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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza principalmente el moco gastrico
y la superficie del epitelio gastrico, desempefiando un papel fundamental en el
desarrollo de enfermedades digestivas como gastritis cronica, dispepsia, Ulceras,
linfoma y cancer gastrico. La infeccion por esta bacteria es un problema de salud
publica y ocurre con mayor frecuencia en paises en vias de desarrollo,
actualmente hay diversas opciones de tratamiento, entre ellos, el sugerido por el
Consenso de Maastricht a nivel internacional, que tiene como propdésito alcanzar
o superar el 90% de curacion, este se compone de un inhibidor de bomba de
protones y la combinacion de dos o tres antibiéticos; sin embargo, hasta el
momento aun se presentan dificultades para curar la infeccién, favorecidas

principalmente por la resistencia de la bacteria a los antibiéticos de terapia.

En El Salvador existen escasos estudios publicados sobre esta tematica, por lo
gue esta investigacion fue realizada para generar conocimiento actualizado de
las caracteristicas de la bacteria y su respuesta a la terapia antimicrobiana
propuesta a nivel internacional. Para ello, se realizaron aislamientos de
Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas, obteniéndose un 2% de
aislamientos positivos y un 98% negativos; y se evalud la respuesta de las cepas
aisladas a los antibiéticos de terapia de primera linea propuestos por el Consenso
de Maastricht, donde se obtuvo sensibilidad a Amoxicilina y resistencia a
Claritromicina y Metronidazol. El bajo porcentaje de aislamiento limité la
posibilidad de presentar datos significativos para establecer una tendencia
general del comportamiento de la bacteria en nuestro pais hacia los antibiéticos
evaluados, este fendmeno se asoci0 a deficiencias en aspectos como:
inadecuada preparacion de los pacientes, numero de muestras utilizadas por
paciente, procesamiento lento de las muestras y baja selectividad del medio de
cultivo empleado, por lo que se recomienda corregirlos para obtener mayores
porcentajes de aislamiento que permitan conocer mejor las caracteristicas y

susceptibilidad de Helicobacter pylori a los antibioticos de terapia.
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1.0 INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, curvada, micro aerofilica,
productora de enzimas como ureasa, catalasa y oxidasa, utiles para su
crecimiento e identificacion; sus sitios principales de crecimiento incluyen el moco
géstrico, la superficie del epitelio gastrico, la base de las criptas presentes en el
estdmago Y el interior de las células epiteliales. Esta bacteria esta asociada a
diferentes enfermedades digestivas como gastritis cronica, dispepsia, Ulcera

péptica o duodenal, linfoma y cancer gastrico.

La infeccion por Helicobacter pylori es una de las mas comunes en el hombre y
aunque ocurre en todo el mundo, la prevalencia aumenta cuando disminuye el
nivel de desarrollo. Para el manejo de la infeccion, el Consenso de Maastricht
recomienda cuatro lineas de tratamiento antimicrobiano cuyo objetivo es alcanzar
o superar el 90% de curacion de la infeccion; sin embargo, hasta el momento ain
existen dificultades para lograrlo, favorecidas por circunstancias como resistencia
a los antibioticos, falta de adherencia al tratamiento e inadecuada supresion del

acido estomacal.

En El Salvador existen pocas investigaciones publicadas al respecto, a pesar que
en América Central la prevalencia de la infeccién es de 53% aproximadamente y
los estudios en esta regidn no se actualizan frecuentemente. Ademas, en nuestro
pais no hay datos publicados que proporcionen informacién de la susceptibilidad
de la bacteria a los antibidticos de la terapia de primera linea (Claritromicina,

Amoxicilina y Metronidazol) propuesta a nivel internacional.

La investigacion se llevo a cabo con el proposito de generar informacion sobre la
bacteria Helicobacter pylori aislada de pacientes salvadorefios y determinar su
respuesta a la terapia antimicrobiana de primera linea que propone el Consenso

de Maastricht, compuesta por Claritromicina, Amoxicilina y Metronidazol.
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En este estudio se realiz6 el aislamiento de Helicobacter pylori a partir de biopsias
gastricas que fueron tomadas por un médico residente del servicio de
gastroenterologia a pacientes de dicha area del Hospital Nacional “Dr. Juan José
Fernandez”, Zacamil, previa firma de un consentimiento informado. Con los
aislamientos se procedié a hacer identificacibn microscépica, macroscopica y
pruebas bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa), las cepas positivas se
utilizaron para demostrar la respuesta in vitro a Claritromicina, Amoxicilina y
Metronidazol, ademas se amplificé el gen que codifica el ARN 16s en las cepas
positivas mediante la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR). La
investigacion fue desarrollada en las instalaciones del Laboratorio de Control de
Calidad Microbioldgica de la Facultad de Quimica y Farmacia, Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia, ambas de la Universidad de El
Salvador y en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Evangélica

de El Salvador en los meses de julio a diciembre de 2019.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas y determinar

Su respuesta a la terapia antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

222

2.2.3

224

2.2.5

Obtener cultivos microbiolégicos de Helicobacter pylori a partir de

biopsias de cuerpo y antro gastrico.

Caracterizar las cepas aisladas de Helicobacter pylori por medio de
morfologia macroscopica, microscopica y pruebas bioquimicas:

ureasa, catalasa y oxidasa.

Verificar la presencia del gen ARN 16s en las cepas aisladas por medio
de técnicas de biologia molecular: Reaccidbn en cadena de la
polimerasa (PCR) ARN 16s.

Determinar la respuesta in vitro de las cepas aisladas a los antibioticos
de terapia de primera linea establecidos en el Consenso de Maastricht:

Claritromicina, Amoxicilina y Metronidazol.

Proporcionar los resultados de la investigacion al servicio de

Gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez”.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 ANATOMIA DEL ESTOMAGO

El estbmago es un reservorio muscular con forma de J interpuesto entre el
esofago y el duodeno, estd situado en el cuadrante superior e izquierdo del
abdomen. Clasicamente se divide en 3 porciones: fondo, cuerpo y antro,
mediante 2 lineas convencionales: una horizontal que pasa por el cardias, y otra

vertical desde la incisura angularis hasta la curvatura mayor.

En su configuracion externa se distinguen (Ver Figura N°. 1) (2

- Una porcion vertical, en la cual se distinguen los segmentos:
1. Fondo, es la parte mas alta y ancha del estbmago
2. Cuerpo, tiene forma cilindrica y esta bien limitado por sus bordes

laterales

- Una porcion horizontal, donde se encuentra el antro, es oblicua hacia
arriba y a la derecha configurando un embudo que se estrecha en
direccién al piloro.

- Dos bordes o curvaturas, una mayor y una menor

- Dos orificios: de cardias y pilérico

En su configuracion interna presenta una capa cubierta por mucosa que presenta
un conjunto de pliegues longitudinales grandes y alargados que tienen la funcién
de multiplicar la superficie de la mucosa. Cuando el estbmago se llena, los
pliegues desaparecen y reaparecen de nuevo cuando tiene lugar el proceso de

vaciado.

