 29% (23/80), de las cuales el 65% (15/23) son explicadas por mutaciones

A2143G y A2142G.

En resumen los resultados muestran que la resistencia a levofloxacina o la
presencia de mutacion en el gen gyrA se relacionan con bajo éxito en la terapia
ELA; 7,1% y 7,7% respectivamente. La resistencia a levofloxacina y la presencia
de mutacidén en gyrA se relaciona con un éxito en la erradicacion del 50% en la
terapia ECL. Para esta misma terapia la resistencia a claritromicina y la presencia
de mutacion en el gen 23S rRNA muestran un éxito de 555 y 57%
respectivamente. Finalmente la terapia ECA logro erradicar el 27 % de las cepas
resistentes a claritromicina y el 21% de las cepas con mutacion en el gen 23S

rRNA. El resumen de estos resultados se observan en la gréafica 5.2.

157



Eficacia de las terapias triples
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Gréafica 5.2 Proporcion de éxito terapéutico en cada terapia. (A) Efecto de la resistencia a
claritromicina o levofloxacina en éxito terapéutico. (B) Efecto de las mutaciones en 23S rRNA o

gyrA con el éxito terapéutico.
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5.2.8. Determinacion del riesgo relativo de fallar por efecto de resistencia o
presencia de mutaciones.

Ademas del efecto de la resistencia y las mutaciones en la disminucion de la tasa
de erradicacion, se determind la relacion entre la presencia de mutaciones y el
riesgo de falla terapéutica. El riesgo relativo (RR) de falla por mutaciones en gyrA
con la terapia ELA fue de 7,7 y en la terapia ECL de 5. El riesgo relativo de falla
por mutaciones en 23S rRNA en la terapia ECA fue 6 y 2,9 en la terapia ECL. La

presencia de mutaciones en gyrA y 23S rRNA en la terapia ECL es de 14, tabla

5.5.
Tratamiento I S Mute|10|on - I RR (IC95%)
ELA
% Falla (20/80) 12 8 7,7 (3,96 — 15,1)
*ECL
% Falla (13/76) 7 6 5.0 (2,1 — 13)
HECL
% Falla (13/76) 3 10 14,7 (4,7 - 46,7)
***ECL
% Falla (13/76) 10 3 2,9(1,1-83)
ECA
% Falla (23/80) 15 8 6,0 (3-12)

Tabla 5.5. Riesgo relativo de falla en la terapia por causa de mutaciones en 23S rRNA o gyrA.
ELA: riesgo relativo de falla por la presencia de mutaciones en el gen gyrA. *ECL: riesgo relativo de
falla por mutaciones en gyrA. **ECL.: riesgo relativo de falla por mutaciones en 23S rRNA. ***ECL.:
riesgo relativo de falla por doble mutacion en gyrA y 23S rRNA. ECL: riesgo relativo de falla por
mutaciones en 23S rRNA

El riesgo relativo de fallar por causa de resistencia fenotipica a los antibioticos en
cada grupo de terapia fue:
¢ RR de 8,7 en la terapia ELA por causa de resistencia a levofloxacina
e RR de 5,1 en la terapia ECL por causa de resistencia a levofloxacina y RR
de 3,3 por efecto de resistencia a claritromicina

¢ RR de 6 en la terapia ECA cuando hay resistencia a claritromicina
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5.2.9. Andlisis de regresion logistica:

Se realizé un modelo de regresion logistica para estimar la probabilidad de éxito
terapéutico. Las variables asociadas al modelo fueron la presencia de mutacion
A2143G, N871, D91G, obteniéndose una probabilidad de éxito terapéutico en
pacientes que no presentan ninguna mutacion de un 98% y probabilidad de éxito

terapéutico en pacientes que tienen todas las mutaciones solo de 13%

El modelo propuesto es el siguiente:

(p) = Probabilidad de éxito terapéutico

Logit(p) = 4.168 -2.46(x) -2.26(y)-1.26(2)

1. En este modelo se asume la probabilidad de éxito en un paciente que presenta
todas las mutaciones, donde x, y, z son iguales a 1
Logit(p) = 4.168 -2.46(1) -2.26(1)-1.26(1)
Logit(p) =-1.81
Logit(p) = In(odds) =-1.81
e®=0.16
p=0.16/1+0.16 = 13%
La probabilidad de éxito terapéutico en un paciente que presenta todas las

mutaciones es del 13%

160



Capitulo 5

2. En este modelo se asume la probabilidad de éxito en un paciente que no
presenta ninguna mutacion , donde X, y, z son iguales a 0
Logit(p) = 4.168 -2.46(0) -2.26(0)-1.26(0)
Logit(p) = -4.168
Logit(p) = In(odds) = 4.168
E*'%® =645
p= 64.5/1+64.5 = 98%
La probabilidad de éxito terapéutico en un paciente que no presenta ninguna

mutacion es del 98%

De la misma manera se puede calcular la probabilidad de éxito dado que presente
una u otra mutacion. Esta regresion se realiz6 para las mutaciones mas frecuentes
encontradas en aislamientos colombianos de H. pylori, sin embargo la regresion
debe ser adaptada localmente de acuerdo al patrébn de mutaciones de cada

region.
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5. 4 Discusion

En el presente ensayo clinico aleatorizado utilizando medicamentos originales se
ha encontrado que la triple terapia estandar (IBP + amoxicilina + claritromicina)
tuvo una eficacia de 71% (1IC95% 65-85%), la cual fue estadisticamente similar a
las otras dos terapias triples que incluyeron levofloxacina en reemplazo de
claritromicina o amoxicilina, con tasas de erradicacion de 75 'y 83%
respectivamente. No hubo pérdidas en el seguimiento excepto en el grupo 2
(ECL), en el cual dos pacientes cambiaron de domicilio y otros dos suspendieron
el tratamiento uno de ellos por diarrea severa y el otro por alergia, ninguna de las
cuatro personas acudié a las pruebas de verificacion de la erradicacion. Por lo
tanto los resultados finales tanto por ITT como por PP son similares. Si bien los
mejores resultados se obtuvieron con la combinacion esomeprazol + claritromicina
+ levofloxacina (ECL) (83%), comparada con la triple terapia estandar (ECA) no
hubo diferencia estadisticamente significativa. Los resultados con la triple terapia
estandar del presente estudio, contrastan claramente con los encontrados hace
mas de una década por investigadores colombianos, cuyas tasas de éxito
oscilaron entre 87 y 92% utilizando como IBP pantoprazol o lansoprazol
respectivamente (Gutierrez et al., 1996; Otero et al., 2000). Este dramatico
descenso en la eficacia, probablemente esta relacionado con la alta resistencia
actual a la claritromicina, la cual de manera consistente se ha encontrado por
encima de 15% en diversos trabajos realizados en nuestro medio (Henao et al.,
2009a; Henao et al., 2009b; Trespalacios et al., 2010) y que en el presente estudio
globalmente fue de 13.6%, sin embargo la resistencia en el presente estudio se
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realiz6 mediante dilucién en agar que es el estandar de oro para este antibiético y
en los estudios previos se hizo con la prueba de E-test, la cual puede tener falsos
positivos (Avila et al., 2009). Aun asi, el nivel de resistencia sigue siendo lo
suficientemente alto para comprometer la eficacia final. El éxito del 71% de este
esquema en nuestro medio, es similar a lo que ha se ha encontrado en la dltima
década en diversas partes del mundo que oscila entre 53 y 73% para tratamientos
de siete dias a 67-79% en tratamientos de 10 dias (Vakil & Megraud, 2007). La
tasa de éxito de esta terapia estd por debajo del 95% que es el umbral
considerado excelente y aun mas, por debajo del 80%, lo que la ubica como una
terapia inaceptable para ser utilizada de manera empirica en tratamientos de
primera linea (Graham et al., 2007) y por lo tanto no se justifica seguirla utilizando.

Llama poderosamente la atencién que en el 65% de las fallas terapéuticas
en la terapia ECA son explicadas por resistencia a la claritromicina, destacando
gue aunque el microorganismo fuera sensible a la misma, en el 12,5 % la terapia
no funciond, lo cual plantea que ademas de la resistencia al antibidtico pueden
estar subyacentes otras causas responsables del fracaso como por ejemplo el
polimorfismo de metabolizador rapido del IBP en el sistema enzimatico CYP2C19
gue al estar presente, disminuye la capacidad para inhibir la produccién de acido y
esto origina una clara menor eficacia del esquema aunque el microorganismo sea
susceptible a los antibiéticos utilizados (Furuta & Graham, 2010). Si bien el nivel
de resistencia a la amoxicilina fue muy bajo (2.1%) como sucede en otras partes
del mundo, este factor no se considera un factor que interfiera con la eficacia de lo
esquemas que la contienen (Furuta & Graham, 2010), en este estudio los

resultados comprueban las consideraciones de los Drs. Furuta y Graham, al
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encontrar que todos los pacientes con cepas resistentes a amoxicilina erradicaron
la infeccidbn exitosamente, asi que en otras palabras las causas de falla
relacionadas a amoxicilina pueden depender del grado de la inhibicion de la
secrecion de acido, que influye en el desempefio de este antibidtico que es
particularmente labil a pH &cido (Furuta & Graham, 2010). Adicionalmente; se ha
encontrado que la dosificacion de dos veces al dia, no permite mantener niveles
sanguineos que provean una adecuada concentracidbn minima inhibitoria, como si
se lograria utilizando tres o cuatro dosis al dia (Furuta & Graham, 2010). Estas
consideraciones teoricas plantean la necesidad de investigarlas en un futuro
ensayo clinico, en donde la dosificacion y efecto de inhibicion del pH acido puedan
ser analizadas. Si bien en el presente trabajo no tenemos los datos sobre el
polimorfismo del CYP2C19, a todos los pacientes se les tomd muestra de sangre y
se cuenta con el ADN obtenido de células mononucleares sanguineas para llevar
a cabo esta investigacion en un futuro préximo, de acuerdo a un protocolo
especifico para tal fin.

Con el esquema IBP + levofloxacina + amoxicilina, la tasa de erradicacion
fue de 75%, inferior al 83% encontrado en Espafia por el grupo de Gisbert et al,
(Gisbert et al., 2007; Gisbert et al., 2008b) pero similar al encontrado (74%) por
Castro-Fernandez también de Espafia (Castro-Fernandez et al., 2009)
Lamentablemente en ninguno de los dos trabajos, se investigo la resistencia a
levofloxacina, que en nuestro trabajo fue del 15,6% y que como lo demuestra este
estudio tiene un fuerte impacto en la falla terapéutica, ya que cuando una cepa es
resistente a levofloxacina o tiene mutaciones en el gen gyrA la posibilidad de éxito

en la terapia es tan solo de 7,1 a 7,7%; esto explica la baja tasa de erradicaciéon
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encontrada con dicha terapia en este estudio. Un trabajo similar a este, realizado
en Taiwan, compard de manera aleatorizada la triple terapia estandar con la triple
terapia con levofloxacina, la tasa de erradicacién fue de 74% con una prevalencia
de resistencia a levofloxacina menor a 10% (Liou et al., 2010). En este estudio en
el 60% de los pacientes que tuvieron falla terapéutica, habia resistencia a
levofloxacina y sorprendentemente en el 40% restante, el microorganismo era
sensible a este antibidtico. Se ignoran las causas de este comportamiento, sin
embargo nuevamente, las dosis de amoxicilina dos veces al dia que como hemos
discutido podrian no dar suficientes niveles séricos constantes, asi como el
desconocimiento del metabolismo del IBP (Furuta & Graham, 2010) de manera
plausible pudieran explicar al menos parcialmente los hallazgos. La dosis de 500
mg de levofloxacina una vez al dia, utilizada por nosotros, seria una dosis
adecuada si se tiene en cuenta que en terapias de rescate en estudios previos han
demostrado que es similar en eficacia a 500 mg dos veces al dia (Cheng et al.,
2007) y en contraste con nuestro estudio, investigadores italianos encontraron
gue la combinacion que discutimos tuvo un éxito de 90% utilizando 250 mg de
levofloxacina dos veces al dia, amoxicilina 1 gr dos veces al dia y la mitad de la
dosis de esomeprazol utilizada por nosotros (Rispo et al., 2007). En dicho trabajo
tampoco se investigo la tasa de resistencia levofloxacina.

La tasa de eficacia del esquema IBP, claritromicina y levofloxacina tuvo una
tasa de éxito del 83% (IC 95% 74-92%), la mas alta de las tres terapias, lo cual es
sorprendente si se tiene en cuenta que se estan utilizando dos antibiéticos para
los cuales la prevalencia de resistencia es 14 y 15% respectivamente. Este

hallazgo es similar al encontrado por Nista et al, quienes encontraron una tasa de
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éxito de 87% utilizando el mismo esquema, excepto menor dosis de Esomeprazol
(Nista et al., 2006). La mayor eficacia de esta combinacion podria reforzar nuestra
impresion previa sobre la influencia de la amoxicilina cuando se da en solo dos
dosis al dia, o que la claritromicina vy la levofloxacina, pudieran tener un efecto
sinérgico. Sin embargo, recientemente Gisbert et al, encontraron que esta terapia
tenia una eficacia de 73% (Gisbert et al., 2010) cuando fue utilizada como terapia
de primera linea en pacientes alérgicos a la penicilina, aunque en ese trabajo, no
examinaron la tasa de resistencia a levofloxacina.

Este es el primer estudio aleatorizado, ciego, que se realiza en Colombia,
gue realiza pruebas se resistencia antimicrobiana pre tratamiento, como lo
recomiendan los expertos, para comparar la triple terapia estandar con dos
terapias triples con levofloxacina, demostré que en la actualidad la triple terapia
estandar, la terapia mas frecuentemente utilizada en nuestro medio, al igual que
en otros paises; ha disminuido notablemente su eficacia con una tasa de éxito por
debajo del nivel recomendado para ser utilizada como terapia de primera linea
(Rimbara et al., 2011). De igual manera, las terapias triples con levofloxacina, son
inferiores al 95% y como tal no constituyen alternativas de primera linea en
nuestro medio. La resistencia a levofloxacina investigada por primera vez en
nuestro medio, estd aumentando de manera progresiva alcanzando en el presente
estudio 15%, lo cual podria explicar su bajo rendimiento si se compara con los
estudio iniciales realizados en otros paises afios antes, cuando la eficacia
promedio era del 90%.

En este estudio la resistencia genotipica de las cepas de H. pylori a

levofloxacina y claritromicina est4 asociada con el desenlace terapéutico. Nuestros
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resultados demuestran que ninguna de las pruebas para evaluar la resistencia de
H. pylori a los antimicrobianos tiene una correlacion perfecta con el desenlace en
la erradicacion de la infeccion, aqui se encontr6 muy buena correlacion entre la
resistencia fenotipica y genotipica a levofloxacina, pero este comportamiento no
fue igual cuando se analizé la resistencia a claritromicina; en donde en un grupo
de cepas las pruebas fenotipicas tuvieron mejor capacidad en predecir la falla
terapéutica. Una explicacion a esta situacion puede ser la presencia de
mecanismos diferentes a mutaciones en el gen 23S rRNA en las cepas con
fenotipo resistente, en estos casos las bombas de expulsion o mecanismos de
resistencia mediados por porinas pueden generar la diferencia. El otro caso en
donde no se pudo predecir la falla fue cuando la cepa tiene resistencia genotipica
y se tiene éxito en la terapia, la posible explicacion es la presencia de
heterorresistencia, en donde existe una mezcla de cepas susceptibles con
resistentes y la terapia logra eliminar las resistentes, sin embargo desde el punto
de vista practico si las pruebas genotipicas se utilizan para predecir la falla
terapéutica, estas pruebas generaran datos erréneos cuando la resistencia es
mediada por mecanismos diferentes a mutaciones en el gen 23S rRNA, que en
nuestro estudio ocurrio en el 17% de las cepas. Aunque existen diferencias en la
prediccién de la falla de acuerdo al método utilizado, es importante resaltar que los
riesgos relativos de fallar son altos cuando mutaciones en gyrA o 23S rRNA estan
presentes, en especial con las mutaciones N871, D91G y A2143G, de acuerdo a
ello en este estudio se realizé un modelo de regresion logistica para estimar la
probabilidad de éxito terapéutico cuando estan presentes estas mutaciones, de

acuerdo a este modelo la probabilidad de éxito terapéutico en pacientes que no
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presentan ninguna mutacion es de 98% y probabilidad de éxito terapéutico en
pacientes que tienen todas las mutaciones es solo de 13%. De acuerdo a los
resultados de este estudio, las pruebas genotipicas para la determinacion de
resistencia de H. pylori a claritromicina y levofloxacina pueden ser una guia
apropiada para la seleccion de la terapia de erradicacion de H. pylori, en especial
en lugares en donde el cultivo y las pruebas de susceptibilidad no se realizan.

