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RESUMEN

Los tratamientos de erradicacion para H. pylori se hacen cada dia menos eficientes dado a
la creciente resistencia frente a las diversas terapias de erradicacion. El objetivo de este
estudio fue determinar la prevalencia de la resistencia de H. pylori a tetraciclina en
aislamientos colombianos.

Para ello se evaluaron 98 aislamientos clinicos por medio del método Gold estandar “dilucion
en agar”; del total de los aislamientos evaluados (54 de ellos correspondieron a la region
gastrica cuerpoy 44 alaregién gastrica antro), de los cuales 97 fueron sensibles (98,97%)
y 1 fue resistente (0,98%) presentando una CMI de 8ug/ml perteneciente a la region gastrica
“Cuerpo”.

Se llevé a cabo un proceso de reactivacion, identificacion y confirmacion de los aislamientos
por medio de coloracién de gram y pruebas bioguimicas como ureasa, catalasa y oxidasa,
finalizando con la obtencién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI), con la
finalidad de conocer cual fue la resistencia de H. pylori a tetraciclina.

Finalmente, la prevalencia de la resistencia de H. pylori a tetraciclina en aislamientos
colombianos se encuentra en un porcentaje menor al 1%, siendo este un resultado favorable
para la erradicacién de H. pylori por medio de este antimicrobiano.

Palabras claves: H. pylori, tetraciclina, método dilucion en agar



INTRODUCCION

H. pylori es un bacteria Gram negativa de forma espiral, microaerofilica (5% de oxigeno,
10% dibéxido de carbono), patdégena, capaz de colonizar el epitelio gastrointestinal y subsistir
el ambiente acido gastrico del estbmago; causando asi enfermedades gastroduodenales
como gastritis cronica, ulceras pépticas, duodenales y asociarse a linfomas tipo MALT y
cancer gastrico (1). Sus posibles vias de trasmision son oral- oral, fecal-oral aunque también
se ha encontrado que ingerir agua contaminada es una fuente potencial de transmision (2).

La infeccién por H. pylori estd ampliamente diseminada, en donde su prevalencia a nivel
mundial esté entre el 50% y el 90% la cual varia entre paises desarrollados y paises en via
de desarrollo, siendo los paises en desarrollo quienes tienen una mayor prevalencia de la
infeccién (70-90%) como es el caso de Colombia que presenta una prevalencia de infeccién
alta (80% al 90%) de la poblacién adulta (3).

El uso indiscriminado de los antibiéticos que se emplean para el tratamiento de la infeccién
por H. pylori, sumado a los mecanismos de resistencia del microorganismo ha disminuido la
efectividad de los antimicrobianos que se emplean para su erradicacion (4), razén por la
cual se hace necesario la busqueda de otras alternativas de tratamiento como la tetraciclina,
un antibiético que desde el afio 1950 ha sido ampliamente empleado en la practica médica,
aungue debido a su uso extensivo muchos patégenos bacterianos han desarrollado
resistencia a este farmaco (5).

Sin embarg6 este antimicrobiano se utiliza frecuentemente en la terapia erradicadora de H.
pylori sobre todo en las terapias de rescate o en la terapia cuadruple que consiste en
adicionar un IBP a la terapia clasica de bismuto, tetraciclina y metronidazol durante 7 a 14
dias con muy buenos resultados del 83% (6). Por lo tanto en este trabajo se evalud la
susceptibilidad de H. pylori a la tetraciclina en aislamientos colombianos, por medio del
método Gold estandar dilucion en agar, con el fin de determinar la prevalencia de la
resistencia de H. pylori a tetraciclina en nuestro medio.



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como anteriormente se ha mencionado H. pylori es un patégeno que se ha visto asociado a
cancer gastrico y por este motivo es necesario erradicarlo; una buena opcién es el
tratamiento con tetraciclina ya que se han encontrado estudios que reportan en promedio
un porcentaje bajo de resistencia <1% (7); razon por la cual es necesario ampliar la
investigacion con tetraciclina como una buena opcién para el tratamiento de erradicacion de
esta bacteria patdgena; planteando asi la importancia de conocer primero la prevalencia de
la resistencia de H. pylori a tetraciclina en los aislamientos clinicos colombianos.