En la superficie interna de los pliegues, existen un conjunto de orificios que se

llaman criptas, en donde desembocan las glandulas gastricas.



1 —_— ‘n De
\ F / p
b T A, la |2
g% S
<
. D
: | e
c L8
4— +95
s
9 ' :

Porcién horizontal

Estomago. Configuracion externa

F. Fondo
C. Cuerpo
A Antro

a. Limite entre fondo y cuerpo

b. Limite entre antro y cuerpo (descripcion con criterio histoldgico)
c. Limite entre cuerpo y antro (descripcién anatomica clasica)
1. Eséfago abdominal

2. Cardias

3. Incisura cardiaca (angulo de His)

4.  Curvatura menor

5 Curvatura mayor

6. Tuberosidad menor

7. Tuberosidad mayor

8 Incisura angularis

9. Piloro

10. Primera porcién duodenal

Figura. N° 1. Configuracion externa del estbmago
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3.2. ASPECTOS GENERALES DE Helicobacter pylori.
3.2.1 TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La clasificacion taxondmica de Helicobacter pylori segun Marshall y Warren es la

siguiente:

- Dominio: Bacteria

- Filo: Proteobacteria

- Clase: Epsilonbacteria

- Orden: Campylobacterales
- Familia: Helicobacteraceae
- Género: Helicobacter

- Especie: pylori

Helicobacter pylori es un microorganismo curvado, microaerdfilo que mide de 2 a
4 um de longitud y de 0.5 a 1 um de ancho, con 1 a 3 espirales. Presenta de 5 a
7 flagelos enfundados, unipolares, de aproximadamente 3 um de longitud
protegidos de la degradacion debido al medio acido por una vaina de estructura
lipidica. 2 15 17,2699 Microscépicamente es un bacilo Gram negativo, que presenta
forma curva o de S (Ver figura N° 2), macroscopicamente en Agar Columbia
suplementado con sangre y antibiéticos, las colonias se observan puntiformes,

brillantes y transparentes o con un leve color grisaceo (Ver figura N° 3).

R - 5 g ~
P ey o i P
e - A
- b 4 g
x L] 0 d ?"_ % o \ & %(
v e v 7 %4
oY« 3 ‘ y A
= va
¥ o ~/ 5 N 4~ -
N e S ) - )@4 L IS Ry
1 d
Y p . ‘l P Y A
X ¢ a\ LR Ny ot o a
: * ©,
- > ‘ \ ~
8- K By Sl SRy
\ Vi v o »
D
> - '\\'.— % ) Bt """~Y y
- . N - - o
. AV SR I s R T
| B S 7 s i s o R
R A Vst ; J P i;‘x'» .
J 7*;‘ - s 0 2 TR = '.‘ Y 2
i e s e e e
A 3 $' \ Y,
A | N ‘ ) ) 4 \
8 P 5 P L9 w
'S

Ny
s =R ¥ . g g
the I B ST ONA S w0

Figura. N° 2 Morfologia microscépica de Helicobacter pylori.
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Figura. N° 3. Morfologia macroscépica Helicobacter pylori en medio selectivo:
Agar Columbia mas sangre desfribrinada de cordero al 7% vy
suplemento DENT.

3.2.2 CONDICIONES MICROBIOLOGICAS PARA EL CULTIVO DE
Helicobacter pylori.

La utilidad e importancia del cultivo para Helicobacter pylori radica en poder
conocer sus caracteristicas de crecimiento, diversidad genética, epidemiologia y
en la posibilidad de determinar la resistencia bacteriana a los antibiéticos usados
en el tratamiento de erradicacion, debido a ello es imprescindible conocer y
proporcionar las condiciones en las cuales se puede lograr un crecimiento 6ptimo

del microorganismo.

Helicobacter pylori es un microorganismo nutricionalmente exigente,
frecuentemente requiere medios suplementados con sangre o suero, estos
actuan como fuentes adicionales de nutrientes y lo protegen del efecto toxico de
los acidos grasos de cadena larga. o Los medios de cultivo sélidos bases mas
frecuentes son agar Mueller-Hinton y agar Columbia y los suplementos mas
comunmente empleados son la sangre o derivados de ella. Otros suplementos
son el suero de caballo, lisado de eritrocitos y hemina, extracto de levadura,

peptona, e Isovitalex (suplemento quimico de enriquecimiento).
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Dos aspectos importantes a considerar en relacién con la sangre son, en primer
lugar, la cantidad utilizada, ya que un aumento en la proporcion al 7-10% mejora
significativamente el crecimiento en comparacion con el 5%. En segundo lugar,
el tipo de sangre utilizada, encontrandose un crecimiento mas denso con sangre

de caballo al 10% y lisada al 7%. «

Con el objeto de evitar el crecimiento de contaminantes que pueden acompafhar
a Helicobacter pylori en la biopsia es necesaria la utilizacion de inhibidores que
no afecten su viabilidad; esta bacteria es resistente in vitro a la vancomicina,
sulfametoxazol, trimetoprim, cefsulodina y polimixina B, los cuales pueden
utilizarse en los medios selectivos para su aislamiento exclusivo. ;) Actualmente
es utilizado el suplemento selectivo DENT, que contiene vancomicina,

trimetroprim, polimixina B y anfotericina B. (

Respecto a las condiciones de incubacion, Helicobacter pylori requiere para su

crecimiento una atmésfera con las siguientes caracteristicas .

- 5-10% de Oz, 5-10% de CO2y 80-90% de N2
- Temperatura de 35-37°C que asemeje la temperatura corporal normal
-  Humedad del 95% e

- incubacién de hasta 10 dias antes de considerar negativo el cultivo.

Estas condiciones se obtienen utilizando cabinas de microaerofilia o con sobres
comerciales que proporcionen las caracteristicas anteriores. Estos Ultimos
proporcionan resultados muy buenos, pero tienen como inconveniente la

necesidad de reemplazar los sobres una vez abiertas las jarras. o

3.2.3 FACTORES DE VIRULENCIA

La busqueda de los factores causantes de ulceracion se ha intensificado en los
ultimos afnos, sefialandose entre ellos a la ureasa bacteriana, adhesinas, catalasa

y la produccién de citotoxinas. (o
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3.2.3.1 UREASA

Epidemiolégicamente el estbmago se conoce como una barrera acida que es
capaz de eliminar a muchas bacterias que llegan al estbmago con la ingesta de
agua y alimentos. Por lo tanto, la colonizacion de la mucosa géstrica por
Helicobacter pylori implica la capacidad de esta bacteria para sobrevivir y

adaptarse en ese ambiente acido gracias a la produccion de la enzima ureasa.