En conclusién, la terapia esomeprazol + levofloxacina + amoxicilina y
esomeprazol + levofloxacina + claritromicina durante 10 dias no son mas eficaces
que la terapia triple estandar con claritromicina. La eficacia de las tres terapias fue
inferior a 85% por analisis por protocolo, lo cual las clasifica como inaceptables y
las inhabilita para ser formuladas de manera empirica. Las pruebas de
susceptibilidad deben realizarse antes de seleccionar la terapia de erradicacion.
Se necesita seguir investigando de manera urgente otros esquemas terapéuticos
en nuestra poblacion teniendo en cuenta la alta prevalencia de la infeccion y la
creciente resistencia del microorganismo a los antibiéticos utilizados en la primera

linea de tratamiento.
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ANEXO 1

Erradicacion de Helicobacter pylori: Triple terapia con
levofloxacina.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimado paciente:

Usted ha sido enviado por su médico tratante para realizarle una endoscopia de vias
digestivas altas, la cual sera realizada por gastroenterdlogos expertos y al final de la
misma como es usual, estos profesionales, le daran un resultado. Teniendo en cuenta
que en el momento los profesionales de esta unidad de gastroenterologia, estéan
realizando una investigacion, nos parece muy importante que usted conozca lo
siguiente:

Helicobacter pylori es una bacteria que infecta el estbmago de los seres humanos y
produce gastritis crénica, la cual generalmente no produce ninguna molestia, sin
embargo la infeccion puede producir Ulceras en una de cada seis personas Yy
ocasionalmente también puede producir tumores aungue en una menor proporcién que
puede ser aproximadamente en uno de cada 100 personas infectadas. Actualmente
existen varias combinaciones de antibioticos para eliminar esta infeccion, pero cada dia
esta bacteria, desarrolla resistencia a los antibidticos y por ello un grupo de
investigadores, expertos en la infeccion por Helicobacter pylori de la Universidad
Javeriana y de la Universidad Nacional de Colombia, estan realizando una investigacion
con el propdsito de estudiar si una nueva combinacion de antibidticos es més eficaz que
la combinacion que tradicionalmente ha sido utilizada para tratar esta infeccion. Para
este estudio se incluiran 240 pacientes. Si usted tiene la infeccion, este grupo de
investigadores, lo invita a participar en el estudio, el cual consiste en lo siguiente:

1. Durante la endoscopia, le seran tomadas unas biopsias (unas muestras muy
pequefias del tejido que recubre el estomago) para determinar si usted tiene la
infeccion por Helicobacter pylori, y también se le tomaran otras muestras para
estudiar si la bacteria que usted tiene en su estdbmago, es resistente o no a los
antibidticos que se utilizan como los de primera linea para tratar la infeccion.

2. Si se comprueba que usted tiene la infeccion, a usted se le dara uno de tres
esquemas de tratamiento con eficacia comprobada para esta infeccion. Estos
antibidticos seran medicamentos originales, que no tendran para usted ningun
costo. Cualquiera de ellos se considera que son excelentes pero para los
propositos de la investigacion, los investigadores y usted solo sabran que recibio
la combinacion #1, # 2 o # 3, que tendran una duracion de siete dias. En cada
grupo habra aproximadamente 80 pacientes. Lo antibidticos que hacen parte de
estos esquemas son Amoxicilina, Claritromicina y Levofloxacina los cuales se
combinaran con otro medicamento llamado esomeprazol, el cual se utiliza para
el tratamiento de Ulceras y del reflujo gastroesofagico. Todos estos
medicamentos se utilizan de manera rutinaria en pacientes con diversas
infecciones y por lo tanto no son sustancias experimentales. Lo que se desea es
ver si en Colombia estos antibidticos todavia son atiles para eliminar la infeccion.
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3. A las seis u ocho semanas después de terminar el tratamiento, a usted se le
realizar4 una prueba para determinar si esa infeccion fue erradicada. Para esto
se le hard un examen que se llama “prueba respiratoria de urea”, que permitira
saber si usted tiene o no tiene la infeccion. Esta prueba también se realiza de
manera rutinaria en todo el mundo y simplemente se va a seguir utilizando en su
caso.

4. Al finalizar el estudio, a usted se le informaré sobre los resultados de su caso, asi
como también sobre la eficacia o no de los medicamentos en toda la poblacion
de pacientes que hicieron parte del estudio.

5. El beneficio de esta investigacion es multiple: en su caso recibir un tratamiento
eficaz para erradicar la infeccion y para el pais poder determinar si
Helicobacter pylori en nuestro medio, responde mejor a uno de los tres
esquemas o si todos son iguales. Con base en esos resultados, otros colombianos
se beneficiaran de las conclusiones de esta investigacion.

Si usted no desea participar en el estudio, su atencion médica no se modificara y se le
atendera con la misma ética, dedicacion y alta calidad independientemente de que no
participe. Aunque los medicamentos que usted recibird son utilizados rutinariamente,
nadie sabe si usted pueda tener algun efecto colateral (diarrea, alergias, sabor metélico
etc) y por lo tanto, se le llenara una encuesta para determinar la frecuencia de estos.

En cualquier momento usted es libre de retirase de la investigacion, sin detrimento en la
calidad de su atencion médica. Cualquier informacion adicional, gustosamente sera
suministrada por su médico.

La decision que Ud. tome es voluntaria y no influird en el tratamiento que recibe esta
institucion.

NOMBRE DEL PACIENTE:
HC:

DIAGNOSTICO:

FECHA:

Luego de conocido el objetivo de la presente, yo

identificado con C.C. ,

Acepto mi participacion voluntaria en el estudio a realizar.

Firma Fecha

Testigos:
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Resumen

El objetivo principal de este estudio fue realizar una revision sistematica de la literatura para comparar la prue-
ba de antigenos fecales y la prueba del aliento de la urea, frente a la histologia en pre y postratamiento para
la deteccion de Helicobacter pylori. La blsqueda de los articulos se realiz6 en las bases de datos PUBMED,
SCIENCE DIRECT, OVID, COCHRANE y MEDICLATINA publicados entre 2003 y 2008. Los resultados de
sensibilidad (S) y especificidad (E) de las pruebas en pretratamiento fueron: Antigenos fecales S: 98%, E:
95%; pruebas del aliento, Sy E de 100% y en postratamiento ambas pruebas tuvieron Sy E de 100%. Las
gréficas de Funnel Plot en 3 de los 4 grupos revelaron asimetria, y el test de heterogeneidad mostré en los
4 grupos que los estudios eran homogéneos para Sy E. En conclusion, la histologia sigue siendo la mejor
alternativa para el diagndstico de la infeccién antes del tratamiento; por el contrario, las pruebas de aliento de
la urea y antigenos fecales son las mejores opciones para verificar la erradicacion de la infeccién, siendo la
de antigenos fecales una que puede implementarse facilmente en laboratorios de rutina en paises en vias de
desarrollo como Colombia, en donde no se realizan pruebas de forma rutinaria para verificar la erradicacion
de la infeccion.

Palabras clave
Histologia, antigeno, heces, ureasa, Helicobacter.

Abstract

This is a systematic review of literature of the results of sensibility (S) specificity (E), (VPP) positive predictive
value, and (VPN) negative predictive value, of original articles published between 2003 and 2008, of the test
of fecal antigens and urea breath test with the hematoxilin and eosin and giemsa stains in histology in pre and
post treatment for the detection of Helicobacter pylori. The results showed S=98%, E 95% for the test of fecal
antigens in pre treatment, E=100% y S=100% for the urea breath test of in pre treatment, E=100% y S=100%
for the test of fecal antigens in post treatment and finally E=100% y S=100% for the urea breath test in post
treatment. The graphs of Funnel Plot in 3 of the 4 groups revealed asymmetry, and the test of heterogeneity in
the studies of the 4 groups were homogeneous so much for S as for E. In conclusion the histology continues
being the best alternative for the diagnostic of the infection before the treatment; on the contrary the urea
breath test and the test of fecal antigens are the best options to verify the eradication of the infection. The test
of fecal antigens can be implemented easily in routine laboratories in developing countries as Colombia where
there are not realized tests of the routine form to verify the eradication of the infection.

Key words
Histology, antigen, stool, urease, Helicobacter.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) ha sido reconocido como el
agente etiolégico de diversas patologias gastroduodena-
les, como gastritis aguda y crénica tipo B, cancer gastrico,
tumores de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT),
¥, por su participacion en el cdncer gistrico, hace casi tres
lustros, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo cla-
sificé como un carcinégeno tipo I o definido (1). H. pylori
se adquiere fundamentalmente durante la infancia a través
delaruta oral/oral o fecal/oral y una vez que se establece, si
no se erradica con antibidticos la infeccién puede persistir
durante toda la vida (2). En paises subdesarrollados, del 60
al 70% delos nifios tiene seropositividad para esta infeccion,
a la edad de 10 anos, en contraste con el 20 a 40% de los
adultos de los paises desarrollados (3). Para el diagnéstico
se utilizan pruebas invasivas y no invasivas, dependiendo
respectivamente de la utilizacion o no de endoscopia diges-
tiva alta (EVDA) (2, 4). En las primeras se encuentran his-
tologia (HST), cultivo (CT), test de ureasa répida (TUR),
y pruebas moleculares como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (4). Estas pruebas tienen la ventaja de
detectar infecciones activas de manera muy especifica y con
un valor de prediccién positivo muy alto, pero las dificulta-
des mds comunes asociadas a las mismas son las molestias
para el paciente y costos asociados con la realizacién de la
EVDA. Las pruebas no invasivas se basan en la deteccién de
productos derivados de la actividad metabdlica bacteriana
como la prueba del aliento o “Urea Breath test” (UBT) y de
la respuesta del huésped a la infeccidn, identificada por la
presencia de anticuerpos especificos en suero, saliva, jugo
gastrico y heces (5-8). Tienen la ventaja de obviar la nece-
sidad y los costos de la EVDA, siendo mdas econdmicas y
de facil ejecucion. No obstante, la decision de utilizar una
u otra prueba dependerd de las caracteristicas clinicas del
paciente y los propésitos de la misma (“escenario clinico”).
Cuando el paciente tiene sintomas que justifiquen una
EVDA, las pruebas invasivas son las que se realizan mds a
menudo y, por el contrario, en estudios de prevalencia o
cuando se desea verificarla erradicacion de lainfeccién pos-
tratamiento, las mds utilizadas son las no invasivas, a no ser
que no se disponga de ellas, en cuyo caso, se recurrird a las
invasivas. El objetivo del presente trabajo es, mediante una
busqueda sistematica de la literatura, comparar dos pruebas
no invasivas, el test de antigenos fecales y el BT tanto en pre
y en postratamiento de erradicacion, con la histologia que
es considerada el estandar de oro (Gold standard) (2,4).

MATERIALES Y METODOS

Para la revision se hizo una busqueda de los articulos publi-
cados sobre pruebas agnosticas, desde el afno 2003 hasta el
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2008, utilizando las bases de datos PUBMED, SCIENCE
DIRECT, OVID, COCHRANE y MEDICLATINA, que
describieran las caracteristicas operativas del test de anti-
genos fecales con anticuerpos monoclonales y UBT frente
a la tincién de hematoxilina-eosina y Giemsa en histologia.
No se hizo restriccién con respecto a la edad de los pacien-
tes, pais, estado inicial del paciente, ni marca comercial de
la prueba utilizada. Se utilizaron encabezados teméticos
como “HPSA with monoclonal antibody” and UBT, biopsy
and monoclonal antibody, biopsy and UBT, hematoxylin
and Giemsa, Diagnosis of Helicobacter pylori, Non invasive
methods, evaluation and Sensibility and comparative-
study-trial. Finalmente se hizo una busqueda en la base de
datos Scielo desde el 2003 hasta el 2008 bajo los términos
Helicobacter pylori, antigenos fecales, test de aliento de la
urea, test de antigenos fecales con anticuerpos monoclona-
les y métodos diagndsticos para H. pylori.

Se excluyeron los articulos que utilizaran pruebas como
el test de antigenos fecales con anticuerpos policlonales e
inmunocromatografia, articulos con poca descripcién de
las técnicas de interés, o con mds de una version, publica-
ciones donde se utilizara como test de referencia pruebas
como cultivo, test rapido de la urea, PCR test de aliento
de la urea, test de antigenos fecales, serologia, articulos de
idioma diferente a inglés o espanol, resumen de articulos o
comentarios de revistas no reconocidas en investigacion.

Extraccion de datos

Después de seleccionar los articulos, los datos se extrajeron
de forma independiente en un formato previamente estan-
darizado. De cada articulo se obtuvieron datos de sensibili-
dad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo; en
caso que no fueran expuestos estos valores por los autores
se realizaban tablas de contingencia para poder hallarlos. La
medida de resumen (overall) fue calculada con un intervalo
de confianza del 95% para cada una de las caracteristicas
operativas de las pruebas. Los resultados de cada estudio
fueron ingresados al programa RevMan 5" de la Biblioteca
Cochrane.

La evaluacién de la calidad metodolédgica se realizé
mediante una lista de chequeo basdndose en los pardme-
tros de la guia para usuarios de la literatura médica (9). Los
desacuerdos fueron resueltos con la ayuda de expertos por
medio de discusién de acuerdo a los criterios establecidos.

Analisis estadistico
Se calcularon los pardmetros diagnésticos de las pruebas
tincion de hematoxilina-eosina y Giemsa en histologia, test

de antigenos fecales con anticuerpos monoclonales y test
de aliento de la urea para cada estudio. La variacién entre
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los resultados de diferentes estudios se determiné con el
test de heterogeneidad (Forest Plot), mediante el modelo
de efectos aleatorios con un alfa de 0,05 y se utiliz6 una
prueba de chi cuadrado. Para analizar hasta qué punto los
resultados de los diferentes estudios podian combinarse
en una Unica medida, se realizé la evaluacion del grado de
heterogeneidad, a través del cdlculo del estadistico de Q
utilizando la siguiente férmula (10):

k
Q=) W (E-Ef)
i=l

Ef, Representa el estimador del tamafo del efecto del
i-ésimo ensayo.

Ef Representa el promedio de los estimadores del tamafio
del efecto de los k ensayos y combinados.

W Representa el inverso de la varianza del tamano del
efecto de i-ésimo ensayo clinico (varianza de cada Ef).

El estadistico Q se distribuye como una funcién de dis-
tribucién x> con k-1 grados de libertad y la hipétesis nula
indica que los tamanos del efecto a través de los ensayos
clinicos son homogéneos (11).