En Colombia son pocos los estudios que se han realizado para evaluar la susceptibilidad de
H. pylori a tetraciclina, uno de los estudios fue desarrollado en el Hospital Universitario San
Ighacio de Bogotéa reportando una resistencia a tetraciclina del 86% Yy el otro estudio reporta
un porcentaje de resistencia de tetraciclina del 0% siendo este una revision sisteméatica del
tema (8-22). De acuerdo a esto se hace necesario ampliar este tipo de estudios con la
finalidad de conocer claramente la situacion y la magnitud de esta problematica a nivel de
salud publica en nuestro pais causada por esta bacteria ya que se han encontrado altas
tasas de resistencia a H. pylori debido a causas como el incumplimiento de los tratamientos
por parte del paciente, la alta acidez gastrica, la resistencia bacteriana frente a los
antibidticos y la presencia de mutaciones; entre otros (9)

Segun Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) el método de referencia para
determinar la susceptibilidad de los antibi6ticos en este caso a tetraciclina, es la dilucién en
agar (10), la cual se basa en determinar el crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano diluido en el medio de cultivo; es por esta
razén que se utilizé este método para conocer la concentracién minima inhibitoria (CMI) con
el fin de evaluar la susceptibilidad de H. pylori a tetraciclina (11).



MARCO TEORICO

A partir del descubrimiento de la infeccién por H. pylori en 1983 por los médicos australianos
Barry Marshall y Robin Warren a partir de un cultivo de mucosa gastrica, se ha fomentado
un gran interés acerca de estudios relacionados con este microorganismo patégeno (12),
debido a que se estima que los pacientes con H. pylori positivo tienen un riesgo del 100%
de desarrollar gastritis crénica, del 10 al 20% de poseer ulcera péptica y un riesgo de 1 a
2% de desarrollar cancer gastrico (3) convirtiéendose de esta manera en uno de los
acontecimientos cientificos de mayor relevancia a nivel mundial encontrando una
prevalencia entre el 50% y el 90% (13).

El riesgo de infeccién de las personas que viven en paises en via de desarrollo como
Colombia es aproximadamente de 80-90%, en los cuales mas del 50% de la poblacion se
encuentra infectada a los 10 afios de edad, mientras que en los paises desarrollados solo
5% a 10% de los nifios estan infectados a los 10 afios (13).

H. pylori, es un bacilo gram negativo espiral que mide 1.5-10:0 micras de largo y 0.2-1.2
micras de diametro, posee de 4-8 flagelos polares confiriéndole asi movilidad para penetrar
la mucosa gastrica. Crece de 3-5 dias bajo una temperatura de 37°C observandose en el
cultivo colonias pequefas, brillantes y translicidas que son catalasa, oxidasa y ureasa
positiva (80%) (14).

Actualmente los antibiéticos mas utilizados para la erradicacién de H.pylori son metronidazol,
claritromicina, amoxicilina y Tetraciclina (15) sin embargo la resistencia a metronidazol,
claritromicina y amoxicilina ha ido aumentando paulatinamente, proporcionado asi una
disminucién en la efectividad de las terapias convencionales, a diferencia de la resistencia a
tetraciclina la cual es poco frecuente haciéndose necesario buscar nuevas alternativas de
tratamiento con este antibiotico (16)

La tetraciclina es un antibiético bacteriostatico derivado de la naftacenocarboxamida
policiclica, por su estructura quimica se ubica en el grupo de las tetraciclinas y es sintetizada
de forma natural por 3 microorganismos S. aureofaciens, S. rimosus y S. viridofaciens (5-7).
Este antimicrobiano es usado generalmente para tratar infecciones producidas por bacterias
y es frecuentemente utilizada como modelo de terapia actual para erradicar H. pylori (17).
Figura 1