(20)

La enzima ureasa es producida por todas las cepas de Helicobacter y es una
enzima extremadamente activa, con un peso molecular de 600 kDa. @ Esta
enzima degrada la urea formando amonio y carbamato, con el cual el entorno de
la bacteria es relativamente alcalino, permitiendo a la bacteria a sobrevivir en pH
de 1.5 — 2 por periodos cercanos o superiores a las 2 horas siempre y cuando

disponga de cantidades suficientes de urea. ()

La ureasa es capaz, por si misma, de estimular la quimiotaxis de monocitos y
neutrofilos, activar los macréfagos e inducir una respuesta humoral. Por otro lado,
el amonio resultante de la hidrolisis de la urea es un potente toxico para las
células eucariotas. @ El potencial de virulencia de esta enzima se refleja en la
fuerte respuesta de inmunoglobulinas séricas generada contra ella, detectada en
pacientes con gastritis activa debido a Helicobacter pylori, siendo responsable de

una mayor activacion y estimulacion del sistema inmune. o

3.2.3.2 ADHESINAS

Helicobacter pylori tiene una especial afinidad para adherirse al epitelio de la
mucosa gastrica, lo cual sugiere la existencia de adhesinas especificas. o La

colonizacion de la mucosa lleva implicito como paso previo la capacidad de la de
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bacteria para adherirse al epitelio gastrico, lo cual es esencial para la induccion
de gastritis. Esta adherencia ocurre mediante la interaccién entre las adhesinas
bacterianas y los receptores del hospedero que estan representados por algunas

proteinas de la matriz extracelular.

La adhesion de Helicobacter pylori a las células epiteliales gastricas provocan
lesiones que se caracterizan por la pérdida de las microvellosidades del epitelio
gastrico en el sitio de adhesidn, lo que conduce a la formacion de una estructura
similar a un pedestal de unos 5 nM de didmetro, con uniones estrechas entre la
bacteria y la superficie celular. & La adhesion a la mucosa géstrica hace que la
toxina se libere justo en el epitelio blanco. Ademas, estudios in vitro demuestran
que la adherencia es necesaria para la induccion y liberacion de citocinas
proinflamatorias; por lo tanto, la adherencia no debe ser considerada como un
evento aislado sino méas bien como parte de un proceso complejo que involucra

quimiotaxis. o

3.2.3.3 CATALASA

Esta enzima actia protegiendo a la bacteria de la agresién por parte de los
metabolitos de oxigeno, especialmente de perdxido de hidrogeno. Se cree que
este efecto es importante en algunas bacterias como mecanismo de resistencia
a la destruccién provocada por los neutrofilos, que son una fuente importante de
radicales de oxigeno. Helicobacter pylori no solo posee una elevada actividad
catalasa, sino que esta catalasa no es inhibida por altas concentraciones de
peréxido de hidrogeno.

3.2.3.4 CITOTOXINAS

Se han descrito dos posibles tipos de citotoxinas producidas por Helicobacter

pylori, una de efectos Vacuolizantes (vacA) y otra de naturaleza Citoletal (cagA).
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3.2.3.4.1 vacA (“vacuolization associated gen”)

La proteina vacA, también denominada “toxina vacuolizante” tiene una secuencia
homologa a las proteinas transportadoras de iones de la mucosa gastrica (H+ /
k+ ATPasa) y es una proteina termolabil de 82 a 87 kDa. 2 Se ha clonado el gen
(vacA) que codifica esta proteina que esta presente en todas las cepas; sin
embargo, menos de la mitad expresan la citotoxina, hecho que parece estar en

relacion con la diferencia de diferentes alelos. o

Se han logrado identificar diferencias genéticas entre el alelo vacA de las cepas
productoras llamadas (s1) y de las no productoras de la toxina in vitro llamadas
(s2), comprobando que las cepas vacA tipo sl estan asociadas con mayor
inflamacion géstrica y Ulcera duodenal, mientras que las de s2 se asocian con
menor inflamacion y menor prevalencia de Ulcera. o

Por lo tanto, las cepas que expresan la citotoxina vacA se caracterizan por que
producen la formaciéon de vacuolas en las células epiteliales, induciendo una
respuesta inmunoldgica logrando realizar la deteccién de anticuerpos anti-vacA

en suero. o

3.2.3.4.2 cagA ("cytotoxin associated gen")

La busqueda de una respuesta para la incongruencia entre la citotoxicidad y la
presencia del gen vacA, llevo al hallazgo del gen cagA cuya presencia se

relaciona con la expresion del gen vacA y por lo tanto con la toxigenicidad. ¢

Este gen codifica una proteina de 120 kDa, denominada citotoxina cagA, la cual
parece liberarse dentro de la célula epitelial gastrica. Esta citotoxina es capaz de
generar una respuesta inmunolégica en el individuo infectado, generando
anticuerpos circulantes, lo cual ha permitido el desarrollo de test seroldgicos para

el diagnéstico de las cepas portadoras del gen cagA. o
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Mediante la identificacion del tipo de estos dos genes y sus proteinas, las cepas
de Helicobacter pylori se han clasificado en dos grupos: la cepa tipo | expresan
ambas proteinas (CagA+ / VacA+) presentes en el 56% de los casos, Yy el tipo I
gue no produce ninguna proteina (CagA- / VacA-) presente en el 16% de los
casos. La cepa cagA+ al ser mas virulentas estan asociadas con ulceracion
duodenal, gastritis atréfica, adenocarcinoma y recientemente se ha demostrado
gue producen una profunda inflamacién con una densidad bacteriana en el antro
gastrico de alrededor de 5 veces la inducida por cepas cagA-. ¢ Por lo tanto, la
identificacion de los genes vacA y cagA permite identificar las cepas con mayor

virulencia y por tanto asociadas con cuadros clinicos mas severos.

3.2.4 PATOLOGIAS ASOCIADAS

Helicobacter pylori coloniza la mucosa gastrica y el epitelio, pudiendo causar el
desarrollo de mdultiples patologias o ser asintomatico. Su patogenicidad esta
definida por factores como: 3 produccion de ureasa muy activa que le permite
sobrevivir a pH acido; gran movilidad que facilita su penetracién en la capa de
moco gastrico; presencia de adhesinas en su superficie, y produccion de enzimas
(proteasas, lipasas) y citotoxinas que lesionan directamente las células epiteliales

gastricas.

Actualmente a nivel mundial se reconocen enfermedades digestivas causadas
por Helicobacter pylori, entre ellas se encuentran: gastritis, Ulcera péptica
(duodenal, o gastrica), adenocarcinoma del estémago distal (antro) y linfoma de
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés: Mucosa

Associated Lymphoid Tissue). a4

3.2.4.1 GASTRITIS

Actualmente se considera a la infeccion por Helicobacter pylori como la causa

mas comun de gastritis alrededor del mundo (un 70% de los casos asociados con
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gastritis cronica activa) « esta puede ser de predominio antral, la cual predispone
a ulceracion duodenal, o bien, predominante en cuerpo que se relaciona a

ulceracién gastrica y adenocarcinoma gastrico distal.