La exploracién gréfica de las caracteristicas operativas,
se evaludé mediante la elaboracién de la curva ROC con
sensibilidad vs. 1 - especificidad y la busqueda de sesgo de
publicacién se analizé mediante el uso del método gréifico
del embudo “Funnel Plot™

RESULTADOS

De la exploracioén inicial se obtuvieron 130 articulos, des-
pués de leer el resumen de los mismos se excluyeron 27 y
quedaron un total de 103; al realizar una evaluacién més
detallada se excluyeron 46 articulos (30 por uso de test de
antigenos fecales con anticuerpos policlonales), (10 por
uso de técnicas como la inmunocromatografia), (6 porque
utilizaban otras técnicas), y quedaron un total de 57 arti-
culos los cuales se empezaron a excluir por causas como
metodologia utilizada 35, articulos que no arrojaron datos
de las caracteristicas operativas 11, articulos que utiliza-
ban otro estdndar de referencia 12, revisiones o cartas de
editor 10 y articulos que utilizaron muestras provenientes
de animales 2, para un total de 24 articulos incluidos. En
la base de datos de Scielo, se encontraron cinco articulos,
tres de los cuales fueron excluidos porque no cumplian los
objetivos de la revision: uno estaba en portugués, otro tenia
como objetivo encontrar el mejor punto de corte para del
test de aliento de la ureay el otro porque utilizaba un test de
antigenos fecales con anticuerpos policlonales. De los dos
que se incluyeron, uno comparaba el UBT con histologfa y

el otro validaba esta prueba (50 mg de urea marcada con *C
y 2g de 4cido citrico) con histologia (tabla 1). Para mayor
comprension y analisis de los datos, se organizaron en 4 gru-
pos, el grupo 1 hace referencia al test de antigenos fecales
e histologia en pretratamiento, grupo 2: articulos donde se
describieran el UBT e histologia en pre tratamiento, grupo
3: articulos donde se describiera el test de antigenos fecales
e histologia en postratamiento, grupo 4: articulos donde se
describiera el UBT e histologfa en postratamiento.

Calidad metodoldgica

La calidad metodolégica de los estudios fue adecuada en
la mayoria de los aspectos evaluados, con excepcién de
algunos articulos donde no se describieron las pruebas a
evaluar, y de los 24 articulos seleccionados tres no propor-
cionaron los datos para hallar la especificidad (figura 1).

ANALISIS DE DATOS

Grupo 1: Pretratamiento para test de antigenos fecales
/ histologia. El total de estudios para este grupo fue de 12
referencias mostrando valores de sensibilidad de 98% en §
de las 12 referencias y la especificidad solo se midi6 en 10
de 12 referencias, de las cuales 3 presentaron especificidad
superior al 95%. Con una medida de resumen overall parala
sensibilidad de 95% IC95% (93-96%) y para especificidad
el overall fue de 94% IC 95% (93-94%) (figura 2).

Adicionalmente la prueba de heterogeneidad estimé que
los estudios son homogéneos tanto para sensibilidad como
para especificidad (p=0,95) y (p=0,94) respectivamente.

Con respecto a la curva ROC se observé en este grupo
que los estudios con mayor drea bajo la curva fueron
Koletzo E =99%, Hino S=98%, Dore S= 97%, Asfeld S
=98%; (11-14); esto se debe a que la sensibilidad y especi-
ficidad de estos estudios eran mayores al 95%. Los estudios
que presentaron menor drea bajo la curva fueron Andrew
S$=88%, Dominguez E=93%, Erzin E=93%, Calvet E=76%
(15-19).

Sesgos de publicacion

La presencia de sesgos en este estudio fue evaluada utili-
zando el grifico de embudo (Funnel Plot) (20) también
llamado grafico de dispersion (scatter plots), grafica del
error estandar (precision de la muestra) vs. la sensibilidad
y la especificidad de cada estudio (tamafio del efecto eva-
luado). En este grupo el grafico de embudo mostré asime-
tria hacia la izquierda, lo que indica posible presencia de
sesgos de publicacion.

Grupo 2: Pretratamiento para PAU/ histologia. El
total de referencias seleccionadas para este grupo fue de 12,
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Tabla 1. Caracteristicas de las referencias utilizadas.

Autores Pais P E GS-Histologia No. de pacientes  Técnica S E VPP VPN
Andrews et Londres A Dolor 2 biopsias de antro Pre tto n=72 Femtolab 88% 98% 96%  94.00%
al 2003 gastrico 2 hiopsias de cuerpo Pos tto n=39 87.50% 90.30%  70%  96.50%
Asfeld et al Noruega A Dolor 2 biopsias de antro Pre tto n=122 Femtolab ~ 98.10% 94.10% 92.90% 98.40%
2004 gastrico 2 biopsias de cuerpo  Pos tto n=116 100%  100%  100%  100%
Barrigaetal  México N (53) Enf. Acido- 2 biopsias Pre tto n=108 Breath Tek  100%  100%  100%  100%
2004 A(55)  peptica UBIT MR
Calvetetal Espafia A Lesion 2 biopsias de antro Pre tto n=72 Femtolab 98% 76% 91% 94%
2004 péptica
Castro et al Brasil A Dolor Mix de antro y de Pre tto n=54 Quintron 92% 94% 96% 89%
2004 gastrico cuerpo UBT
Chisholmet  Londres A Dispepsia  Muestras de antro Pre tto n=112 IDEIA- 93.70% 100%  100%  100%
al 2004 HpStAR
Dominguez Espafia A Sintomas ~ Muestras de antro Pre tto n=237 HpStAR  92.80% 70.70% 93.80% 67.40%
et al 2006 dispépticos Pos tto n=126 80% 93% 74%  94.90%
Dore et al Italia A Sintomas 2 antro. 1 angulo Pre tto n=73 HePy-Stool, 97.00%  94%  95.00% 97.00%
2006 dispépticos 1 biopsia de cuerpo Biolife
Erzin et al Turquia A Sintomas 2 biopsias de antro Pre tto n=151 Femtolab 93% 90%  98.30% 68.90%
2004 dispépticos 1 biopsia de cuerpo
Frenck et al Egipto N Sintomas 1 biopsiade antro  Pre tto UBT n=98 (Meretek Inc ~ 98% 89% 88% 98%
2006 dispépticos Pre tto HPSA Nashvile)  93.40% 87.50%  87% 93%

n=94 HpStAR
Grino et al Esparia A Ulcera 2 biopsias de antro  Pretto UBTn=66  TAU-KIT, = 93.10% 87.50% 98.20%  63%
2003 sangrante 2 biopsias de cuerpo Isomed,
SL, Madrid-
Espafia
Gurbuz etal  Turquia A Sintomas 2 biopsias de antro  Pretto UBTn=65  Heliprobe  89.60%  77%  76.4% 90.30%
2005 dispépticos 2 biopsias de cuerpo
Hannunetal Finlandia A Pacientes 2 biopsias de antro  Pos tto UBT n=50 Pt-Hepy-RR, 100%  100%  100%  100%
2006 conHP 2 hiopsias de cuerpo  Postto HPSA  Oridn, IDEIA- 93.70% 100%  100%  97.10%
n=50 HpStAR
Hino et al Israel NY  Sintomas 1 biopsia de antro  Pre tto UBT n=70 Oridion 100% 96.70% 97.50%  100%
2004 AD  dispépticos Pos tto HPSA BreathID  97.60% 94.40%  95% 97%
n=78 Femtolab
Koletzkoet ~ Alemania N Sintomas 2 biopsias de antro Pre tto HPSA Femtolab ~ 97.80%  99%  97.80%  99%
al 2003 dispépticos 2 biopsias de cuerpo n=302
Manes et al Italia A Presencia 2 biopsias de antro Pos tto UBT UBT 98.90% 99.50% 98.90%  99.50
2005 de H. pylori 2 biopsias de cuerpo n=325 Femtolab ~ 88.10% 94.80% 87.40%  95.20
Pos tto HPSA
n=325
Nakota et al Japon A Pacientes 2 biopsias de antro y Pre tto UBT UBT 95.70% 94.30% 93.70% 96
2004 con cuerpo superior n=100
endoscopia
NanJ-Peng China A Pacientes 2 mx de curvatura Pretto UBT ~ Capsule UBT 100%  100%  100%  100%
et al 2003 con < de la regién pilérica n=100
endoscopia
NanJ-Peng Taiwan A Pacientes ~ 2mxde curvatura  Pretto UBTn=50 UBT500mg 100%  100%
et al 2005 con menor
endoscopia
Ortiz et al México A Dispepsia 1mxdeantroy Pre tto UBT n=88 (PAU-13Cs) 90.20% 93.30% 90.20% 85.00%
2007 cuerpo
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Tabla 1. Caracteristicas de las referencias utilizadas. (Continuacion)

Autores Pais P E GS-Histologia No. de pacientes  Técnica S E VPP VPN
Perri et al Italia A Presencia 1 biopsia de antro Pos tto UBT UBT 91% 100%  100%  100%
2005 de H. pylori 1 biopsia de cuerpo n=245 HpStAR 100% 97.40%  91% 100%

Pos tto HPSA
n=245
Rasool etal  Pakistan A Dispepsia 2 biopsias de antro ~ Pre tto UBT n=94  Helicap, n 91% 90% 95% 81%
2007 2 biopsias de cuerpo syst, AB
Stockholm,
Suecia
Vejiolaetal  Finlandia A Pacientes 2 biopsias de antro Pre tto HPSA IDEIA- 97.60% 98.40% 93.70% 98.40%
2005 con 2 biopsias de cuerpo  Pos tto HPSA HpStAR 93.70%
endoscopia
Weingartet ~ Alemania A Presencia 2 biopsias de antro  Pre tto UBT n=50 96%
al 2004 de H. pylori 2 biopsias de cuerpo  Pos tto UBT n=50 100%  100%
Pre tto HPSA 94%
n=50 100%  100%
Pos tto HPSA
n=50

P poblacion, E estado inicial, GS gold estindar, S sensibilidad, E especificidad, PPV valor predictivo positivo, PPN valor predictivo negativo.

¢ El estudio incluyé un nimero adecuado de pacientes en el andlisis de cada una de las pruebas?
¢Influyeron los resultados del examen en estudio en la decision de practicar el test estandar de referencia?

¢ Se reportaron los criterios usados para decidir los estudios a incluir?

¢ Se describieron los métodos para realizar el examen con el suficiente detalle para permitir su reproduccion?
¢ Se beneficiaran los pacientes como consecuencia del examen?

¢Son aplicables los resultados para el paciente?

¢ Se evitaron sesgos en la seleccion de estudios?

¢ Fueron soportadas las conclusiones hechas por el autor con todos los andlisis reportados en la revision?

25% 50% 75%  100%

o
X

sl (atta calidad) DNO es claro

.!NO (baja calidad)

Figura 1. Calidad metodoldgica de los estudios.

la sensibilidad fue de 100% en 4 referencias y la especifici-
dad fue de 100% en 3 de 11 referencias teniendo en cuenta
que solo se reportaron especificidad en 11 referencias. Con
respecto ala medida “overall” se calcul6 el valor global de la
sensibilidad 95% IC 95% (94-97%) y especificidad de 92%
IC 95% (90-95%) (figura 3).

Adicionalmente, la prueba de heterogeneidad estimé que
los estudios son homogéneos tanto para sensibilidad como
para especificidad (p=0,96) y (p=0,93) respectivamente.

Con respecto a la curva ROC se observd, en este grupo,
que los estudios que tienen mayor drea bajo la curva son
NonJing Peng 2003 S y E=%, Peng 2005 S y E=%, Hino

2004 S y E=%, Barriga 2004 S y E=% (13, 21-23); esto se
debié a que la sensibilidad y especificidad de estos estudios
eran mayores al 95%. Los estudios que presentaron menor
drea bajo la curva fueron Gurbuz 2005 S=90%, Rasool
2007 S=91%, Grifio 2003 S=93% y Frenck 2006 S=96% (4,
24-26).

Sesgos de publicacion
Este grupo evidencié asimetria a la izquierda por presencia

de sesgos de publicacién con dispersion posiblemente por
un tamano pequeiio de la muestra.
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Grupo 3: Postratamiento para test de Ag fecales/
histologia. La sensibilidad y especificidad fue del 100% en
3 de 8 referencias con un overall para sensibilidad de 94%
IC 95% (91-96%), y especificidad 96% IC 95% (94-97%)
(figura 4).

Adicionalmente la prueba de heterogeneidad estimé que
los estudios son homogéneos tanto para sensibilidad como
para especificidad (p= 0,94) y (p=0,96) respectivamente.

Con respecto a la curva ROC se observo, en este grupo,
que los estudios que tienen mayor drea bajo la curva fue-
ron Weingart 2004, S y E=100%, Perri 2005 E=97%, Asfeld
2004 Sy E=100% (15, 27, 28); esto se debid a que la sen-
sibilidad y especificidad de estos estudios eran mayores al
95%, los estudios que presentaron menor drea bajo la curva

fueron Andrew 2003 S=80%, Dominguez 2006 S=88%,
Manes 2005 S=88% (16, 17, 29).

Sesgos de publicacion

Se evidenci6 asimetria a la izquierda por presencia de ses-
gos de publicacion con dispersion hacia la parte inferior
por un tamafio pequeno de la muestra.

Grupo 4: Postratamiento para PAU/histologia. El
total de referencias seleccionadas en este grupo fue de 4
con una sensibilidad de 100% en 2 de las 4 referencias y
una especificidad de 100% en 4 de las 4 referencias y un
overall para sensibilidad de 96% IC 95% (93-98%), y para
especificidad de 99% IC 95% (98-99%) (figura S).

Estudio TP FP FN TN  Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
—a -
Andrews 2003 22 1 3 46 0.88 (0.69, 0.97) 0.98 (0.89, 1.00) - -
Asfeldt 2004 53 4 1 64  0.98(0.90,1.00)  0.94(0.86, 0.98) a e
Calvet 2004 50 5 1 16 0.98 (0.90, 1.00) 0.76 (0.53, 0.92) - a
Chisholm 2004 60 0 4 48 0.94(0.85,098)  1.00(0.93, 1.00) . .
Dominguez 2006 182 12 14 29  093(0.88,0.96)  0.71(0.54,0.84) . .
Dore 2004 37 2 1 33 0.97 (0.86, 1.00) 0.94 (0.81, 0.99)
Erzin 2004 120 2 9 20 093(0.87,097)  0.91(0.71,0.99) - -
Frenck 2006 43 6 3 42 0.93(0.82,0.99)  0.88(0.75,0.95) = -
Hino 2004 41 2 1 34 0.98 (0.87, 1.00) 0.94(0.81, 0.99) - -
Koletzko 2003 92 2 2 210 0.98(0.93,1.00) 0.9 (0.97, 1.00) - u
Veijola 2005 80 0 2 0 0.98 (0.91, 1.00) No estimable 4
Weingart 2004 47 0 3 0 0.94 (0.83,0.99) No estimable — :—l-: e
IC (0.93-0.96) IC (0.93-0.94) 0 02 0406 08 10 02 0406 08 1
Figura 2. Forest plot en pretratamiento para test de Ag fecales-histologia.
Estudio TP FP FN TN Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
A —a
Barriga 2004 62 0 0 46 1.00(0.94,1.00)  1.00(0.92, 1.00)
Castro 2004 22 1 2 17 092(0.73,0.99)  0.94(0.73, 1.00) _: :'
Frenck 2006 46 6 1 45 0.98 (0.89, 1.00) 0.88 (0.76, 0.96)
Grino 2003 54 1 4 7 0.93(0.83,0.98)  0.88(0.47, 1.00) - - =
Gurbuz 2005 26 8 3 28 0.90(0.73,0.98)  0.78(0.61, 0.90) —= e
Hino 2004 40 1 0 29 1.00(0.91, 1.00) 0.97 (0.83, 1.00) - -
Nakata 2004 45 3 2 50 0.96 (0.85, 0.99) 0.94 (0.84, 0.99) —& B
Ortiz et al 2007 46 2 4 28 0.92 (0.81, 0.98) 0.93(0.78, 0.99) —& —=
Peng 2003 270 0 23 1.00(0.87,1.00)  1.00 (0.85, 1.00) —a —a
Peng 2005 18 0 0 32 1.00(0.81,1.00)  1.00(0.89, 1.00) —u —a
Rasool 2007 60 3 6 25 0.91(0.81,0.97) 0.89(0.72, 0.98) - —a
Weingart 2004 48 0 2 0 0.96 (0.86, 1.00) No estimable =
IC (0.94-0.97) IC (0.90-0.95) 582 ¢4 06 08 10 02 6406 08 1

Figura 3. Pretratamiento para PAU-histologfa.
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Estudio TP FP FN TN Sensibilidad ESpeCIfICIdad Sensibilidad , EspECIfICIdad
Andrews 2003 7 3 1 28 088(047,1.00)  0.90 (0.74,0.98) - -+
Asfeldt 2004 82 0 0 34 1.00 (0.96, 1.00) 1.00 (0.90, 1.00) 1 -4
Dominguez 2006 20 7 5 94  080(059,093)  093(0.86,0.97) . 4
Hannun 2006 15 0 1 34 0.94 (0.70, 1.00) 1.00 (0.90, 1.00) —* 4
Manes 2005 82 12 1 220 0.88(0.80, 0.94) 0.95(0.91, 0.97) R ]
Perri 2005 51 5 0 189 1.00 (0.93, 1.00) 0.97 (0.94, 0.99) 1 1
Veijola 2005 151 1 65  094(0.70,1.00)  0.98(0.92, 1.00) - 4
Weingart 2004 0 0 0 40  100(0.69,1.00)  1.00(0.91, 1.00) .
ey
|C (0.91_0.96) |C (0.94-0.97) 0 02 0406 08 10 02 0406 08 1
Figura 4. Postratamiento para Test de Ag fecales-histologia.
Estudio TP FP FN TN  Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
Hannun 2006 6 0 0 34  100(0.79,1.00) 1.0 (0.90, 1.00) - -
Manes 2005 2 1 1 231 099(0.94,1.00) 100 (0.98,1.00) 1 '
Perri 2005 51 0 5 189 0.91(0.80,0.97) 1.00 (0.98, 1.00) -+ 1
Weingart 2004 10 0 0 40 1.00 (0.69, 1.00 1.00 (0.91, 1.00 1
oo ( ) ( ) = 1.
IC (0.93-0.98) IC (0.98-0.99) 0 02 0406 08 10 02 0406 08 1

Figura 5. Forest plot en postratamiento para PAU-histologia.