Figura 1. Tetraciclina
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Tomado de Pérez E, Iglesias L. Tetraciclinas, sulfamidas y metronidazol. 2003



El mecanismo de accion de este antibidtico consiste en atravesar la membrana externa de
las bacterias mediante difusion pasiva y asi llegar al citoplasma gracias a un mecanismo
dependiente de energia. Dentro del citoplasma se une al ribosoma y bloquea la sintesis de
proteinas en las bacterias uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma, impidiendo la unién
del ARN de trasferencia aminoacil (ARNt-aa) a su sitio de union, bloqueando el paso de
elongacion e impidiendo asi que los microorganismos puedan multiplicarse. Figura 2. (19).

Figura 2. Esquema del mecanismo de accién de la Tetraciclina

Tomado de Pérez E, Iglesias L. Tetraciclinas, sulfamidas y metronidazol. 2003



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la prevalencia de la resistencia de H. pylori a tetraciclina en aislamientos
colombianos.

Objetivo especifico

Determinar la susceptibilidad de H. pylori a tetraciclina en los aislamientos.



METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO
Estudio descriptivo observacional de corte transversal.
POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: ElI marco muestral correspondié a aislamientos clinicos de Helicobacter pylori,
provenientes de biopsias géstricas pertenecientes al estudio “Erradicacion de H. pylori: Triple
terapia con Levofloxacina”.

Muestra: 98 aislamientos.

¢ Nivel de confianza 95% con un intervalo correspondiente (0% - 3%)
e Error=5%

DEFINICION DE VARIABLES

Tabla 1. Definicion de variables

UNIDADES ESCALA

VARIABLE TIPO DE VARIABLE DE MEDICION | OPERACIONAL

Resistencia Dependiente ol F?eegizltzlr?té
a tetraciclina P ug

Origen del i _ Antro o
aislamiento Independiente No aplica Cuerpo

PROCEDIMIENTO
Obtencion de muestras

Los aislamientos clinicos de H. pylori, provenian de endoscopias digestivas de las regiones
gastricas antro y cuerpo provenientes de pacientes mayores de 18 afios de la Clinica
Fundadores de Bogota. Dichos aislamientos fueron almacenados en caldo brucella+20%
glicerol a una temperatura de -80°C.

Recuperacion del microorganismo

A partir de los aislamientos almacenados los cuales fueron sometidos a un proceso de
descongelacion, se realiz6 la reactivacion correspondiente en agar Brucella con adiciéon de
sangre de Caballo al 7%, suplemento antibiético DENT (oxoid) y suplemento nutricional
ISOVITALEX, con el fin de proporcionar al medio los requerimientos necesarios para el
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crecimiento 6ptimo de H. pylori. Se incubaron a 37°C durante 3-4 dias en condiciones de
microaerofilia. Luego de este periodo de incubacién se observaron colonias pequefias,
puntiformes, traslucidas y brillantes en agar brucella; de acuerdo a esto se realizaron
pruebas de identificacion del microorganismo como ureasa, catalasa, oxidasa y se realizé
una coloracion de gram con el fin de observar la morfologia de H. pylori. Figura 3.

Figura 3. Identificacion de H.pylori

COLONIAS CARACTERISTICAS DE H. pylori

COLORACION DE GRAM




Prueba de susceptibilidad por el método de dilucién en agar

Para lograr determinar la susceptibilidad de H. pylori a tetraciclina en los 98 aislamientos
colombianos, se realizé el método dilucion en agar, en donde dicho procedimiento fue
basado en los parametros establecidos por Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).

A partir de la viabilidad de los cultivos se prepararon suspensiones equivalentes al patrén 3
de Mc Farland (9,0 x10° ufc/ml), luego se sembré 5 ul de dichas suspensiones en el agar
Mueller Hinton enriquecido con sangre de caballo, el cual contenia 13 diluciones del
antibidtico con concentraciones desde 0,016 pg/ml hasta 64 pg/ml al igual que 2 aislamientos
de control de viabilidad (NCTC 11637 y NCTC 11638) y una caja control para calidad del
medio. Posteriormente se incubaron a 37°C durante 3 dias bajo condiciones de
microaerofilia.