El mecanismo por el cual se provoca la gastritis no est4 actualmente del todo
claro; sin embargo, se ha visto que, por una parte, durante la infeccién se elevan
los niveles de gastrina, la cual juega un papel muy importante en la regulaciéon
fisiolégica de la secrecion de acido gastrico, que, a su vez, es factor en el
desarrollo de Ulcera péptica, ya que estos pacientes presentan una tasa de
secrecion gastrica tres veces mas alta que los individuos no infectados y, por
otra, el mecanismo inhibitorio representado por la somatostatina, se encuentra

alterado debido a la inflamacion provocada por la infeccion. s

3.2.4.2 ULCERA PEPTICA

Helicobacter pylori puede dafiar la mucosa protectora del estomago y del
intestino delgado. A causa de esto, el acido estomacal puede producir una llaga

abierta (Ulcera) gastrica o duodenal

El 90-95% de los pacientes con Ulcera duodenal presentan este microorganismo
y la Ulcera cicatriza al erradicarse la bacteria. Con respecto a la Ulcera gastrica
s6lo un 70% de este tipo de Ulcera estda asociado con la presencia del
microorganismo, debido a que el resto de ellas estan producidas por consumo de

antiinflamatorios no esteroideos.

En la formacion de la Ulcera intervienen diversos mecanismos, cobrando
importancia el hecho de que en los individuos infectados se encuentra un
desequilibrio entre la carga de acido y la capacidad amortiguadora, asi como en
la secrecién de bicarbonato, hecho demostrado por la normalidad en la secrecién

de este Ultimo ante la erradicacion de la bacteria. (o
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3.2.4.3 CANCER GASTRICO

En julio de 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer y la
Organizacion Mundial para la Salud clasificaron a Helicobacter pylori como un
carcindgeno categoria 1, los datos que soportaron la decisién para establecer
la categoria como carcindbgeno se fundamentaron en el andlisis de sus
mecanismos de colonizacion, patogenicidad, prevalencia elevada en paises
con alta incidencia de cancer gastrico, alto porcentaje de positividad en
casos de gastritis (85%), ulcera duodenal (10%) y gastrica (70%), y el
analisis de once series de casos de cancer gastrico donde se documentd
mediante estudio histopatolégico la presencia del bacilo en 43% a 83% de

los casos. @3

Helicobacter pylori se relaciona principalmente con el desarrollo de cancer
localizado con mayor frecuencia en el cuerpo y/o antro gastrico, durante el
proceso carcinogénico es posible detectar cambios histolégicos ordenados en
una secuencia establecida que se originan en la inflamacién, formacién de
gastritis no atrofica y luego atréfica, metaplasia intestinal, displasia y, finalmente,

la presencia del adenocarcinoma gastrico.

3.2.4.4 LINFOMA DE TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS (MALT)

Desde 1990, se encontro la participacion de Helicobacter pylori en la presencia
del desarrollo de linfoma MALT, asociacién ahora innegable e importante debido
a que representa el linfoma gastrico y, probablemente, gastrointestinal mas
comun, el cual es un linfoma de células B. La infeccion por esta bacteria causa
una respuesta inmunoldgica que lleva a una gastritis crénica con formacion de
foliculos linfoides dentro del estdmago, preferentemente en el antro, que, en un
individuo sano, no deberia de ocurrir. Se sabe que el MALT es producto de una
defensa inmune contra la infeccion y que la proliferacion es debida al estimulo

antigénico.
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3.2.5 VIAS DE TRANSMISION

Los mecanismos exactos por los cuales se adquiere Helicobacter pylori son en
gran parte desconocidos. Este microorganismo tiene un rango de huéspedes
estrecho y se encuentra casi exclusivamente en humanos y algunos primates,
aunque en ocasiones ha sido posible aislarlo a partir animales de compafiia; por
lo tanto, la presencia de mascotas puede ser un factor de riesgo para la infecciéon

por Helicobacter pylori. ¢

Se ha postulado que la infeccion con Helicobacter se adquiere en la infancia,
ademas, esta infeccidén que afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, se
presenta con mayor prevalencia en paises en desarrollo que en paises
industrializados, lo que se ha asociado con el nivel sociocultural y econémico de
la poblacion, En tal sentido se han propuesto dos vias de transmision

fundamentales, la via “fecal - oral” y la via “oral — oral”. 12

3.2.5.1 TRANSMISION “Fecal — Oral”

En esta via Helicobacter pylori adherido a la mucosa gastrica como consecuencia
del rapido recambio celular de la misma es eliminado a la luz géstrica. El
contenido gastrico pasa al intestino, alcanzando el colon y expulsandose con las
heces al medio ambiente. De esta forma se contaminan aguas y alimentos y a

través de los mismos forma un circulo infeccioso. uz

Existen muchos argumentos a favor de una transmision fecal — oral de la
infeccion. Asi, no solo se ha podido detectar Helicobacter pylori en las heces de
pacientes con gastritis mediante técnicas moleculares, sino que también han
podido cultivarse formas viables de muestras procedentes de heces. s Ademas
su deteccion en muestras de aguas residuales, apoyan el papel del agua como

vehiculo transmisor de la infeccion.
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3.2.5.2 TRANSMISION “Oral - Oral”

En esta via se propone que Helicobacter pylori presente en el jugo gastrico, y
como consecuencia del reflujo gastroesofagico, alcanzaria la cavidad oral
contaminando la saliva y a través de la misma transmitirse a otras personas,
pudiendo actuar como vehiculo de transmision las manos, fomites, gotitas de
Pflige, vomitos y diversos instrumentos como son los endoscopios. as)

La base de esta propuesta ha sido el hallazgo de Helicobacter en placa dental,
en saliva o bien la identificacion de su genoma en saliva; también se apoya en
las reacciones positivas de ureasa en muestras de saliva; pero otras bacterias de
la flora oral podrian dar esta prueba positiva, por lo que tal prueba no es muy

aceptada. «)

3.2.6 PREVALENCIA MUNDIAL Y LATINOAMERICANA

La infeccion por Helicobacter pylori es una de las mas comunes en el hombre y
varia globalmente segun los factores socioeconémicos y los niveles de higiene,
su prevalencia aumenta cuando disminuye el nivel econémico, siendo mas
frecuente en los paises emergentes o en vias de desarrollo, en los que puede

superar el 70%. @

Mas de la mitad de la poblacion mundial esta infectada, en agosto de 2017 fue
publicado un analisis realizado en base a datos proporcionados por MEDLINE y
EMBASE durante los afios 1970 a 2010 acerca de 184 estudios para examinar
la prevalencia de H. pylori en 62 paises del mundo en diferentes momentos, el
cual demostré que a nivel mundial las regiones con mayor prevalencia fueron
Africa (70,1%), Sudamérica (69,4%) y Asia occidental (66,6%); las regiones con
la prevalencia mas baja fueron Oceania (24,4%), Europa occidental (34,3%) y
Ameérica del Norte (37,1%). a3
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Los paises con mayor prevalencia fueron Nigeria (87.7%), Portugal (86.4%) y
Estonia (82.5%); los paises con la prevalencia mas baja fueron Suiza (18.9%),
Dinamarca (22.1%) y Nueva Zelanda (24.0%). .3

Comparando los periodos de 1970 — 1999 y 2000 — 2016, la prevalenciade  H.
pylori disminuyd en Europa (48,8% a 39,8%) y en América del Norte (42,4% a
26,6%), pero se mantuvo sin cambios en Asia occidental (53,6% a 54,3%) y
América Latina / Caribe (62.8% a 60.2%). a3

Las cifras a nivel de América Latina y el Caribe se asocian a los bajos
marcadores de nivel social, econdmico y cultural. Los datos de prevalencia
manejados hasta 2017 son ElI Caribe 52.6%, América Central 53.0%, Sur
América 69.4% y Ameérica del Norte 37.1%.