Adicionalmente la prueba de heterogeneidad estimé que
los estudios son homogéneos tanto para sensibilidad como
para especificidad (p=0,96) y (p=0,99) respectivamente.

Con respecto a la curva ROC se observo, en este grupo,
que los que presentaron mayor drea bajo la curva fueron
Weingart 2004 S y E=100%, Hannun 2006 S y E=100%
(27,30); esto se debié a que la sensibilidad y especificidad
de estos estudios eran mayores al 95%, y los que presentan
menor 4rea bajo la curva fue Perri 2005 S=91% (28).

Sesgos de publicacion

Se evidenci6 asimetria a la izquierda por presencia de ses-
gos de publicacién con dispersion hacia la parte inferior
por un tamafio pequeiio de la muestra para sensibilidad,
con excepcion de la especificidad que presenta una grafica
simétrica pues todos los valores son de 100%.

DISCUSION

En los articulos revisados, se encontré poca informacién
de las técnicas de interés por lo cual se redujo el tiempo
del estudio de diez a cinco afos (2003 a 2008). También
se tuvo dificultad porque no todos utilizaron la histologia
como prueba de referencia y en su lugar, se observé con
frecuencia el uso del UBT.

En la fase de pretratamiento se encontré mejor sensibili-
dad con los antigenos fecales y el UBT y por lo tanto, son

pruebas que se pueden utilizar en el diagndstico primario.
En el postratamiento, ambas pruebas son muy especificas,
siendo un poco superior el UBT E: 99% frente al Test de
antigenos fecales E=96% aunque la diferencia no fue esta-
disticamente significativa.

Los estudios que presentaron mayor drea bajo la curva
fueron los que presentaron valores superiores al 95% en
pre y postratamiento con el test de antigenos fecales con
anticuerpos monoclonales y el UBT y los que presentaron
menor drea bajo la curva fueron aquellos estudios con carac-
teristicas operativas menores a 95%. Con estos valores, se
pueden detectar los falsos positivos y los falsos negativos, lo
que nos indica que en postratamiento con UBT hay menos
falsos positivos como lo demostraron tres de los trabajos
revisados (27, 28, 30), en los cuales la especificidad de la
prueba fue de 100%. De igual manera, hubo menos falsos
negativos, con sensibilidad de 91-100%.

Los sesgos de publicacion evaluados con las grificas de
embudo “Funnel Plot” mostraron asimetria para ambas
caracteristicas operativas en 3 de los 4 grupos, lo cual puede
estar asociado, bien a reducido tamafo o a la calidad meto-
doldgica. Esta circunstancia no necesariamente implica limi-
taciones de la presente revision ya que el niumero de articulos
al respecto no es superiora 15, dado que es escasa la literatura
sobre antigenos fecales utilizando anticuerpos monoclona-
les. Es posible que exista sesgo de publicacidn, si se tiene en
cuenta, que la mayoria de articulos presentan caracteristicas
operativas favorables, lo cual implicaria que dan a las pruebas
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mayor rendimiento de la que realmente tienen. Es cldsica-
mente conocido, que en la literatura médica se publican con
més frecuencia investigaciones con resultados positivos que
aquellas con resultados negativos (20).

Con base en la presente revision, consideramos que en
nuestro medio, si se implementaran con mayor frecuencia
estas pruebas, serian més recomendable los antigenos feca-
les ya que tienen un menor costo y es més facil de realizar
ya que no necesita equipos especiales para su ejecucion.
Una excelente utilidad serfa para verificar la erradicacién
postratamiento.

Los resultados de la presente revisién concuerdan con
los de Vaira D, y col (31) quienes también llegaron a la
conclusién de que tanto los antigenos fecales como el UBT
son pruebas de mucha utilidad tanto para verificar la erra-
dicacién de la infeccién, como para el diagndstico si no se
requiere endoscopia digestiva alta, ya que en caso contra-
rio, la histologia sigue siendo la mejor alternativa.

En conclusion, la deteccion de la infeccidn utilizando
anticuerpos monoclonales para la deteccién de antigenos
en las heces y el UBT son las mejores opciones para verifi-
car la erradicacion de la infeccién postratamiento y la histo-
logia antes del tratamiento. Teniendo en cuenta los costos y
la facilidad para su realizacidn, en nuestro medio serfan de
mucha utilidad los antigenos fecales.
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RESUMEN

Objetivo: determinar las caracteristicas operativas de la
prueba RFLP-PCR frente a la prueba dilucion en agar para
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a claritromicina
en aislamientos clinicos de H. pylori.

Metodologia: la busqueda de estudios de pruebas diag-
nosticas sobre resistencia antimicrobiana de H. pylori a
claritromicina con técnicas de dilucion en agar y RFLP-PCR
se realizé en Medline, Science direct, Ovid y Cochrane. Se
elaboraron tablas de contingencia para calcular las ca-
racteristicas operativas, en el programa RevMan 5. La he-
terogeneidad fue evaluada por la grdfica Forest Plot y el
estadistico de Q. La presencia de sesgos de publicacion se
evaluo con Funnel Plot.

Resultados: doce articulos cumplieron con los criterios de
inclusion. El overall de especificidad fue 100% (IC 95% 91-

INTRODUCCION

El descubrimiento de Helicobacter pylori (H. pylori),
por Marshall y Warren en 1983, ha sido uno de los

fenémenos cientificos de mayor importancia en la

100), demostrando baja probabilidad de falsos positivos.
Para sensibilidad el valor fue de 91% (IC 95% 88-94) indi-
cando una mayor probabilidad de resultados falsamente
negativos. En la grdfica de “Funnel Plot” se observo asi-
metria para ambas caracteristicas demostrando sesgo de
publicacion.

Conclusiones: la técnica RFLP-PCR no presento caracteristi-
cas operativas iguales o superiores al 95%, comparada con
el estdandar de referencia dilucion en agar. Por lo anterior
esta técnica de se debe considerar la prueba de eleccion
cuando se estudie la susceptibilidad antimicrobiana de H.
pylori.

Palabras clave

RFLP-PCR, dilucion en agar, susceptibilidad antimicrobiana,
Helicobacter pylori, revision sistemdtica de la literatura,
claritromicina, amoxicilina.

literatura biomédica mundial (1, 2). Esta bacteria es
el principal agente causal de gastritis crénica, dlceras
pépticas, carcinoma géstrico y linfoma géstrico tipo

MALT de bajo grado de malignidad (2).
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SUMMARY

Aim: Establish the available scientific evidence of the ope-
rational characteristics of PCR-RFLP test with Agar Dilution
for the determination of antimicrobial susceptibility in clari-
thromycin clinical isolates of Helicobacter pylori.

Methods: We have performed the search bibliography about
diagnostic tests on antimicrobial resistance of H. pylori to
clarithromycin by using Agar Dilution and PCR-RFLP techni-
ques over Medline, Science direct, Ovid and Cochrane of stu-
dies. The information was validated by two observers who
checked the inclusion criteria and quality. We obtained the
operational characteristics of the studies on contingency ta-
bles; analysis was performed on the RevMan 5 program.

Results: A total of 50 references were tested from those 12
has been chosen in accord with the inclusion criteria and
analyzed as summary measures. The specificity “overall”

Se estima que mds del 50% de la poblacién mundial
estd infectada por esta bacteria, pero existen diferen-
cias segun la ubicacién geogréfica y el nivel econd-
mico (1, 2). En paises desarrollados la infeccién se
encuentra aproximadamente en el 10% de las perso-
nas de 20 afios y aumenta gradualmente con la edad
entre el 50% y 60% a los 60 afios, mientras que en
paises en desarrollo las tasas de infeccién alcanzan el

95% (3).

En Colombia se ha descrito su ocurrencia en mate-
rial de biopsias gdstricas y se han llevado a cabo estu-
dios seroepidemiolégicos. Las zonas montafiosas de
Colombia como Pasto y Medellin, ofrecen altas tasas
de prevalencia con 93% y 67,1% respectivamente, en
comparacién con las tasas medias de las zonas planas
como San Gil y algunos municipios del Meta con
48% y 61,2% respectivamente (4). Sin embargo en
Colombia no se han hecho estudios de prevalencia
general sobre Helicobacter pylori, razén por la cual no
se tienen datos precisos.

Actualmente, la estrategia de erradicacién mds
difundida consiste en la triple terapia que consta de
un inhibidor de bomba de protones, amoxicilina y
claritromicia o metronidazol durante 7, 10 6 14 dias
(1). Mds recientemente, se ha empezado a utilizar
levofolaxina, una quinolona, como parte de nuevos
esquemas de erradicacién primera linea combinada
con amoxicilina y un inhibidor de bomba de proto-
nes durante diez dfas (1).

was a 100 % (Cl 95% 91-100) that demonstrate a low proba-
bility of positive false. The projected overall sensitivity was
91% (Cl 95% 88-94%) which indicated a high probability of
negative results. The test showed heterogeneity studies ho-
mogeneous in sensitivity and specificity (p = 0.78) (p = 0.99).
The graphics of “Funnel Plot” revealed asymmetry for both
of those characteristics that showed a publications bias. In
the group analysis have not found antibiotics different from
clarithromycin and was evident that the continent was more
publications Europe, followed by Asia and Latin America.

Conclusion: The sensitivity and specificity of PCR-RFLP tech-
nique for clarithromycin not have values equal to or higher
than 95% compared proof Agar Dilution.

Key Words

RFLP-PCR, Agar Dilution, antimicrobial
Helicobacter pylori, Systematic review.

susceptibility,

En los dltimos afios, y debido al uso indiscriminado
de antibidticos, se ha incrementado la resistencia de
la bacteria a los antimicrobianos mds comtnmente
usados en su tratamiento, por ello se han empezado a
implementar pruebas que permitan detectar la suscep-
tibilidad de H. pylori frente a los antibidticos de uso
rutinario, para poder establecer la efectividad de los
tratamientos y aplicar nuevas terapias de erradicacién.

Dentro de los mecanismos genéticos de resistencia
a los antibidticos, solo uno concierne a H. pylori,
la presencia de puntos de mutacién. El sitio blanco
en los macrdlidos (claritromicina) es el 23S rRNA,
especialmente el dominio V donde los antibidticos
se unen e interrumpen la sintesis de proteinas. Los
primeros puntos de mutacién asociados con resis-

tencia a macrdlidos fueron 2142 (A2142G) y 2143
(A2143G) (5).

La amoxicilina es el tnico -lactdmico usado para el
tratamiento de infecciones por H. pylori y un posible
sitio blanco de su accién pueden ser las proteinas de
unién a la penicilina (PBPs), involucradas en la sin-
tesis de péptido glucano (6) y por lo tanto, en estas
PBPs pueden afectar la unién de los -lactdmicos y
conferir resistencia a los mismos (6).

La mutacién asociada a la resistencia en fluoroqui-
nolonas (levofloxacina) ocurre en la regién (QRDR)
del gen gyrA, que codificala DNA girasa la cual tiene
una funcién principal en la replicacién, relajando el

DNA superenrollado (6).
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El método diagnéstico de referencia definido por
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), que
evalta la resistencia antimicrobiana es la dilucién
en agar (DA) de H. pylori en el que se determina la
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos comuin-
mente usados en la terapia de erradicacién. Este
método, aunque es de eleccidn, no se realiza rutinari-
amente en el diagndstico de resistencia del H. pylori
por su compleja metodologia y porque requiere de un
elevado flujo de muestras para realizar, por lo tanto,
solo se utiliza en laboratorios de referencia (4).

En la técnica de DA el agente antimicrobiano es
incorporado en un medio (Mueller-Hinton) que
contiene diferentes concentraciones por medio de
diluciones seriadas dobles (Ej.: diluciones entre
0,008-64 pg/ml de un antibitico determinado)
(7). Los indculos pueden ser aplicados rdpida y
simultdneamente a las superficies de agar utilizando
un aparato de replicacién del inéculo. La mayoria
de replicadores disponibles transfieren de 32 a 36
inéculos a cada placa (8). Esta técnica se interpreta
como Sensible (S), Intermedio (I) o Resistente (R).

Recientemente se han desarrollado técnicas como la
reaccién en cadena de la polimerasa de los polimor-
fismos en la longitud de fragmentos de restricciéon
(PCR-RFLP), basadas en 4cidos nucleicos las cuales
detectan las mutaciones que causan resistencia de
la bacteria a los antibidticos (2). Este es un método
simple, en el que se detecta la presencia o ausencia
de un sitio de restriccién con fragmentos de DNA
amplificado (2, 9, 10). Esta técnica se usa general-
mente para detectar mutaciones en blancos pequefios
de secuencias conocidas, principalmente puntos de
mutacién de uno o pocos pares de bases y pequefias
inserciones o deleciones. Esta técnica puede detectar
puntos de mutacién tan poco frecuentes como de
10 hasta 10 por base (11).

La utilidad de esta técnica asociada a resistencia anti-
microbiana en H. pylori, se describié por primera vez
en 1996 con el antibidtico claritromicina (12). En
este ensayo, se amplificé la regién que contenia la o
las mutaciones y luego los fragmentos sintetizados
fueron tratados con endonucleasas de restriccién
que reconocieron sitios especificos creados por las
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mutaciones. El tamafio de los fragmentos resultantes
indicé la presencia o ausencia de la mutacién (12).

Una forma de hacer una evaluacién critica y exacta
sobre un tema de estudio es por medio de una revi-
sién sistemdtica, en el que se pretende recopilar toda
la informacién publicada sobre un tema determi-
nado, para evaluarla criticamente y obtener conclu-
siones que resuman el efecto de una intervencién
clinica o diagndstica; para llevar a cabo una revi-
sién sistemdtica, se deben realizar los pasos que se
muestran en la tabla 1 (13). Una revisidn sistemdtica
puede o no incluir metandlisis. Un metandlisis es un
andlisis estadistico de los resultados de estudios clini-
cos controlados aleatorizados e independientes con
objetivos generales para producir una estimacién del
efecto para un tratamiento (14).

Tabla 1. Pasos para realizar una revisién sistemdtica de la literatura.

—

Definir pregunta de investigacidon
2. Definir los criterios de inclusién y exclusién
e Participantes
e Intervenciones y comparaciones
¢ Informacién externa
* Disefio del estudio y metodologia
3. Localizacién de los estudios
* Registros
¢ Bases electrénicas
e Listas de chequeo y verificacién
e Informacién personal de expertos acreditados en el tema
4. Seleccién de los estudios
e Deben poderse verificar por mds de un observador.
e Deben resolver desacuerdos como desarrollo de estrategias.
e Deben retirarse estudios por razén de exclusién.
5. Evaluacién de la calidad de los estudios: formatos
predeterminados o listas de chequeo.

o

Extraccién de datos: grdfica de efectividad clinica “forest plot”.