Finalmente se realizd la lectura de la diluciéon, observando presencia o ausencia de
crecimiento de H. pylori y analizando asi los puntos de corte de cada aislamiento; para esto
se tuvo en cuenta estudios anteriores y las recomendaciones por la British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) del afio 2004, definiendo asi la concentracién minima
inhibitoria (CMI) como la menor concentracidon del antibiético que inhibié el crecimiento
bacteriano; considerando valores de MIC mas reportados para tetraciclina entre 0,25-
2 ug/mly cepas resistentes con MIC desde 2 hasta 256 mg/l (27-28)

DILUCION EN AGAR PARA DETERMINACION DE MIC (ug/ml)

A

Analisis Estadistico

Con la finalidad de evaluar la relacion entre los diferentes aislamientos analizados y las CMI
resultantes, se realiz6 una base de datos por medio de tablas para llevar un registro
ordenado de los resultados obtenidos y posteriormente se calculé la frecuencia de dichos
aislamientos en relacién con la resistencia. Asi mismo se procedio a hallar los intervalos de
confianza correspondientes a este estudio con el fin de observar la confiabilidad de los datos.



RESULTADOS Y DISCUSION

De los 98 aislamientos clinicos de H. pylori analizados mediante el método dilucién en agar,
se obtuvieron 97 aislamientos sensibles a tetraciclina correspondiente al 98,97% y tan solo
1 aislamiento fue resistente con un 0,98% presentando una CMI igual a 8ug/ml perteneciente
a la regién gastrica “Cuerpo”. Por otra parte 54 de los aislamientos pertenecian a la regién
gastrica cuerpo representando un 55% de la poblacién total del estudio, asi mismo se
analizaron 44 cepas pertenecientes a la region antro del estdbmago con un 45% de
representacion, para un total de 100% de las cepas estudiadas.

En la figura 3, se muestra la distribucion de la concentracién minima inhibitoria a tetraciclina
de acuerdo con los aislamientos clinicos de H. pylori; el mayor nimero de aislamientos se
obtuvo en una CMI de 0,062 ug/ml con 29 aislamientos equivalente a un 29,59% y la mayor
cantidad de aislamientos se encontraron entre CMI (0,031 pg/ml - 0,125 ug/ml) equivalentes
al 72,95% del total de los aislamientos. Adicionalmente solo se evidencio una cepa resistente
con un CMI de 8 ug/ml, encontrandose por encima del punto de corte establecido para
considerar a este antimicrobiano como resistente (>2ug/ml).

Figura 3. Distribucién de los aislamientos clinicos por la dilucién en agar
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Para evaluar la precision del estudio realizado se calcularon los intervalos de confianza de
95%, permitiendo afirmar que la prevalencia de la resistencia de H. pylori a tetraciclina en
aislamientos Colombianos, se encuentra en el intervalo (0% — 3%).

Aunque la diferencia entre la cantidad de aislamientos seleccionado de los regiones
gastricas no fue muy amplia, se observl que los aislamientos pertenecientes a “cuerpo”
presentaron unos puntos de corte mas cercanos a la resistencia, encontrando su mayor
punto en 1 ug/ml con 3 aislamientos, a diferencia de lo encontrado en la regién géstrica
perteneciente a “antro”, en donde el Ultimo punto de corte correspondi6 a 0,5 ug/ml con 1
aislamiento, dichos resultados son bastante llamativos debido a que no concuerdan con el
estudio realizado en Cuba, donde evaluaron el comportamiento de la gastritis cronica y
adenocarcinoma gastrico de acuerdo a las regiones gastricas, reportando asi que la
infeccion por H. pylori segun las frecuencias analizadas se encuentran principalmente en la
mayoria de los casos en la regién “antro” (37,5%) y a pesar de no tener una diferencia
estadisticamente significativa entre distintas regiones, afirman que dicha infeccion se
encuentra igualmente presente en “cuerpo” pero con una posibilidad menor (16,7%) (21).