Prevalence of
Helicobacter pylori

[ Unknown
O < 40%
[ 40-49%
B 50-69%
B >70%

Figura. N° 4. Prevalencia mundial de Helicobacter pylori
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3.3 Helicobacter pylori, DIAGNOSTICO

Para diagnosticar la infeccion por Helicobacter pylori se pueden realizar métodos
invasivos (requieren endoscopia con toma de biopsia gastrica) o métodos no

invasivos (no requieren endoscopia previa).

La eleccion del método depende en gran medida de la disponibilidad y el costo;
ademas, hay que distinguir entre los analisis utilizados para establecer el
diagnéstico de infeccion y aquellos que buscan confirmar la erradicacion de esa
infeccion. Otros factores importantes son: situacion clinica, prevalencia de la
infeccion en la poblacién, probabilidad de la infeccion antes del analisis,
diferencias en la realizacion del test y factores que puedan incidir en los

resultados, tales como el uso de tratamiento contra la secrecion y antibioticos.

3.3.1 METODOS INVASIVOS

Estos métodos precisan la realizacién de una endoscopia, la toma de una biopsia
y la identificacion de la bacteria en el tejido géastrico; son considerados un
estandar de referencia para el diagnéstico de Helicobacter pylori y son los
indicadores principales para iniciar un tratamiento y lograr demostrar su

erradicacion.

3.3.1.1 ESTUDIO HISTOLOGICO

Este método diagndstico ha sido catalogado por algunos como el estandar de oro
para la deteccion de la infeccion por Helicobacter pylori. Es un método sencillo
que consiste en la observacion de la bacteria en los cortes histologicos de las

biopsias. o

Una de las grandes ventajas de la histologia es que permite evidenciar los

cambios patologicos asociados con la infeccion por esta bacteria como
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inflamacion, atrofia, metaplasia intestinal y malignidad, mediante el examen
histoldgico es posible distinguir las gastritis producidas por Helicobacter pylori de

las causadas por Helicobacter heilmannii, que es una bacteria también espiral. .

Las muestras obtenidas para estudio histolégico pueden conservarse hasta el
momento de su procesamiento en formaldehido y no precisan ningin medio de
transporte especial. .0 Se recomienda que para un estudio histopatologico la
obtencion de muestras gastricas debe ser de dos sitios diferentes: cuerpo y antro
gastrico, ademas la sensibilidad del método se ve afectada por el uso de
medicamentos como antibiéticos, bismuto e inhibidores de la bomba de protones.

(12)

3.3.1.2 CULTIVO

Es otro método de diagnéstico altamente especifico para la identificacion de
infeccion activa por Helicobacter pylori. alas muestras para su cultivo son la
mucosa del estbmago obtenidas con biopsias, asi como también del jugo gastrico
ya que por el continuo recambio y descamacion del epitelio gastrico puede

desprenderse hacia el lumen. ¢

Para el cultivo de Helicobacter pylori las muestras se obtienen de mucosa
gastrica principalmente en el cual el tiempo que tarda en formar las colonias es
de 4 a 7 dias en condiciones de 5 — 10% Oz, 5-10 % COz2, 80 — 90 % N2, humedad
del 95% y temperatura entre 35 y 37°C en un medio complejo de sangre, sueroy
antibioticos. @7 Se recomienda para la toma de muestras se sigue el protocolo
recomendado para la toma de biopsias en pacientes con gastritis cronica
propuesto por el sistema Sidney, que consiste en tomar 5 biopsias 2 muestras
antrales, 2 muestras de cuerpo y una muestra a partir de la incisura angularis; en
pacientes con un tratamiento previo con antibioticos es necesario esperar al

menos 4 semanas tras la dltima dosis. o
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Las biopsias deben ser trituradas y/o pulverizadas con suero fisioloégico antes de
emplearse al medio, se debe tomar una asada y extenderse en la superficie
aplicando el método de extension para aislamiento; para el transporte de las
biopsias se debe realizar en tubos con rosca estériles con 0.5 mL de suero
fisiolégico en un méaximo de 6 horas; en la identificacion se siembra en diferentes
caldos y agares entre ellos agar Columbia y tripticasa de soja suplementados
generalmente con suero fetal de bovino, lisado de eritrocitos, extracto de
levadura, peptona y extracto de cianobacterias adicionando sangre de bovino o
equino entre un 7 a 10% y antibidticos. @, Para la conservacion de la bacteria se
realiza en caldo tripticasa soja o BHI con glicerol al 20% las cuales se almacenan

en congelador a -80°C o N2 liquido. 2

3.3.1.3 PRUEBA RAPIDA DE UREASA

Por su sencillez, rapidez y bajo costo, se considera como una técnica de eleccioén
para el diagnostico inicial de la infeccion por Helicobacter pylori en aquellos
pacientes que se someten a endoscopia. uo La prueba rapida de ureasa es una
técnica que determina la actividad de la enzima ureasa en una pequefia muestra
de mucosa gastrica, dicha prueba es universalmente empleada para detectar la

presencia de este microorganismo.

Para su realizacion se coloca una muestra de biopsia gastrica en un tubo con
urea que contiene un indicador que cambia la coloracion del medio al variar el
pH. Si la muestra contiene ureasa (y por lo tanto Helicobacter pylori) se hidroliza
la urea y se forman iones amonio (NH2-CO-NHz2-ureasa — 2NHs3 + CO2) esta
reaccion es alcalina lo que modifica el color del indicador que cambia de color

amarillo a rojo sefialando el resultado positivo. a2

La prueba se puede realizar a temperatura ambiente, aunque la sensibilidad es

mayor si se incuba a 37 °C, se realiza con urea de Christensen al 2% con
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resultado a las 24 horas, la rapidez del resultado depende de la cantidad de
bacterias presentes en la muestra, siendo suficiente una minima cantidad de >104
UFC/mL. (10)

3.3.2 METODOS NO INVASIVOS

Estos métodos utilizan las caracteristicas de la bacteria (como la capacidad de
producir ureasa) y la respuesta inmunolégica del huésped (deteccion de
anticuerpos especificos) para establecer el diagnéstico de la infeccidn
por Helicobacter pylori. Por no precisar la realizacion de una endoscopia, reciben

también el nombre de métodos «no invasores».