7. Andlisis estadistico: exploracién de heterogeneidad,
determinacién de caracteristicas operativas y tipos de sesgos
mediante “funnel plot” entre otros.

8. Interpretacién de resultados: publicaciones incluidas y sesgos

relacionados con el tema, implicaciones econdmicas y posibles

estudios futuros (Egger et al, 2001).

Por lo anteriormente expuesto, este trabajo pretende,
mediante una revisién sistemdtica de la literatura,
establecer si las caracteristicas operativas de sensibi-
lidad y especificidad de la prueba RFLP-PCR, son
superiores al 95% en al menos el 90% de los arti-
culos seleccionados en la revisién. Esto con el fin de



sugerir como técnica de rutina la RFLP-PCR ya que
es sencilla, no requiere de equipos sofisticados y es
la mejor alternativa para identificar mutaciones que
confleran resistencia a claritromicina, frente a méto-
dos que requieren una infraestructura mds compleja
como PCR en tiempo real y secuenciacion.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién de articulos. Para la seleccién de articu-
los, se llevé a cabo una estrategia de busqueda en
las bases de datos en la que se incluyeron estudios
de pruebas diagndsticas publicados entre 1998 y
2008, en donde se utilizaban pruebas de dilucién
en agar y RLFP-PCR para determinar la suscepti-
bilidad de Helicobacter pylori a los antimicrobianos
(claritromicina, levofloxacina, amoxicilina) y donde
fueran descritas las caracteristicas operativas de estas
pruebas. No hubo restriccién en cuanto a las eda-
des, tratamientos y patologfas de los participantes asf
como de las concentraciones y combinaciones de los
antibidticos en estudio.

Para la busqueda de los articulos se utilizaron bases
de datos de Medline, Science direct, Ovid y Librerfa
Cochrane (CCTR) desde 1998 hasta el 2008. Se
realizé también una busqueda manual en revistas de
gastroenterologfa desde 1998. La bisqueda se realizé
en idioma inglés y espanol. Para la bisqueda se utilizé
una combinacién de encabezados temdticos y pala-
bras de texto relacionadas con la deteccién de pruebas
basadas en 4dcidos nucleicos para susceptibilidad anti-
microbiana de Helicobacter pylori (tabla 2).

Extraccién de datos. Una vez seleccionados los
articulos se extrajeron de forma independiente los
datos en un formato previamente estandarizado y
revisado por expertos. Se obtuvieron los datos para
el cdlculo de sensibilidad, especificidad y valor pre-
dictivo positivo y negativo mediante el uso de tablas
de contingencia en caso de que no fueran expuestos
por los autores. La medida de resumen “overall” fue
calculada con un intervalo de confianza del 95%
para cada una de las caracteristicas operativas de
las pruebas. Los resultados de cada estudio fueron
ingresados al programa RevMan 5.

Tabla 2. Estrategia de bisqueda en Science direct, Medline y
Medline (ebscohot)-(ovid) y Cochrane.

#1. RELP-PCR

#2. Agar Dilution

#3. Molecular test

#4. Molecular testing of Helicobacter pylori
#5. Antimicrobial susceptibility

#6. Antimicrobial resistance

#7. Gastric biopsies

#8. Clinical isolates

#9. Clarithromycin

#10. Amoxicillin

#11. Levofloxacin

#12. Comparative- Study-Trial

#13. #1 or #2 or #3 or #4 or #5 or #6 or #7 or #8 or #9 or #10 or
#11 or #12 or #13

#14. #1 AND #2

Operador boleado: AND

Age group: all the groups (Egger et al, 2003).

EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA

Para evaluar la calidad de los articulos se realizé una
lista de chequeo baséndose en los pardmetros de la
gufa para usuarios de la literatura médica (15). Los
items de evaluacién de la calidad se muestran en la
tabla 3. Dos observadores realizaron de forma inde-
pendiente y ciega la evaluacién de calidad de los arti-
culos, asigndndole un puntaje final a cada articulo.

Tabla 3. ftems para evaluacién de la calidad metodolégica de
los articulos.

:Son vilidos los resultados del estudio?

;Existié una comparacién de la prueba en estudio con
el estdndar de referencia?

:Se describieron los métodos para realizar el examen
con el suficiente detalle para su reproduccién?

sLos resultados de las pruebas modifican el tratamiento
de un paciente?

¢Se ha descrito claramente la metodologfa de la
prueba?

Cudl fue el tamafio de la muestra de cada unos de los
estudios?

[E AN Se han establecido la susceptibilidad y la resistencia de
cada una de las pruebas para Helicobacter pylori?

([T Se han establecido la sensibilidad y la especificidad de
las pruebas a estudio o datos que permitan calcularlos?
¢Se evitaron sesgos en la seleccién de estudios?

¢Fueron reportadas las conclusiones hechas por el autor
con los datos y/o andlisis reportados en la revisién?
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Andlisis estadistico. Para cada estudio se calcularon
los pardmetros diagndsticos de RFLP-PCR y dilu-
cién en agar. La posibilidad de variacién entre los
resultados de diferentes estudios se determiné con
la gréfica de Forest Plot y el test de heterogeneidad
mediante el modelo de efectos aleatorios con un alfa
de 0,05 utilizando una prueba de chi cuadrado. Para
evaluar si los estudios seleccionados cumplieron el
requisito de homogeneidad se calculé el estadistico
Q con la siguiente férmula: (16, 17).

k
Q=) W, (K -Ef)’

7

Donde:

Efl es el estimador del tamafo del efecto del i ésimo
ensayo.

Ef es el promedio de los estimadores del tamafio del
efecto de los k ensayos y

W es el inverso de la varianza del tamafno del efecto
de cada i ensayo clinico (varianza de cada Ef).

El estadistico Q se distribuye como una funcién de
distribucién y* con k-1 grados de libertad. Para la
evaluacién de las caracteristicas operativas se elaboré
una curva ROC con sensibilidad vs. 1 - especificidad
y para la exploracién de sesgo de publicacién se uti-
lizé el método grifico del embudo “Funnel Plot”.

RESULTADOS

Extraccion de datos

La basqueda de literatura electrénica arrojé un total
de 50 articulos los cuales fueron sometidos a evalua-
cién por parte de expertos. De estos, 32 cumplieron
los criterios de inclusién y exclusién previamente
establecidos. Se excluyeron aquellos articulos en los
que solo se utilizaba una de las dos técnicas evaluadas
y en los que no se evalué ninguno de los tres anti-
biéticos en estudio. Finalmente, el total de articulos
utilizados para el andlisis seleccionados con base a

Rev Col Gastroenterol / 24 (2) 2009

su titulo y resumen teniendo de nuevo en cuenta
los criterios de inclusién y exclusién fueron 12; sin
embargo de estos 12 solo 8 presentaron datos para el
cdlculo de especificidad (figura 1).

Diagrama de flujo del proceso de la seleccién de los
estudios

Citas potencialmente identificadas después de la primera
busqueda electrénica (n=50)

Citas excluidas después
de buscar titulos y/o
resimenes (n=18)

Estudios obtenidos para evaluacién més detallada (n=32)

Estudios excluidos al evaluar el texto completo (n=16)
Ninguno de los antibiéticos a estudio (n=1)
Una sola de las técnicas evaluadas (n=10)
Otras pruebas (n=5)

Estudios relevantes incluidos en la revision (n=16)

Estudios excluidos de la
revision al evaluar la calidad
metodoldgica (n=4)

Estudios incluidos en la revision
(n=12)

De los cuales 8 estudios daban datos de especificidad

Figura 1. Seleccién de los estudios para la revisién sistemdtica
de la literatura.

Los desacuerdos, como ya se mencioné en la meto-
dologfa, se resolvieron por discusién entre los dos
observadores y los expertos hasta llegar a un mutuo
acuerdo. Los articulos seleccionados fueron: Alarcén,
Bagldn, Dzierzanowski, Garrido, Kobayashi, Marais,
Masaoka, Mégraud, Pina, Ribeiro, Umegaki, Vega.
Las caracteristicas generales de estas referencias se
observan en la tabla 4.



Tabla 4. Caracteristicas de los estudios que comparan las pruebas dilucién en agar con RFLP-PCR.

Pais de Pruebas Tipo de Antibioticos Caracteristicas operativas
origen | realizadas muestras evaluados | Sen | Esp | VPP | VPN |

Alarcén etal 2003 Espafia I])DCARRFLP_ Aislamientos clinicos Claritromicina 89,30% 100%  100%  95,70%
Baglan ez al 2006 Turkfa l?é}’{RFLP_ 28 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  100% 100%  100%
SZ‘;“Z&“OWSI‘Q‘ 2001 Polonia E&RF S Aislamientos clinicos Claritromicina 86,90% 100%  100%  76,90%
Garrido et/ 2007 Chile l?é}’lRFLP— 10 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- -- -
Kobayashi ez 2/ 2006 Japén I])Dé}’{RFLP_ 7 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- - -
Marais et al 1999 Francia Ei;lfls)t—DA’ 47 Aislamientos clinicos Claritromicina 87,90% 100%  100%  100%
DA, RFLD- . » .
Masaoka et 2l 2004 Japén PCR 41 Aislamientos clinicos Claritromicina 93,30% 90,90% 96,50% 83,30%
, . E-Test-DA, . . L. . ..
Mégraud ez al 1999 Francia RELD 516 Aislamientos clinicos Claritromicina 91% 100% 100%  99,70%
Pina et al 1998 Francia ggiARFLP’ 45 Aislamientos clinicos Claritromicina 91,30% 100% 100%  91,60%
Ribeiro et al 2003 Brasil II))C[;’{RFLP_ 52 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- - -
Umegaki eza/ 200  Japén II))CI?}’{RFLP— 28 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  100%  100%  100%
Vega ez al 2003 Espana I[))é}’{RFLP— 66 Aislamientos clinicos Claritromicina 84,80% -- - -

Sen: Sensibilidad; Esp: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo; DA: Dilucién en agar.

EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA  ANALISIS DE HETEROGENEIDAD

Como se muestra en la figura 2, la calidad meto-  Basados en el andlisis del gréfico de “Forest Plot”

dolégica de los estudios fue adecuada en la mayoria  se observé una sensibilidad del 100% en 5 de 12

de los aspectos evaluados: todos los estudios fueron
ensayos clinicos de pruebas diagndsticas y estaba
descrita claramente la metodologfa de las pruebas
evaluadas; 11 estudios compararon la técnica PCR-
RFLP con el estdndar de referencia (dilucién en agar)
y reportaron las conclusiones hechas por los autores;
8 articulos proporcionaron los datos completos para
determinar las caracteristicas operativas. En lo que
respecta al tamafo de la muestra se observé una gran
variabilidad entre los estudios; ninguno mencioné
especificamente cémo fue realizado el cdlculo para
el cumplimiento del objeto del estudio lo que indica
una baja calidad para este aspecto en particular.

referencias y una especificidad de 100% en 7 de 8
referencias; recordemos que para esta dltima carac-
teristica solo se tuvieron en cuenta 8 articulos que
fueron los que tenfan datos para el cdlculo. Esta
gréfica también mostré intervalos de confianza muy
variados entre las caracteristicas operativas, debido
probablemente al nimero de falsos positivos y falsos
negativos presentes en cada estudio. Con respecto
a la medida de resumen “overall” se calculé el valor
global de la sensibilidad y especificidad y sus interva-
los de confianza (S = 0,91 IC 95% 0,88-0,94) y (E =
0,99 IC 95% 0,91; 1) p < 0,0001 (figura 3).

Comparacion de las pruebas de dilucion en Agar y PCR para determinacion de susceptibilidad antimicrobiana de Helicobacter pylori.
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¢ El estudio es un ensayo clinico de pruebas diagnosticas?
¢ Se comparé con el estandar de referencia?
¢Se describi6 claramente la metodologia de las pruebas?

¢ Estimacién del tamafio de muestra?

¢ Se establecieron sensibilidad y especificidad o datos para hallarlas?

¢ Se reportaron las conclusiones hechas por el autor? ‘

f i f i {
0% 25% 50% 75% 100%

B si (alta calidad)

[ INo definido

B No (baja calidad)

Figura 2. Evaluacién de la calidad de los estudios incluidos en la revisién sistemdtica de la literatura.

Estudio TP FP FN TN  Sensibilidad
Alarcon 2003 25 0 3 68 0.89[0.72,0.98]
Baglan 2006 8 0 0 10 1.00([0.81,1.00]
Dzierzanowska 2001 20 0 3 10 0.87[0.66,0.97]
Garrido 2007 0 0 0 0 1.00[0.69, 1.00]
Kobayashi 2006 7 0 0 0 1.00[0.59, 1.00]
Marais 1999 29 0 4 14 0.88[0.72, 0.97]
Masaoka 2004 28 1 2 10 0.93[0.78,0.99]
Megraud 1999 9 0 1 460 0.90[0.55,1.00]
Pina 1998 21 0 2 22 091[0.72,0.99]
Ribeiro 2003 52 0 O 0 1.00[0.93, 1.00]
Umegaki 2000 8 0 0 20 1.00[063,1.00]
Vega 2003 5 0 10 0 0.85[0.74, 0.92]

Especificidad Sensibilidad Especificidad
1.00[0.95, 1.00] — u
1.00 [0.69, 1.00] —a — =
1.00 [0.69, 1.00] e .

No estimable — a

No estimable - u
1.00[0.77, 1.00] —& —a
0.91[0.59, 1.00] Bl S
1.00[0.99, 1.00] = n
1.00 [0.85, 1.00] — —u

No estimable u
1.00 [0.83, 1.00] — = -
No estimable ., —® N N
0 02 040608 1 0020406 08 1

Figura 3. Caracteristicas operativas de RELP-PCR vs. dilucién en agar para todos los estudios.

Adicionalmente el cdlculo del estadistico de Q estimé
el grado de heterogeneidad para sensibilidad y espe-
cificidad, concluyendo que los estudios no son hete-
rogéneos (p = 0,78) y (p = 0,99) respectivamente.

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS
OPERATIVAS POR MEDIO DE CURVAS ROC

Con respecto a la curva ROC, se observé que los
estudios que tuvieron mayor drea bajo la curva fue-
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ron Umegaki y Bagldn, puesto que ambos articulos
presentaron una sensibilidad y una especificidad del
100%; el estudio que presentd la menor drea bajo la
curva fue el de Masaoka, ya que su sensibilidad fue
del 93,3% y su especificidad del 90,9%. Los demds
estudios presentaron diferentes porcentajes de sensi-
bilidad, mientras que la especificidad estuvo alrede-

dor del 100% (figura 4).
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Figura 4. Curva ROC: Caracteristicas operativas de RFLP-PCR vs.
dilucién en agar para todos los estudios.
Baglan; 2. Umegaki; 3. Masaoka.

Sesgos de publicacion

Para evaluar la presencia de sesgos en este estudio,
se utilizd el grifico de embudo “Funnel Plot”. En
este se graficé el error estdndar (precisién de la mues-
tra) vs. la sensibilidad y la especificidad del estudios
(tamano del efecto evaluado). El grifico de embudo
mostrd asimetria hacia la izquierda, lo que indica
posible presencia de sesgos de publicacién (figuras

5y 6).

Evaluacion de sesgos "Funnel plot"
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Figura 5. Funnel plot para sensibilidad.
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Figura 6. Funnel plot para especificidad.

Analisis de datos segun region geografica

Se clasificaron los estudios de acuerdo al lugar en
donde se realizaron las pruebas. Las regiones identi-
ficadas fueron: Europa, Asia y América Latina.