De las 98 aislamientos Colombianos analizados se encontré que la resistencia de H. pylori
a tetraciclina fue del 0,98%, siendo un valor de vital importancia para el pais (Colombia),
debido a que son pocos los estudios que se han realizado en el tema y no se encuentran
datos cercanos a lo obtenido en este estudio. En el Hospital Universitario San Ignacio de
Bogota reportaron valores de resistencia a tetraciclina del 86% a partir de 84 cepas
analizadas, utilizando la técnica de difusién en disco (22), dicho resultado no concuerda con
lo obtenido en el estudio debido a que no utilizaron el método Gold estandar (dilucién en
agar), demostrando asi la gran diferencia entre los valores reportados por el autor y los
encontrados en este estudio.

En el caso de Latinoamérica y especificamente en Chile, se han realizado estudios que
muestran una resistencia a tetraciclina del 26.8%, utilizando como técnica de estudio la
dilucion en agar a partir de 56 muestras, con un punto de corte correspondiente a 2 ug/mi
(23). Esta técnica concuerda con la utilizada en nuestro estudio debido a que es la
recomendada por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) siendo asi la técnica
Gold estandar establecida para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana. Igualmente este
fue el punto de corte utilizado en nuestro estudio con el fin de conocer la sensibilidad de los
aislamientos; aunque se observa la diferencia del porcentaje de resistencia encontrado,
marcando un contraste significativo dado que el hallado en este estudio correspondié al
0,98%.

Segun investigaciones desarrolladas a nivel Europeo, especificamente en Espafa se han
encontrado estudios sobre la prevalencia de la resistencia de H. pylori a diferentes
antimicrobianos, en donde reportan que la prevalencia de la resistencia a tetraciclina oscila
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entre el 0y el 1%, utilizando el método analitico E-test. (24), asi mismo estas afirmaciones
se complementan con las encontradas en un segundo estudio realizado en Madrid (Espafa),
el cual reporta una resistencia del 0%, en donde las 101 cepas analizadas fueron todas
sensibles al antimicrobiano con un rango (<0,016 ug/l -1 ug/l), observando de esta manera
que la resistencia de H. pylori a tetraciclina es minima (25), asi como también lo han
reportado diversos paises a nivel mundial (ver anexo A). Dichos resultados concuerdan con
lo encontrado en este estudio, logrando deducir que definitivamente la tasa de resistencia
de tetraciclina es bastante baja, aun siendo Colombia un pais en via de desarrollo en
comparacion con los paises europeos, ya que como se menciond anteriormente H. pylori
presenta una prevalencia de infeccién alta en paises como el nuestro, por lo tanto se plantea
la posibilidad del uso de este antimicrobiano como una alternativa de tratamiento para la
erradicacion de H. pylori.

12



CONCLUSIONES

Se determind que la prevalencia de la resistencia de H. pylori a tetraciclina en
aislamientos colombianos es del 0,98%, siendo este un resultado favorable para ser
utilizado como un tratamiento de erradicacién para H. pylori.

La concentracion minima inhibitoria 0.062 ug/ml presento la mayor frecuencia de los
aislamientos estudiados en comparacion con las otras concentraciones analizadas.

RECOMENDACIONES

En cuanto a la Unica cepa resistente se recomienda realizar posteriormente en otros
estudios un analisis molecular con el fin de confirmar la presencia de mutaciones que
posiblemente estén alterando la susceptibilidad de H. pylori a tetraciclina.

Se recomienda en posteriores estudios evaluar la prevalencia de la resistencia de H.
pylori a tetraciclina analizando una misma cantidad de aislamientos “antro” y “cuerpo”
con el fin de observar cual de las dos regiones gastricas presenta una mayor
resistencia frente a este antimicrobiano.

Como se logr6 observar la tasa de resistencia de los antimicrobianos esta
relacionada segun los niveles de desarrollo de cada pais, siendo de gran importancia
tener en cuenta para posteriores estudios, variables como nivel socioeconémico,
educacidn, condiciones sanitarias entre otras.
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