3.3.2.1 PRUEBA DEL ALIENTO

Es una prueba utilizada para el diagndstico de la bacteria antes del tratamiento,
esta basada en la capacidad de la ureasa producida por Helicobacter pylori para
hidrolizar una solucién de urea previamente marcada con 13C o *C. El paciente
ingiere la solucion y se recogen muestras de aire espirado tras determinados
periodos de tiempo, comenzando 30 minutos después de la ingestion;
previamente y tras un ayuno nocturno se habra recogido otra muestra de aliento
basal. Si Helicobacter pylori se encuentra en el estbmago, éste hidroliza la urea
gracias a su ureasa y se libera CO2 marcado con el isétopo de carbono utilizado,
el cual se absorbe, difunde a sangre, se transporta a los pulmones y es excretado

a través del aliento espirado (Ver figura N° 5). o

Los resultados de cada muestra del aliento son emitidos por un espectrémetro de
masas y se expresan en unidades delta, definidas como la expresion en tantos
por mil de la relacion de 13C o “C/*2C de la prueba con respecto al estandar (o),
si se detecta un incremento significativo, se revela la presencia de Helicobacter

Pylori. Como precaucion para evitar falsos negativos se debe cumplir con un
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ayuno de 8 horas previas y no realizarse después de un tratamiento con

antibioticos ni antiacidos. s

Las mayores ventajas que presenta la utilizacion de 3C es que se trata de un
isétopo natural estable y no radiactivo, por lo que se puede repetir la prueba
tantas veces como sea necesario, incluso en nifios y en mujeres embarazadas.
El principal inconveniente es que para la lectura del aire espirado se necesita un
espectrometro de masas, lo que supone una elevada inversion inicial.

Por otro lado, la urea marcada con “C es mas barata. Sin embargo, aunque la
dosis de radiacién administrada al paciente es baja, es necesaria la licencia para
Su manejo, precisa un almacenamiento adecuado y no puede realizarse en nifios

ni en mujeres embarazadas.

BC-urea
Ureasa
H. pylori
“C0, en aire
espirado BCO, +NH,

]
/H

Figura. N° 5. Fundamento de la prueba de aliento con urea marcada con 3C

3.3.2.2 SEROLOGIA

Las pruebas serologicas para el diagnéstico de la infeccién por Helicobacter
pylori se basan en estudiar la presencia de anticuerpos especificos en suero,
saliva u orina frente a antigenos de este microorganismo que aparecen como
consecuencia de la respuesta inmunitaria que se produce tras la infeccion. Por
ello, estas técnicas indican Unicamente una exposicion previa al microorganismo,
pero no discriminan entre personas con infecciébn activa y enfermedad e

individuos sanos previamente expuestos a la infeccion. g
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Entre las técnicas serologicas ensayadas para detectar Helicobacter pylori
destacan dos: Western Blot y la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA); el
Western Blot es la mejor técnica para identificar y caracterizar bioquimicamente
las preparaciones antigénicas y sus variaciones pero es laboriosa, ELISA es una
técnica poco compleja que puede ser realizada por personal relativamente
inexperto y permite obtener resultados cuantitativos, sin embargo es dificil

seleccionar el antigeno mas adecuado para la prueba.

Helicobacter pylori provoca una respuesta inmunitaria consistente en un aumento
transitorio de IgM, seguido de un aumento de anticuerpos de los tipos IgG e IgA
que persisten durante la infeccion. Puesto que los anticuerpos IgM se detectan
sOlo transitoriamente, tienen poco valor para el diagnostico. La principal
respuesta sistémica es de tipo IgG por lo que la deteccion de estos anticuerpos
es la mas utilizada para el diagnostico por la técnica de ELISA. o En la técnica
del Western Blot se estudia la respuesta frente a antigenos concretos, como cagA

y vacA. y

La principal ventaja de las técnicas seroldgicas es que no se ven afectadas por
el tratamiento reciente con antibidticos o antiacidos, que pueden aclarar
temporalmente la infeccion por Helicobacter pylori e inducir un falso resultado

negativo con otros métodos diagndsticos.

3.3.2.3 ANTIGENO EN HECES

Se trata de un ensayo cualitativo que permite la deteccién de antigeno de
Helicobacter pylori en muestras de heces. Existen varios sistemas comerciales
gue permiten detectar la presencia de antigeno en heces con anticuerpos
policlonales o monoclonales. ) Se ha descrito como valida para establecer el
diagnostico inicial, verificar la eficacia del tratamiento en las cuatro o seis
semanas posteriores a su realizacion y comprobar la reaparicion de una

infeccion.
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En general consiste en una técnica de enzimoinmunoanalisis preparado con
anticuerpos policlonales anti- Helicobacter pylori y se ha asociado con una
elevada sensibilidad y especificidad. Las principales ventajas son su sencillez,

rapidez y economia. o

3.3.3 METODOS MOLECULARES: PCR ARN 16s

Este método invasivo permite la deteccién de Helicobacter pylori aunque este no
sea visible mediante tincién histolégica y no muestre reacciones cruzadas con
otros microorganismos, con la aplicacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), es capaz de detectar pequefias cantidades de ADN, utilizando
cebadores o primers que derivan de secuencias de fragmentos clonados de la
bacteria, secuencias de nucledtidos del gen de la ureasa clonado (UreA)
secuencias del gen 16S ARNr o de la proteina de 26 kDa especifica de
Helicobacter pylori. @ Una de las grandes ventajas de este método para la
deteccion de Helicobacter pylori es que no se requiere un método especial de
transporte de muestras obtenidas y que no es preciso que la bacteria esta viva
para hacer el diagnéstico, ademas proporciona un rapido resultado de deteccién
de la infeccion (aproximadamente un dia) y es tan sensible como el cultivo para
confirmar la erradicacion y detectar un fracaso terapéutico. Sin embargo, debido
a su alta sensibilidad, el PCR tiene el riesgo de proporcionar falsos resultados
positivos como consecuencia de la existencia de residuos de ADN de
Helicobacter pylori en los endoscopios por una mala limpieza o desinfeccion o

por contaminacion durante su uso en el laboratorio. a2

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ADNr 16S incluye 3 etapas: a) Amplificacion del gen a partir de la muestra
apropiada; b) Determinacién de la secuencia de nucleotidos de la ampliacion, y

c¢) Andlisis de la secuencia, (Ver figura N° 6). o
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Figura N° 6. Etapas a seguir en el proceso de identificacibn bacteriana
mediante secuenciacion del ADNr 16S. ()

3.4TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO
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3.4.1 INDICACIONES DE TRATAMIENTO

El Consenso de Maastricht aborda aspectos relacionados con la infeccion por
Helicobacter pylori, entre ellos el tratamiento a seguir para su erradicacion, el cual
esta indicado en los siguientes casos: Ulcera péptica, posterior a reseccion parcial
por cancer gastrico, linfoma géstrico tipo B de la zona marginal (MALT), gastritis
atrofica, metaplasia intestinal, pacientes con infeccion por Helicobacter pylori y
antecedente de familiar de primer grado con cancer gastrico, consumidores
cronicos de inhibidores de bomba de protones, anemia ferropénica no explicable
por otras causas, uso crénico de antiinflamatorios no esteroides (AINES) en
pacientes con antecedente de Ulcera péptica y en casos de purpura

trombocitopénica idiopética e infeccion por Helicobacter pylori. ¢

Son indicaciones relativas para el tratamiento de erradicacion, el consumo
cronico de AINES sin antecedente de Ulcera péptica y la dispepsia con evidencia

de infeccion por Helicobacter pylori.