El primer grupo poblacional fue el correspondiente a
los estudios realizados en Europa, y el que mds estu-
dios presentd (7/12). En cuanto a sensibilidad, 6 de
los 7 estudios mostraron sensibilidades entre el 85%
al 91% y solo uno mostré un sensibilidad del 100%.
En el articulo de Mégraud se observé un intervalo de
confianza poco preciso (55%-100%) posiblemente
por la presencia de un falso negativo.

El segundo grupo poblacional fue el correspondiente
a Asia, con el 25% de los estudios (3/12). El estudio
de Umegaki presentd sensibilidad y especificidad del
100%; el estudio de Kobayashi no proporcioné datos
para calcular especificidad y los estudios de Masaoka
y Kobayashi mostraron una sensibilidad del 100%.
El intervalo de confianza de menor precisién fue el
del estudio de Kobayashi para sensibilidad y el de
Masaoka para especificidad (59%-100).

El tercer grupo poblacional fue el de América latina,
al cual correspondieron el 17% de los estudios selec-
cionados (2/12); ambos estudios solo proporcionaron
datos para calcular sensibilidad la cual fue del 100%.
Con respecto al estudio de Garrido, se observé un
intervalo de confianza poco preciso (69%-100%)
debido a un ndmero de muestra pequefio.

En cuanto a la hipétesis planteada se puede decir
que no existe evidencia estadisticamente significa-
tiva para concluir que mds del 90% de la literatura
seleccionada reporte valores de sensibilidad y espe-
cificidad de RLFP-PCR frente a dilucién en agar
superiores al 95%, p > 0,05.

DISCUSION

Cada vez es mds frecuente la utilizacién de las prue-
bas basadas en 4cidos nucleicos para la determina-
cién de la susceptibilidad antimicrobiana a través de
la deteccién de mutaciones asociadas con resistencia,
debido no solo a su especificidad, sino a la rapidez en
desarrollo de la prueba y la obtencién de resultados.

Comparacion de las pruebas de dilucion en Agar y PCR para determinacion de susceptibilidad antimicrobiana de Helicobacter pylori.
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Estas razones hacen preciso conocer las caracteristicas
operativas de las pruebas basadas en dcidos nucleicos
mds utilizadas con el fin de obtener resultados mds
confiables. La RS es un tipo de estudio que permite
llevar a cabo este objetivo por medio de la bisqueda
y exploracién de estudios realizados con estas prue-
bas y su andlisis estadistico.

Durante el desarrollo de este estudio se observé
poca disponibilidad de articulos sobre el tema, pues
si bien es cierto, que el uso de técnicas basadas en
dcidos nucleicos es cada vez mds frecuente, estas se
utilizan de forma individual o directa, sin asociarse
o compararse con un método de referencia como es
la dilucién en agar; ademds, en aquellos articulos en
los que se utilizé una técnica basada en cultivo para
determinar susceptibilidad antimicrobiana (previa a
la deteccién de mutaciones asociadas a resistencia)
fueron mds comtnmente usadas técnicas como la
prueba del epsilémetro (E-test) o difusién en disco,
debido a que son de mds ficil implementacién (18).

Los andlisis de una revisidn sistemdtica dependen en
gran parte del valor global obtenido “overall”; para
nuestro caso el resultado global fue evaluado tanto
para sensibilidad como para especificidad con res-
pecto a la resistencia a claritromicina.

Fueron considerados como resultados positivos los
aislamientos resistentes a claritromicina, ya que
posteriormente se buscaba la presencia de mutacio-
nes mediante la técnica basada en 4dcidos nucleicos

(RFLP-PCR).

Con respecto al valor de la especificidad, no todos los
estudios proporcionaron datos para determinarla, ya
que algunos tomaron como ndmero muestral solo
las cepas definidas como resistentes por el método de
dilucién en agar. Sin embargo, dentro de los estudios
que permitieron calcular especificidad, el valor glo-
bal de esta fue del 100% (IC 95% 91-100), demos-
trando una baja probabilidad de falsos positivos. En
cuanto a la sensibilidad, se observé que los valores
son menos precisos S= 91% (IC 95% 88-94) lo que
nos permite afirmar que existe una mayor probabi-
lidad de tener resultados falsamente negativos. Esto
debido probablemente a que las cepas resistentes por

@ Rev Col Gastroenterol / 24 (2) 2009

dilucién en agar sélo se les identificaron las muta-
ciones mds frecuentes, sin embargo, el hecho de que
la prueba no determine la mutacién, no quiere decir
que la cepa no sea resistente, pues es muy probable
que presente otras menos comunes. Las mutaciones
detectadas y asociadas principalmente a resistencia en
H. pylori en los estudios fueron A2142G, A2143G
y A2144G reportadas por 7, 12 y 4 articulos res-
pectivamente (10, 18-28). Estos resultados son de
gran importancia para las personas que utilizan estos
métodos tanto en el drea clinica como en investiga-
cién, pues aunque son bien expuestas las ventajas de
estos, otra situacion es la que se presenta al momento
de tomar decisiones basados en sus resultados, sobre
todo al momento de generalizar una medicacién.

Con respecto a la calidad de los articulos es impor-
tante resaltar que todos los estudios seleccionados
fueron diseniados mediante ensayos clinicos de prue-
bas diagndsticas, lo que permite disminuir el sesgo
de seleccién y la aleatorizacién admite aumentar la
precisién de los resultados. Con respecto a la com-
paracién con un Gold Standard se observé que solo
un articulo (23) no relacioné el total de las muestras
con el estdndar de referencia (dilucién en agar), por
tanto solo se calcularon las caracteristicas operati-
vas para el nimero de muestras en el que se tuvo
en cuenta la comparacién con el fin de disminuir el
sesgo de incorporacidn el cual puede sobreestimar la

sensibilidad y especificidad (29).

La curva ROC mostré que el articulo que presentd
menor 4rea bajo la curva fue el de Masaoka 2004,
ya que mostré valores de sensibilidad y especifici-
dad del 93% y del 91% respectivamente, debido a
la presencia tanto de falsos positivos como de falsos
negativos.

Los sesgos de publicacién se evaluaron mediante el
uso de las gréficas de embudo “Funnel Plot”, que
mostraron asimetrfa para ambas caracteristicas ope-
rativas (especificidad y sensibilidad); aunque el sesgo
de publicacién ha sido asociado con asimetria en la
grifica de embudo, es importante recalcar que tam-
bién debe ser considerado como un recurso genérico
para examinar si los estudios pequefios tienden a
mostrar efectos de tratamientos o de técnicas mds



grandes (30). Dado que los articulos incluidos en
este estudio presentaron tamafios de muestra reduci-
dos, es posible que se hayan sobrestimado los resul-
tados que favorezcan a las caracteristicas operativas.
El sesgo de publicacién también pudo ser generado
por la tendencia de la literatura médica de publi-
car estudios con resultados positivos, reduciendo
la posibilidad de encontrar estudios con resultados
negativos (17).

Durante la busqueda de los articulos se encontré
que la técnica de RFLP-PCR fue la mds usada para
detectar mutaciones asociadas a claritromicina, pero
no se encontraron articulos donde refirieran esta
técnica como método para detectar mutaciones en
amoxicilina o levofloxacina, lo que limité el andlisis
de esta prueba a solo un antibidtico.

En cuanto al andlisis por regiones se encontré que la
regién que mds estudios desarroll6 fue la de Europa,
presentando los mejores datos de especificidad en
contraste con los datos de sensibilidad que fueron
muy variados; la regién de América Latina presentd
mejores datos de sensibilidad (100%); sin embargo,
esta region fue en la que menos publicaciones se
encontraron con respecto a las otras regiones, y puede
deberse a la poca exploracién de técnicas basadas en
4cidos nucleicos y a la falta de recursos para imple-
mentar la técnica de RFLP-PCR. Con respecto a la
regién de Asia, el estudio de Kobayashi mostré un
tamafio de muestra pequefio, evidencidndose en un
intervalo de confianza poco preciso.

Aunque la mayorfa de los estudios no cumplieron
con los porcentajes de las caracteristicas operativas
planteados en la pregunta de investigacién (Sen y
Esp superiores a 95%), se obtuvieron cifras buenas
principalmente para especificidad, pues en el 87%
de los articulos se observé que fue del 100%. Sin
embargo, debido al nimero limitado de articulos
encontrados sobre este tema, es anticipado pensar
que las caracteristicas operativas de esta técnica no
son buenas con respecto a la prueba de referencia.

CONCLUSIONES

1. Latécnica de reaccién en cadena de la polimerasa
delos polimorfismos en lalongitud de fragmentos

de restriccién (RFLP-PCR) no presenté caracte-
. s ioual . 1 950
risticas operativas iguales o superiores al 95%,
comparada con el estdndar de referencia dilucién
en agar. Por lo tanto la técnica de dilucién en
agar se debe considerar la técnica de eleccién a
pesar de que sea dispendiosa su ejecucidn.

2. La sensibilidad y especificidad global de la téc-
nica de RFLP-PCR con respecto a la dilucién en
agar en claritromicina fue del 91% y 99% res-
pectivamente.

3. No se encontré informacién disponible de las
caracteristicas de la prueba de RFLP-PCR para
determinar resistencia a los antibidticos amoxicilina
y levofloxacina, por lo cual no pudo ser comparada
con la técnica de referencia de dilucién en agar.

4. El andlisis estadistico mostré que los estudios

incluidos en esta revisién sistemdtica fueron
homogéneos.

5. Hasta el momento no se han realizado estudios
experimentales ni revisiones sistemdticas de la
literatura que comparen las caracteristicas ope-
rativas de la pruebas basadas en 4cidos nucleicos
(RFLP-PCR) con la dilucién en agar para deter-
minar susceptibilidad antimicrobiana para H.
pylorien Colombia. Por lo anterior, consideramos
de suma importancia iniciar este tipo de estudios
dada la aparicién cada vez mds frecuente de cepas
de H. pylori resistentes a los diferentes antimicro-
bianos, lo cual exigird la disponibilidad de datos
sobre susceptibilidad del microorganismo para
proponer nuevos esquemas de erradicacion.
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Resumen

Nurneroses métodos han sido desarrollados para detectar la resistencia de Helicobacter pylori a los
antimicrobianos, Aunque la dilugisn en agar es el método de referencia recomendado por el Clinical Laboratory
Standards Institute, na es una téenica que resulte ficil de ejecutar en laboratorios de ruting. Por esta razén diversas
tEcnicas surgen como altermativa de andlisis, entre ellas la prueba de E-test, £ objetivo de estz investigacidn fue
compararlas caracteristicas operativas del E-test con la priueba de referencia dilucidn en agarn, para la determinaddn
de susceptibilidad de Helicobacrer pylon a amaxiciling, claritromicina ¥ levolloxacing, Las caracteristicas operativas
de los estudios fueron obtenidas par medio de tablas de contingencia, el andlisis se realizé en of programa
RevMan 5%,

Ur total de 68 referencias fueron analizadas; 8 cumplieron con los criterios de inclusién, Se analizaron como
redidas de resumen “overall® 12 sensibilidad ¥ espedficidac de la prueba del E-test, Bl 87% de |as articulos
mostraron sensibilidad de 100%, v e 75% espedificidad de 100%. La medida de resumen obtenida para
sensibilidad fue de $9% (K2 95% 93 . 99%) v especificidad de 989 (1C95% 97 - 999%). Fl test de heterogeneidad
mostrd estudios homagéneos en sensibilidad ¥ especificidad (p = 0.82) (p = (.99). Las gréficas de "Funnel Plot”
revelaran asimetria, La sensitilidacd (7% y especificidad (98%) de la técnica de Fotest presentd excelente acuerdo,
en especial para el antibidtico claritromicing, sin em bargo no existe evidencia estad sticamente significativa para
concluir gue mis del 909% de 13 fiteratura seleccionada, reporte valores de sensibilidad ¥ especficidad dej E-test
superiores al 95% comparadas con fa dilucién en agar.

Palabras clave: dilucin en agar, E-test, Helicobacter pylori, suscentibilidad antirmicrakiana,



~ Abstract
E-Test sensitivity and specificity for determinatien of antimicrobial
susceptibility in clinical isolation of Helicobacter pylori

Mumearous methods have been developed to detect Helicobcter pylon resistance to antimicrobials, The
agar dilution & the reference method recommended by the Climcal Laborztory Standards Institute, However,
it is not an easy techrigue that could be implermernted at the laboratory routing. It rmust have sufficient tirme for
pregaration and handling of many aulture mediums with diferent antibictic concentrations. For that reason,
several techriques emerge as an alternative of analysis, including E-test: an agar difusion method, which cansists
of & strip with an antibiotic concertration gradient, which by reading an ellipse inhibition 2llows knowing the
minirnum inhisitory congentrations (MICs), These studies’ coerative characteristics were cbtained by means
of contingency tables. The analysis was done using the program RevMan 5%,

From a total of 88 analyvzed references, 8 reachead the inclusion criteria, E-test sensitivity and speciicity wers
anahvzed as overall summary measuras, 375 of the articles showed 100% sensitivity, and 75% showead [00%
specificity. The summary measured cbiained for sersitivity was 999 (IC 25% 28 — 99%) and 9E% spedificty
{IC95%% 97 - 999%). Heterogeneity tests showad harmogenous studies in sensitivity and specificity (p = O.82Z)
{p = 0.99), Funnel Plat graphics shawed asymmetry. E-test sensitivity (99%) and specificity (F896) shomwed
exrellent agraemment, especially for clartromicing; however, there is no significant statistical 2vidence to conclude
that rmare that 90% of the salacted literature reports values of E-test sensitivity and specificity higher than 90%
when cornpared to Agar dilution.

Keywiords: agar dilution, antirnicrobial susceptibility, E-test, Helicobacter pylar,

Introduccion

La infeccidn por Helicabacter pyfavi (H. pylori) desde
su descubrimiento por Marshall y Warren en 1983 (1)
bz side uno de los aconzecimiznios cientificos de mayor
importanciz en la literatura biomédiea mundial. Esta
bacteria se considera el agente causal de la gasteitis aguda
¥ crdnica; s¢ encuentra asociada con dleera péprica,
carcinoma y linforna gdserico, Se estima que encre ¢l 50%
v el 609 de la poblacidn mundial estd infectada por esta
bacteria, pero la distribucién es diference entre paises, razas
¥ nivel sacioeconémico (3). La colonizacidn par H. gylord
aumenta con la edad v la infeccidn aparece en personas
en condicidn secloecondmica baja y en pafses en vias de
desarrolle, con deficientes condiciones sanitarias (2,3).

El rratamiento de las infecciones producidas por AL galed
puede realizarse con la combinacidn de diferenves anibidricos,
entre cllas claritromicina, amoxicilina, rerraciclina ¥
merrenidazal y un inhibidor de la bomba de protones

que disminuye la secrecidn clochidrica del estémaga. Las
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monoerapias no han demostrado ueilidad cliniea v se
tecomienda ¢l empleo de rerapias dobles, wiples o incluso
cuddruples (4],

Los medicamentos que generan mds resistencia
antimicrobiana son los nitroimidazales {merronidazol ¥
tinidazol], presentanda una tasa de resistencia aproximada
del 33% en los paises induserializados (3). En paises como
Caolombia, donde el uso indiseriminade de antibidticos es
muy frecuente, la tasa de resistencia ¢s mucho mayors, razdn
por la cual algunos grupes no wtilizan este medicamento
en la rerapia de erradicacidn contea . pylors.

Par lz anteriorments descrito uno de los factores
imp]icadns en =l falle ::r:LPEurin:cu 5 la resiscenciz a
los antimicrobianos uilizados, por lo que es de vizal
imporeancia decerminzar la sensibilidad antimicrobiana
mediante pruebas basadas en cultve coma la difusidn en
disco, microdilucidn en caldo, E-rest y la dilucién en agar
{DA), Este dltimo establecido como mérodo de referencia
por el National Cammittee for Clinical Laborarory Standards
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(NCCLS) y actualmente Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (6). El E-test (método epsilémetro)
es altamente concordante con el método de referencia
y su uso estd recomendado por la British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) (7).