3.4.2 ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

Desde cuando fue descubierto Helicobacter pylori, su erradicacién ha constituido
uno de los mas importantes retos en la gastroenterologia, a nivel mundial la
terapia de primera linea recomendada es la triple terapia convencional. (s ESta
contintia siendo en todas las guias internacionales el tratamiento inicial para la
erradicacion de Helicobacter pylori, que incluye un inhibidor de bomba de
protones mas la combinacion de 2 antibidticos, ya sea claritromicina con
amoxicilina o metronidazol, durante al menos 7 dias, segun dicta el algoritmo

para el tratamiento de la infeccion s (Ver figura N° 7).

La eficacia de la terapia triple en los estudios publicados ha sido siempre inferior

al 75%. En un estudio multicéntrico reciente utilizando la terapia triple durante 14
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dias con dosis altas de IBP se consiguié incrementar la eficacia hasta el 81%. q7
Actualmente se recomienda que un tratamiento erradicador sea considerado
efectivo cuando sea capaz de curar la infeccion por Helicobacter pylori en un
porcentaje proximo o preferiblemente superior al 90% de los pacientes. Sin
embargo, en todos los consensos europeos y espafoles previos se habia
establecido que una tasa de curacion igual o superior al 80% podia ser

considerada suficiente. ay

éAlergia a Peniciling? |+—

—
12 linea NO | , —»| Sl
IBF/12 h IBRM2Zh IBF/12 h
Amaxicilina 1 g2 h Pylera Bismuto 120 mg/G h
Claritromicina 500 mg/M2 h & capsulas/ h 240 mgH2 h
Metronidazol 500 mgiM2 h 10 dias Doxicicling 100 mai12 h
14 dias hetronidazal 500 mal h
10 0 14 dias
22 linea
IBF/12Z h IBFM1Zh IBFi12 h IBRH12h
Amaoxiciling 1a/12h Pylera Bismuto 120 mg/G h Claritromicina 500 mgM2 h
Levofloxacino 500 mo/24 h B capsulas/g h 240 mgM2 h Levofloxacino 500 mgf24 h
Bismuto 240 mg/12 h 10 dias Doxiciclina 100 mg/12 h 10 dias
14 dias Metronidazol 500 mg/ h
10 0 14 dias
32 linea
IBRMZ h IBF/MZ h IBF/M2 h
Pylera Bismuto 120 mg/G h 6 Amoxicilina 19/12h
G capsulasiG h 240mgf2 h Levofloxacino 500 mag/24 h
10 dias Doxiciclina 100 mgH2 h Bismuto 240 mgH2 h
Metronidazol 500 ma/3 h 14 dias
100 14 dias
42 linea
IBF/M2Z h
Amaxicilina 1912 h
Rifabutina 150 maf2 h
10 dias

Figura N° 7. Algoritmo para el tratamiento inicial y de rescate de la infeccion por
Helicobacter pylori. qy
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3.4.3 CAUSAS DE FRACASO DE TRATAMIENTO

En el fracaso del tratamiento pueden intervenir factores relacionados con el

mismo tratamiento, factores del paciente y factores de las cepas. o

Entre los primeros se pueden destacar las dosis inadecuadas, una duracion
incorrecta del tratamiento y el tipo y la dosis del inhibidor de la bomba de protones

utilizado.

Entre los factores del paciente destaca el cumplimiento del tratamiento (por el
elevado numero de dosis, por los efectos secundarios, etc) y el pais donde se

realiz6 el ensayo.

Entre los factores del microorganismo es muy importante la resistencia a los

antibiéticos y quiza las caracteristicas particulares de la cepa.

3.4.3.1 RESISTENCIA DE Helicobacter pylori A LOS ANTIBIOTICOS

Actualmente, los niveles de resistencia reportados a nivel mundial son:
metronidazol (50-80%), claritromicina (5-25%), tetraciclina (0-5%) y amoxicilina
(0-1%). Estudios realizados sobre la resistencia de esta bacteria a los antibiéticos
en el Salvador, han demostrado una alta resistencia a Metronidazol (86%) y

Tetraciclina (8%) y baja o nula a Claritromicina y Amoxicilina (0%). us

3.4.3.1.1 METRONIDAZOL

En el tratamiento contra la infeccion por Helicobacter pylori, el Metronidazol (Mtz)
ha sido uno de los antibidticos mas utilizados, pero su empleo en otras
infecciones ha traido como resultado el desarrollo de niveles elevados de
resistencia, varios estudios demuestran que la resistencia reduce el éxito de la

triple terapia convencional en un promedio del 37,7%. s
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El principal mecanismo de resistencia a los nitroimidazoles involucra dos genes
denominados rdxA y frxA. El gen rdxA codifica para una NADPH nitrorreductasa
insensible al oxigeno, dona electrones y activa al metronidazol. EI gen frxA
codifica para la NADPH flavinoxidorreductasa y contribuye en la activacion del
metronidazol en el interior celular. Las mutaciones que inactivan el gen rdxA
originan codones de parada o sustituciones que hacen a la proteina disfuncional.
En algunos casos, el gen frx A promueve la aparicion de resistencia y en otros se

presenta mutando junto con el gen rdxA. q»

La resistencia a metronidazol se ha relacionado con el uso frecuente en
enfermedades parasitarias e infecciones dentales y puede aumentar en mujeres

por su uso en infecciones ginecoldgicas.

3.4.3.1.2 CLARITROMICINA

La resistencia a claritromicina se ha incrementado en los ultimos afios a nivel
mundial, debido al incremento de su uso en enfermedades del tracto respiratorio
superior principalmente en paises desarrollados y en menor medida en paises en
desarrollo. Constituye el principal determinante en la efectividad de la
erradicacion de H. pylori con la triple terapia convencional (IBP-amoxicilina-

claritromicina). es

La resistencia de Helicobacter pylori a claritromicina es debido a diversas
mutaciones en el gen del RNA ribosomal 23S y especificamente en la region de
la actividad peptidiltransferasa, en el dominio V. Por lo tanto, el mecanismo de
resistencia a claritromicina se deberia a una disminucion de la capacidad de
union del antibidtico al ribosoma, de modo que no se afecte la sintesis de

proteinas. as

3.4.3.1.3 AMOXICILINA
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La amoxicilina es un antibiético ampliamente utilizado en diferentes patologias
infecciosas, tiene accién bactericida y actia frente a microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos, inhibiendo la biosintesis y reparacion de la pared
bacteriana. En estudios mundiales y locales se ha demostrado niveles muy bajos

de resistencia frente a Helicobacter pylori.