Las ventajas de la prueba de DA incluyen la reprodu-
cibilidad de los resultados y el desarrollo satisfactorio de
la mayoria de los microorganismos de dificil crecimiento.
Sin embargo, entre sus desventajas estin la compleja
metodologia requerida para su desarrollo y el alto costo
por prueba. Generalmente la DA no se realiza en labo-
ratorios clinicos de rutina pero es ideal para laboratorios
regionales de referencia o laboratorios de investigacién
que analizan un gran niimero de cepas (8). En contraste,
el E-test, descrito recientemente, es el mérodo de eleccion
para uso en laboratorios de rutina e investigacién y se basa
en la combinacién de las pruebas de difusién en disco y
DA entregando una sofisticada pero ficil y reproducible
metodologia.

El tema de la reproducibilidad de las pruebas y
su adecuada utilizacién es de gran importancia al
momento de realizar diagndsticos certeros sobre la
sensibilidad o resistencia de un microorganismo hacia
los antimicrobianos, por tanto es necesario establecer si
las pruebas utilizadas para tal fin reinen las condiciones

necesarias para seleccionarla como prueba de rutina capaz

de generar resultados confiables que ayuden a direccionar
el tratamiento adecuado basado en la susceptibilidad y no
en lo que se recomienda cominmente.

El presente estudio evalué si las caracteristicas
operativas de sensibilidad y especificidad de la prueba
E-test, eran iguales o superiores en un 95% a las del
estandar de referencia DA, en al menos el 90% de la
literatura cientifica seleccionada para los antibiéticos
mis utilizados en la terapia erradicadora de primera linea
de H. pylori en Colombia (claritromicina, amoxicilina y
levofloxacina).

Para la realizacién de esta investigacion se llevé a cabo
una revisién sistemdtica de la literatura que permitié
conocer el estado del arte mundial de las pruebas
basadas en cultivo, con miras a explorar la posibilidad
de implementar el E-test en nuestro pais, como prueba
de rutina hospitalaria en la determinacion de resistencia
a los antimicrobianos mds utilizados para la erradicacién

de este microorganismo.

Materiales y métodos
La revision sistemdtica de la literatura es un tipo
de disefio de investigacion que recopila y sintetiza los
resultados de multiples investigaciones con el objetivo de
realizar una evaluacion critica que permite resumir el efecto

de una intervencién clinica o una prueba diagnéstica. Son

Tabla 1. Etapas de la revisién sistemdtica (14)

1. Definir pregunta de investigacion.
2. Definir los criterio de inclusion y
exclusion.
a. Participante.
b. Intervencionesy
comparaciones.
c. Informacion externa.
d. Disefio del estudioy
metodologia. 5
3. Localizacién del los estudios. 6.

a. Registros.

b. Bases electronicas.

c. Listas de chequeoy
verificacion.

d. Informacién personal de
expertos acreditados en el
tema.

4. Seleccion del estudio.

a. Debe poderse verificar por mas de un
Observador.

b. Debe resolver desacuerdos como desarrollo
de Estrategias.

c. Deben eliminar estudios por razén de
exclusion.

Evaluacién de la calidad de los estudios: formatos
predeterminados o listas de chequeo.

Extraccidn de datos: grafica de efectividad clinica
“forest plot”.

Analisis estadistico: exploracion de
heterogeneidad y sesgos de publicacion “funnel
plot”.

Interpretacion de resultados: publicaciones
incluidas, sesgos implicaciones econdmicas y
futuros estudios.
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Tobla 2. Exiretegia de bitgqueds an SCIENCE DIRECT, MEDLIME ¥ MEDLINE [ehseahat)-lavid] v iararle Cocnrana

#1: Antimicrobial agents.
#7: Testing susceptibilities.
3 Agar diluticn.

f#d: E-test.

Se realizn rediame [a combinacia de |

s siphientes encabezados TemEticn s

45 Sysceptibility testing of Helicobacter pywlarl.
#6: Agar dilution AND E-test of Helicobacter oylovl,

#7: Clarithromyeln

#8: armoxicillin.

£9: Levofloxacian,

#10: COMPARATIVE - STUDY-TRIAL

#1181 or 82 ar #3 or §id or ¥5 or #6 or 47 or #8 ar #9 or HF10# 11

#12: [#3 AND #4)
Operador boleano: AND
Age grouap: all the groups

{Egger et al., 2003).

parte esencial de la medicina basada en la evidencia por
su rigurosa metadologia, logrande identificar los estudios
relevantes para responder pregunras especificas de la
pré.-::iﬁ elinies, Talls 1(12,13),

Seleccian de articulos

Se incluyeron articales de pruebes diagnssticas publicados
entre 1995 v 2008, que dererminaron la susceptibilidad de
. pylari a dlaritromicina, levofloxacina y amaxiciling por
las técnicas de E-test v DAL Sdlo se incluyeron arriculos
en donde freran descricas las caracteristicas operativas de
estas prucbas. No se contemplé restriceion en cuanta 2 las
edades, tratamientos v patologias gastricas asociadas a L
peolari de los participantes asi como de las concencraciones y
combinaciones de los antibidticos en escudio.

La biisqueda de los estudios se realizd en las bases
de dacos de MEDLINE, SCIENCE DIRECT, OVID
v librecia COCHBANE (CCTR) desde 1993 hasra =
2008, Ademis de la biisqueda compurarizada se realizé
una bisqueda manual en revistas de gastroenterologia
desde 1995. Para la indagacién se utilizd una combinacién
de encabezados remdricos v rérminas relacionados
con la dereccién de prucbas basadas en cultivos para
susceptibilidad antimicrobiana de /1. pyfori. Las esteategias

de bisqueda urilizadas para vodas las bases de daros se
presentan en la Tabla 2.

Seleccion de dotos

Después de la seleccidn de los articulos se sacaron
de forma independience los datos de cada estudio en un
formato previamente estandarizado y revisado por expertos.
De cada uno de los estudios elegidos se obruvieron datos
para el cilculo de sensibilidad, especificidad y valor
predictiva positivo y negative mediante el uso de rablas
de contingencia en caso de que no fusran xpugstos por
los aurores. La medida de resumen “overall” fue calculada
con un intervalo de confanza del 95% para cada una de
las caracteristicas operativas de las pruebas. El conjunto de
resulrados de las caracteristicas operativas de cada estudio
fue analizado mediante ¢l uso del programa Revian 5
de la Biblioteca COCHRANE.

Evaluacion de la colidad metedolégica

La calidad de los articulos fue evaluada mediante el uso de
una lista de chequen basada en los parimetros de lss guias para
usuarias de L lizeranura médica {14). Los irems de evaluacion
de la calidad se muestran en la Tabla 3. Dos abservadores
realizaron de forma independiente la evaluacion de la
calidad de los articulos, asignéndole un puncaje final 2
cada uno de ellos. Los desacuerdos fueron resueltes con
la ayuda de expertos por media de discusion de acuerdo
1 los cricerios establecidos,
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Table 2. Lisho da chagues yhilizada pona los ashuding

L. Son validos os resultados deal astudio;

a) dexistid ung tomparscion de la prueba con un patran de referepeiz?

) éLos resultados de las pruebas madifican el tratamiento de un pacienta?

dl é%e ha descrito clarameante la pruska?

2] iEl tamafio de muestra de los estudios fue?
2. {50 establecid s susceptibilidad v resletan cia de cada unas ge |25 pruebas para

Permitieran calcularips?

4. {52 evitaron 32sg05 en |a seleccldn de log astudios?
5. iFueron reportadas las conelusiones hechas por &l autor con los datas yo andlisis

repartados en la revisign?

6. {Coamo califica |5 calidad cientifies de Bt revision? (escala de 1 4 5, observanda s Jag
fallas fueron BNIENSES, mayores, menares ¥ minimas.
*Pardmetre tomada delas guias para wsuarios de literaturas medicas parte B_{14)

Andlisis estadistico

Se calcularon Jos parimetros diagnésticos de [ag
pruebas E-rest v DA pars cada estudio. La variacin encre
los resileados de diferenzes estudios se determing con el
test de hererogeneidad (Forest plot), medianre ef madeln
de efectos alearorios con un alfa de 0.05 wtilizando una
pru¢ba de Chi cuadrado, Pars analjzar hasta qué punro los
resultados de los diferences estudios podian combinarse
€n una lnica medida, se realizd | evaluacién del grado
de heterogeneidad, medianze of cileulo del escadisricn de
G utlizanda I siguiente formula: (22)

k
2
0= Y W(Ef-Ep)
i=[
Férmula: de Hererogeneidad [18).
Donde:
£f: represenea el estimadar del tamafia del efecro del
I-&imo ensayo,
Ef: representa el promedio de lns estimadores del tamario
del efecto de log # ensayns combinadps,
W representa el inversy de la varianza del tmanig del elecra
de i-dsima ensayo clinico (v ranzi de cada £,
El estadistico () se distibuye como una funcién de
fistribucion 2 con |- grados de liberead y Iy hipdtesis
wla indica que los mmafios del efecto a cravés de [os

ensavos clinicos son homogéneos (23). 1, exploraciin
grifica de las caracresisricas operativas, se evalud mediange |a
chbomdéndel curva ROC con sensibilidad vs 1 —especificidad
vl bihqla@dad&.ﬂgod:pubﬁmciﬁn seanalid mediange ol ysn
del méroda grifico del embuds “Funnel Plor”. Los articulys
excluidos e resumieran en una tabla que conrenia el
nombre del esrudin, auror, aho de publicacidn v el morivg
de la exclusién,

Resultados

Seleccion de datos

La bisqueda de lireraru ey electrdnicaarrajé un roral de
68 arviculos, los cuales fuernn sormiericlos a evalugein por
parte de expertos, De estog, 24 cumplicron los crirerias
de inclusidn previamenre establecidas. Se excluyeron
aquellos arciculos en los que sdlo se utilizaba una de Jas
das técnicas evaluadas, ademds de aquellos en los que
no se evalud ninguno de log tres antibidticos en esudin
{claritramicing, amoxiciling ¥ levofloxacing), Despuds de
esta primera seleccién se analizaron por lectura complera
cada una de [gs articules por dos evaluadores, quicries
diligenciaron |3 lista de thequeo previamenre establecida
Para este fn y resolvieron por discusién los posibles
desacuerdos. En nimero final de articulos que cumplieron
ESIAS caracteristicas fue de §: Besr, Dzieranowka, Khan,
Megraud, Osarg, Piccalomimi, Wang y Dore, Tahlz 4
(I1,15-21).
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Tablo 2. Corgcteritices de los eshidics oue comparan &l E-legt con lo Dilucidn en Agor,

Pruekas
: Reafead |
Bast, ML Canacs E-test - DA, 13 i i 100
Dare, 2 1999 Ush-ltalla  Eetost. DA, 28 AL Amasiciling 100% 57% 93% 100%
Dalerzenawia 2001 Pakaria E-test - O, 58 ar Claritramicina 1004 100% 100% 100%
Khan Rasel 2004 Bangladash  E-test- DA, 15 AL Claritramicing 100% 1008 100% 100%
Megraud, F 1599 Francia E-test - 04, 474 arc Claritramicina 100%. 1005 103 100%
Disato. M. 20a1 UFA E-tasl - O, iz AL Claritramicina 53,400 48,30 98, 50% 87505
Pieeslomini 1597 Italia E-tost « A, T AL Clarieramicina 100% 1068 100% 100%
Ficcalomini 1597 lalia E-test - O, 71 AL Amoxiciling 1005 ND 100% b
\Wang W.H 2007 Harg ioog E-test - O a7 AL Claritramlcina 1005 1005, 100% 1005

% smrsibilided, E: especificada, VPP valor pradict peaibe ¢ VPN wake predictie nagekve, AT gidamiaries clinicos a gorc de pahologios
gésiicos, DA dikicidn an Agar v MO: re hay dato.

Los daros de las caracrerisricas operativas isensibilidad v mencionada. La Figura 2 muestra que la calidad de las
especificidad) sacados de los ardculos seleccionados Faeron estudios fus buena en la mayoria de los aspectos evaluadas;
consignados en tablas de conringencia y posteriormence 7 (87%) de los estudios fueron ensayos clinicos de pruchas
];nrcu:esudus en el programa RevMan b Figura 1. d.ia@cﬁsﬁcm todas COMpararon la Pn.'u:ba E-test con el

patcdn de referencia v coneenfan los daros para caleular
Evaluacion de lo colidad metodolégica la sensibilidad v especificidad y 1 [12%%) se basé en la
La calidad de cada uno de los estudios fue valorada  recopilacidn de datos a parir de hisrorias clinicas. 5(52%)

mediznee el use de la lisca de chequen previamenre articulos presenraron un especrro superior al 30% v 3 no

ri;tas. potencialments identificadas despuds de un cribado de la bisqueda elecirdnica (n=68) |

| Citas excluidas despuds de cribar ttulos yio resdmeanes [n=40) I—

Estudios obtenidos para evaluacian mas detallada [n=28) |

Estudiog excluidas [al avaluar al taxta camplets] con razenas (n=10)
Mo es un estudie dinlco de pruebas diagnosticas [n=1)
Hinguna de los antibidticas a estudio [n=1)

No proporciona datos campletos (n=1)
Lina sola de las técnicas avaluadas [n=q)

Otras prushas {n=2}

Estudios relevantes Incluldos en la ravisidn (n=18)

Estudios encluldos de la ravisldn al evaluar la calidad metodolbgica
(n=10) —

Estudios incluidas en la revision
(n=3

Figl.ln:l 1. Saleccin de los estudios

224




A58 compard can af Bstandar de referencia?
dEspectro representative?

d32 reportaron as tonclusiones hechas par el autor?

I P e

——

Figura 2, Evaluacisn de la calldod g |og axtudiog,

reportaren las conclusinnes hechas por of autor, Figira 2,
Ninguno de los articulas incluidos en este esrudio
proporciond las caracteristicas eperativas de las pruehas
de forma explicita, pero 5i log dares para llegar al cdleuls
de las mismas. De [og & articulos, sélo ¢l de Piccolominj
(L1}, para el ancibidrico amoxiciling,
parz sensibilidad.

suministrd daras

Andlisis de heterogeneidad

En el grificn Forest Plar se observd que el 87% de los
articules (7/8) presentzron sensibilidad de 100w, yel 75%
(68} especificidad del 100%, Figura 3. Se caleuls ung
medida de resumen global “overa|]” para las caracterfsticas
operativas, el cual entregd los siguientes daros; sensibiliclad
9% ([C959% 0.98-0,99) ¥ eipecificidad gm0 (ICy5%
0.97-0_99) P 00001, Figura 3.

EE——

LEl estudio as un #nsaya clinfco de prushas diagndsticas?
£32 describis dlaramente la metodelegia de lgs prugbas?

£5¢ estableciarnn sensibilidad v especificidag e datos para hallarlag?

Unclear

——— e —_—

]

BB om

Mo {low gquality)

Elcdleulo del estadisticn 3 permitié estima el grade
de heterogencidad Para las caracrerfsricas aperativas,
Arrajando los siguienres valores- sensibilidad (Q=0,87,
P=0.82) ¥ especificidad (Q=7; p=0.99), Segiin las
datos obrenidos se phservs que no exisid evidenciz
estadisticamene significariva para aficmar que los esrudios
son heterogéneos.

En el 25% de los estudios {2/8) se ohservg una
variabilidad en lgs intervalos de conflanza enere las
Caracterizticas Operativas para los estudios de: Rasel Khan,
Shamsun Nahar, Jinath Suleans, Mian Mashbhud Ahmad
¥ Motiur Rahmian (17 (29%-100%) vy Maria Dire,
Michael 5. Osate, Giuseppe Realdi, Ida Mura, David
¥, Graham ¥ Antonia B Sepilveda (21) (%-000),
debido posiblemente al reducido tamano de muescra de
los articulos relacionados.

Stundy TP FP FN TN Sensithity Specificity Sensithity Specificy

Bast 2003 80 o0 7 1.00 10.54, 1.00 1.00[0.59, 1.00 ——a a—
Dars 1995 13 1 0 2 4m [0.75,1.00] 0,67 0.09, 0,89 - — s
Colerzanmweks 2004 ™ 0 0 3 1.00 [0.35, 1.00) 1.00 [0.85, 1.00) - —a
Khan 2004 I0 o0 43 1.00§02g, 1.0m 100 (0,75, 1.00] EE—— ] —a
Megraud 1599 480 0 0 14 T.00[0.99,1.00] 140 .77, 1.0 = —a
Osate 20M B9 4 § 237 aoa (0.6, 0.58) pog (096, 1.00) - a
Ficcolamini 1 5a7 BT A 0o 4 1.0 [0.95, 1.00] 1.00 [0.40, 1.00) = T il
Wang 2000 FTo0 0 10 1m0 [0:95,1.000 1.00 (0.5, 1 )| ; ——

002040808 3 -GI 0.2 04 06 0g 4

igura 3. Forest pla. coracharishors operotivos do Fofec . Dilucidn en agar pars todas log msrugics,
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Evaluacién de las corocterisficas aperafivas
por medie de curvas ROC

En Fcurva RO se observd que ol 87% de bos esnudios
(778} presmaron mayor drea bajo ln curva, esia se debid
asque la sensibilidad y especificidad de estos eaudios eran
mayores al 5%, misnmas que salo wn essudio presenis
una especificidad baja. El estuclio AU MOSIEG U e
valor de drea bajo b corva Fue el de Maria It Dore ¥
colabaradars, 2001, Figura 4 (21),

Sesgos de publicacien

Li presencia de sespos en cste estudio Fue evaluada
utilizamda el p’-‘iﬁfn de embuda (Funnel Plar) [24] o
también Hamado graficéd de dispersion (scamer plos).
El Funnel Plor grafica of error estindar (precision de
la muescra) va la sensibilidad v L especificidad de cada
estndio {tamane del efectn evaluadol, El grifice de

embude mesird ausenciz de simerra lacia la ir:-:||.|i-:n.‘|.a.

ke qque indica pasible presencia de sespos cde publicacian,
Figura 5 v £

Andlisis por grups antimicrobione
En el B7% (708} del woeal de las esmdios se encomtn
sue el ansibiérice de mayor investigacién para las prucha
E-rest y el método de referencia fue la clariiromicing, en
el grihico foreit plat se abserva que el 86% (G/7) de los
articulos que explararon diche antibictico presentaran
sensibilicdad y especificidad del 100%, Figura 7
Elsegunde anribiarico encontradea en esea revisidn fie
la amaicilina, con una sensibilidad del 100% para sl
dus articulos. El estudie de Rafaele Ficcolomind, Giovanni
% Bonsventurs, Giovannmi Camma, Flavia Carbone v
Macees Merl (111 na proporciond darcs AU permiberan
calcular sspecibeidad v o esmdie de Maria I Dore ¥
colaboradores (21}, masré un Intenale de confianza
PO proCise, ]:igun K.
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No se enconeraron estudios que explararan Jus
varacreristicas operativas de las pruebas E-res; ¥ DA
para [a levofloxaring, Ep, tuanto a la hipéresis formulads
Para este estudio, se demosrrg que ne existe cvidencig

significativa para conclyr que mds

Discusién

Hasta el momentg e Colombia no se hap realizada
sstudiog experimentales que Fomparen las caracrerisricas
*perativag de la prueha E-geg con la DA para determinar
vscepeibilidad antimicrobiana pars A Fvlori. Parece
3gico pensar que la pruehs F-gege resulta igual de eficiente
ue el méroda de DA para la mayaria de los ancibigricos,
A AUESTIo caso, en especial Para la claritramicing (18).
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Esta afirmacitn debe ser demostrada en |5 TErapia de
erradicacian Para . pylori en nuesrrs Pais antes de
recomendar su uso, por ranrg fye necesanio realizar ung
revigian sistemiricy,

Lo primero 2 deseacar e E5Td revisidn o5 1 sscasen de

publicaciones encontradas sobre pgpe ema, rambién ge

por la cual en Ja mayoriz de articulos excluidos sélo g
utilizaba la récnica de E-eese (113,

Deelos arciculos analizades se observd que la exploracian
de las pruehas ge realizd con pocps Pacientes pero con
similares diseqos metadoldgicos y resultados muy
homogénens, 14 metodologia experimenyy) utilizada en
general fue 2 misma: medios de cultive (Mueller Hineon
suplementado con 59 . sangre de oveja), tiempoy ¥
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atmaosferas incubacidn (72 ha 37 °C en frasco campyGen),
casa comerciales (AR Biadisk — Abbatr) ¥ preparacion del
indculos (Escala de Mefardand No. 2 0 3}, La DA para todos
los estudios siguio el protocolo de la NOCLS (Naviona!
Commirtee for Clinical Laborassry Standards) acrualmente
CLSI (Clinical Laboratory Standards Turiture) (8).

Duranse la biisqueda de los artizulos se encontrd gque
la claritromicina fue el antibidtico mds explorade por
la prueba E-test y DA, seguido por amoxicilina, Mo sz
enconeraron articulos donde se urilizaran estas récnicas
para evaluacisn de sensibilidad a levofioxacina, esto debido
2 que su uso en el traamienco contra /) gyferd no es muy
frecuente y por ende su tasa de resistencia es baja (3). Por
tal motivo no se pudo realizar wn andlisis de esta prucba.

En la bisqueda también se observd que las pruebas
metive de este estudio se compararon con mids frecuencia
para metronidazol, este ancibistico no fue contemplada en
este andlisis, puesto que A pplord presenta gran resiscenciaa
nivel mundial a este medicamenro. Este antibiérico mostrd
baja correlacion al momento de detecrar sensibilidad y
resistencia entre lag pruebas estudiadas, limitando ain
mis la bisqueda de ardculos (23),

El hecho de comparar las caracteristicas operativas
del E-tesc con la DA hace que los resultados de la
prueba sean mds confiables y vilidos al momento de
derectar susceptibilidad ancimicrobiana, puesto que sus
resulradaos estdn respaldados con una prucha, que aunque
de dificil manipulacién, proporciona excelentes datos de
sensibilidad y resistencia para microorganismes de dificil
crecimiento (independiente de su desenlace).

Ninguna de los estudios incluidos en el wabajo
proporciond datos expuestas en valores de sensibilidad y
especificidad de las dos pruebas, por o tanto fue necesario
caleularlos. Sin embargo, un articulo que evaluaba la
susceptibilidad a amoxicilina, no permitié caleular la
especificidad debide a que no se suministrd ¢ valor woal
de cepas resistentes, es decir los verdaderos negativos
para ambas pruebas. Aunque la amoxicilina presenté
buena correlacién entre las pruehas para sensibilidad,
no se enconted suficiente literatura que confirmara esta
afirmacidn,

En la mayoria de los estudios se observd que el
antibidtico de mayor exploracién en esta revision ¥

que presentd las mejores caracteristicas operativas fue
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la claricromicina 7/8 (87%); sin embarge, los datos no
fueron estadisticamente significativos para recomendar
completamente el uso de esta prueba, esto quiere decir
que el E-test mosted buenas caracteristicas aperativas pero
no supera las del mérodo de referencia.

El esrudio de Maris Dore v colabaradores (21) a pesar
de suministrar una sensibilidad del 100%, presentd una
especifcidad del 67%, lo que origing el drea bajo la curva
de menor superficie observado en el grifice ROC; esto
dehido a la abrencién de resultados falsos posidves ¥ al
reducido nimern de muestras znalizado en el articulo
mencionade,

Las grificas de embudo “Funnel Plet” fueren
asimérricas, tanto para sensibilidad como especificidad.
Uno de los parimetros que evaliia este tipo de grifics es
el sesgo de publicacion; dentro de las posibles causas de
este error sistemarico estd la falea de difusién de estudios
negativos, poco interesantes, de pequefa escala o de
baja calidad metodolégica, lo que conlleva a encontrar
estudios con desenlaces positivos (24). Una de las razones
de hzber encontrado estudios positivos puede ser la
presencia del sesgo del lenguaje (publicacién de estudios
que no tienen hallzzgos significatives en orros idiomas
diferentes al inglés) lo que hace menos probable que se
encuentren dichos estudios "negarivos”, ya que la mayoria
de estudios “positivos” se publican en inglés, Otra posible
causa del sesgo de publicacidn es la ausencia de estudios
con tamafos de muestras no representacivos, lo que
aumentarfa a0n mds la apreciacion de posicividad de las
prucbas evaluadas.

En esta revision se rechazd la hipéresis planteada de
que mds del 90% de la bibliogratia revisada reporcara
caracteristicas aperativas de sensibilidad y especificidad de
la prueba E-test iguales o superiores en un 95%. Aunque el
acuerda encre las dos pruebas en estudio fue muy bueno,
solamente ¢l 87% de los estudios lograron cumplir la
hipétesis, debido en paree a la falta de estandarizacion
del E-test en anribidricos diferenres a la claricromicing ¥
a la poca urilizacién de estas récnicas en cenjunco (DAY
E-test) en particular en laboratorios de rutina.

A manera de conclusidn, s puede anotar que la prucha
de E-test demostrd tener buen acuerdo en sensibilidad y
especificidad para detectar susceptibilidad antimicrobiana
en aislamientes clinicos de H. pylori, sin embargo no



iguala ni supera las caracreristicas operativas del mérado
de referencia. Bl Eopeg Puede ser ucilizado de maners
rurinaria para evalyar susceptibilidad Je & Lvlovf a
clasieromicina v amoxiciling, pern deben realizarse mads
estudios para evaluar of esry técnica puede ser (il an
&val.uac‘hi_ide suscepribilidad de & Beri a3 levolloxacing,
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Conclusiones

CONCLUSIONES
Con el presente trabajo se logré dar informacion nueva sobre varios aspectos
de la infeccion por H. pylori en Colombia.

1.

Se determind la tasa de resistencia de H. pylori a los diferentes
antimicrobianos mas frecuentemente utilizados en la erradicacion de
esta infeccion, encontrdndose niveles altos para claritromicina 13,6%,
levofloxacina 15,6% y metronidazol 81%.

La tasa de resistencia de H. pylori a amoxicilina es aln baja en nuestro
medio y no constituye un motivo de preocupacion como causa de falla
terapéutica por el momento.

No se encontré6 asociacion estadisticamente significativa entre la
resistencia a los antimicrobianos y los genotipos de virulencia H. pylori.

Se encontré que la causa mas importante de resistencia a claritromicina
en H. pylori fueron mutaciones ubicadas en las posiciones 2142 y 2143
del gen 23S rRNA, siendo la mutacion A2143G la mas frecuente.

Las mutaciones relacionadas con resistencia a levofloxacina se ubicaron
en las posiciones 87 y 91 de la proteina GyrA siendo la mas frecuente
N871 en el 47,2% de las cepas, este es un aporte interesante al
conocimiento, ya que esta mutacion no se encuentra con frecuencia en
Europa, Asia o Norteamérica.

Se estandarizaron dos pruebas rapidas de ASP-PCR, para la deteccion
de resistencia a levofloxacina y claritromicina en biopsias gastricas. La
prueba es factible aplicarla a las biopsias utilizadas en la prueba rapida
de la urea y no se requiere refrigeracion de la muestra.

Se disefio un nuevo set de iniciadores para amplificar la mutacion N871,
que no es contemplada en las pruebas comerciales ni en las pruebas
moleculares disponibles en el mundo para determinacion de resistencia
genotipica de H. pylori a levofloxacina.

En las biopsias se puede determinar y genotipificar la resistencia de H.
pylori a claritromicina y levofloxacina, lo cual es considerado como un
avance trascendental en el diagnostico molecular de infeccion.

El crecimiento de H. pylori es lento (7-14 dias), esto conlleva a
dificultades para obtener cantidades suficientes del microorganismo
cuando se realizan pruebas de susceptibiidad o se requiere la
extraccion de ADN. Para corregir estas dificultades se implemento un
sistema de cultivo liquido, que redujo los tiempos de incubacion y mejoro
la cantidad de biomasa.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

En el ensayo clinico aleatorizado, controlado, ciego, se demostrd que la
triple terapia estandar estad por debajo de 80% de eficacia la cual la
ubica como una terapia inaceptable.

Las terapias triples con levofloxacina a diferencia de lo que sucede en
otros paises, en Colombia no fueron eficaces.

La eficacia de las tres terapias evaluadas en este trabajo esta por debajo
de 85%, lo que las ubica en la categoria F e impide que sean prescritas
empiricamente.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion de erradicacion de H. pylori entre los tres esquemas de
tratamiento evaluados.

Es importante reevaluar los esquemas de tratamiento actualmente
utilizados en nuestro pais, ya que con este trabajo se evidencio que las
terapias no aseguran la erradicacion de H. pylori, por lo tanto son
inaceptables para el tratamiento de la infeccion.

Se debe verificar la erradicacion de la infeccion 6 — 8 semanas después
de terminar el esquema de tratamiento.

Se debe determinar la resistencia de H. pylori a los antimicrobianos
antes de iniciar una terapia de tratamiento.

Debido a que las tasas de resistencia a levofloxacina y claritromicina son
altas en nuestro medio, debe implementarse un programa de vigilancia
de la resistencia, para monitorear el comportamiento del microorganismo
a los diferentes antibidticos utilizados en las terapias de erradicacion.

No existe una prueba perfecta para evaluar la resistencia de H. pylori a
los antimicrobianos, por lo tanto los programas de vigilancia de la
resistencia deben efectuarse con pruebas de dilucion en agar y
secuenciacion, de esta manera se monitorea la tasa de resistencia y los
mecanismos implicados en la resistencia.

La resistencia del microorganismo a los antimicrobianos no explica la
totalidad de las fallas terapéuticas en los pacientes, lo que implica que
estudios farmacogendmicos y farmacocinéticos deben ser conducidos
para completar la informacién que no puede explicarse con la resistencia
bacteriana.

En este trabajo se evalud la eficacia de tres terapias de erradicacion de
H. pylori y paralelamente se determind la resistencia del microorganismo
a amoxicilina, levofloxacina y claritromicina. Se pudo determinar que la
falla terapéutica esta relacionada con la presencia de mutaciones en los
genes 23S rRNA 'y gyrA.
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21.

22.

23.

24,

Se realiz6 un modelo de regresion logistica para estimar la probabilidad de
éxito terapéutico. Las variables asociadas al modelo fueron la presencia de
mutacion A2143G, N871, D91G, obteniéndose una probabilidad de éxito
terapéutico en pacientes que no presentan ninguna mutacion de un 98% y
una probabilidad de éxito terapéutico en pacientes que tienen todas las
mutaciones de tan solo 13%.

Como parte del proceso de divulgacion de informaciéon en Colombia, en
especial en la busqueda de generar conciencia de la problematica que gira
alrededor de la resistencia de H. pylori a los antimicrobianos, se publicaron
3 revisiones sistematicas de la literatura, en donde en una de ellas se
analizan las pruebas para verificar la erradicacion de la infeccion en todos
los pacientes que reciben terapia de erradicacién. Se concluye que esta
verificacion puede determinarse con la “Prueba Respiratoria de la Urea
(UBT)” o por determinacion de antigenos de la bacteria en muestra de
materia fecal.

Dos revisiones sistematicas se condujeron para ilustrar los retos que
enfrenta el laboratorio cuando se realizan pruebas de susceptibilidad.
Una de ellas demuestra que la prueba de E-test sobreestima las tasas
de resistencia y la otra revisiébn muestra como las pruebas que detectan
mutaciones relacionadas con resistencia a claritromicina y levofloxacina,
deben estandarizarse localmente de acuerdo a las mutaciones
presentes en cada area geografica y la importancia de comprender que
estas pruebas fallan al detectar la resistencia cuando mecanismos
diferentes a las mutaciones puntuales tales como, bombas de expulsion
0 porinas son las responsables de la resistencia.

La prevalencia de la infeccion en Colombia se encuentra alrededor del
80%, y las tasa de resistencia del microorganismo a los antibioticos se
ha incrementado en los Ultimos afios, por lo tanto se debe continuar
investigando en la busqueda de nuevas terapias de tratamiento y en la
comprension de las patologias producidas por este microorganismo y su
impacto en nuestra poblacion.
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