El mecanismo por el cual la bacteria ha creado resistencia se basa en mutaciones
descritas en las proteinas de union a penicilinas (PBP por sus siglas en ingles).
Se han descrito tres PBPs (PBP1l, PBP2 y PBP3). Recientemente se
demostraron que cambios en la PBP1 del Helicobacter pylori estan involucrados
en la resistencia a amoxicilina y que este fenotipo es trasmitido a otras cepas. Sin
embargo, este solo mecanismo no es suficiente para obtener altos niveles de

resistencia.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO
4.1 TIPO DE ESTUDIO
El estudio que se realiz6 fue de tipo experimental, transversal y exploratorio

- Experimental: Ya que se aislo el microorganismo de interés a partir de biopsias
gastricas de pacientes del servicio de gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr.
Juan José Fernandez”, Zacamil; la bacteria se analiz6 mediante métodos

microbiolégicos y moleculares, y pruebas bioquimicas.

- Transversal: los aislamientos del microorganismo de interés en la investigacion

se realizaron en el periodo de septiembre a diciembre de 2019.

- Exploratorio: Debido a la escasa investigacion de esta problematica en El
Salvador, se desarrollé el estudio con el fin de generar informacion sobre el
microorganismo Helicobacter pylori y determinar su respuesta in vitro a la terapia
antimicrobiana (Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol) propuesta por el

Consenso de Maastricht.
4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La investigacion bibliografica se llevd a cabo en las siguientes bibliotecas y bases

de datos

- Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador.

- Central, Universidad de El Salvador.

- Facultad de Medicina, Universidad de El Salvador

- Universidad Alberto Masferrer (USAM)

- Universidad José Matias Delgado

- Base de Datos ELSEVIER

- Base de Datos MEDLINE
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4.3 INVESTIGACION DE CAMPO
4.3.1 UNIVERSO

El universo lo constituyeron los pacientes del servicio de Gastroenterologia del

Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez”, Zacamil.

4.3.2 MUESTRA

La muestra estuvo conformada por biopsias gastricas de 50 pacientes, del
servicio de Gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez”,

Zacamil.

4.3.3 TIPO DE MUESTREO

Muestreo no probabilistico por conveniencia

El muestreo fue no probabilistico ya que no se conocia la probabilidad de ser
seleccionados los elementos que conforman el universo, no todos los pacientes
de dicha unidad consultaron por las mismas razones; y por conveniencia pues no
todos los pacientes estuvieron disponibles en el periodo del estudio, algunos

podian tener la intervencion programada para otros meses.

4.3.4 Criterios de inclusiéon

1. Pacientes mayores de 18 afios
2. Pacientes a los cuales el médico gastroenterélogo indique toma de biopsia

gastrica por presunta presencia de Helicobacter pylori.

4.3.5 Criterios de exclusioén

1. Pacientes menores de 18 afios
2. Pacientes a los cuales el médico gastroenterdlogo no indique toma de

biopsia gastrica por presunta presencia de Helicobacter pylori.
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4.4 PARTE EXPERIMENTAL
4.4.1 OBTENCION Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA

La parte experimental comenzo con la recoleccion de las muestras, para ello a
pacientes del area de gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José
Fernandez” que habian sido citados para la realizacion de una endoscopia por
presunta presencia de Helicobacter pylori, se les explico brevemente el propdsito
de la investigacion y el beneficio que obtendrian si participaban, si los pacientes
aceptaban participar, se les solicitaba firmar un consentimiento informado. (Ver

anexo N° 1).

Posteriormente, los médicos gastroenterélogos realizaran la endoscopia y la
toma de las biopsias, una del cuerpo y otra del antro gastrico, se coloc6 cada una
en un criovial que contenia 0.5 mL de caldo urea, se almacenaron en una hielera
para mantener las condiciones éptimas de las muestras y se transportaron las
muestras bajo autorizacién del Director de la Institucion de Salud al Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia para su analisis (Ver

anexo N° 2).

442 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA Y AISLAMIENTO DEL
MICROORGANISMO

Cada biopsia fue macerada totalmente, el producto de la maceracién fue
cultivado en un medio sélido adecuado, suplementado con los nutrientes
necesarios (Ver anexo N° 3), se incubd cada cultivo con las condiciones
requeridas por un periodo de 5-10 dias (Ver anexo N° 4). Se llevaron controles

ambientales, de los medios utilizados y del equipo de toma de muestras.

4.4.2.1 Preparacion y siembra de la muestra
- Macerar la muestra mecanicamente y en sentido horario, haciendo uso de

mortero y pistilo estériles.
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Remojar un hisopo estéril en el macerado.

Sembrar el macerado por hisopado en una placa de medio Agar Columbia
suplementado con 7% de sangre de cordero desfibrinada y suplemento
DENT en cual contiene los siguientes antibidticos (vancomicina,

trimetoprim, anfotericina B y cefsulodina).

4.4.2.2 Transporte de placas de cultivo a incubadora de CO2

Colocar las placas (un maximo de 4 placas) en un desecador limpio y seco
Introducir en el desecador un beaker con 3 tabletas de Alka Seltzer® y 10
mL de agua (para generar un ambiente microaerofilico).

Tapar inmediatamente el desecador y sellar con papel parafilm.

4.4.2.3 Incubacion de la muestray observaciéon de los cultivos

Incubar la placa cultivada en una atmosfera con 10% CO:2 y temperatura
de 35+ 2 °C.

Observar los cultivos después de 5 dias, si el crecimiento es negativo,
reincubar 5 dias mas, si vuelve a dar negativo reportar el resultado como

negativo.

4.4.3 IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

De

las muestras que presentaron crecimiento positivo se realiz6 una

caracterizacion macroscopica en la cual se verifico si las colonias eran tipicas de

Helicobacter pylori por medio de una comparacion con las caracteristicas de

Helicobacter pylori NCTC 11637 Yy Una caracterizacion microscopica aplicando

tincion de Gram. (Ver anexo N° 5)

4.4.3.1 Caracterizacion macroscopica y microscopica

Observar las colonias y verificar si cumplen las siguientes caracteristicas;

colonias puntiformes, brillantes y transparentes.
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- Seleccionar una colonia aislada que cumpla con las caracteristicas antes
mencionadas y realizar la tincién de Gram.

- Observar en un microscopio Optico con el objetivo 100x (con aceite de
inmersion).

- Confirmar si posee las caracteristicas de un bacilo curvo Gram negativo.
4.4.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS

De las colonias que cumplian con la caracterizacion macroscopica Yy
microscépica se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: ureasa (Ver

anexo N° 6), catalasa (Ver anexo N° 7) y oxidasa (Ver anexo N° 8).
4.4.4.1 Prueba de Ureasa

- Tomar con un asa bacteriolégica de dos a tres colonias.
- Introducir las colonias en un criovial que contenga caldo urea base
- Observar, un viraje de color de amarillo a rosado fucsia en un lapso de 5

minutos a una hora indica prueba positiva.
4.4.4.2 Prueba de Oxidasa

- Tomar con un asa bacteriolégica de dos a tres colonias.
- Colocar las colonias sobre los discos de sensibilidad de oxidasa.
- Observar, si hay un viraje de color de blanco a violeta indica prueba

positiva, si no hay cambio se reporta como prueba negativa.
4.4.4.3 Prueba de Catalasa

- Colocar sobre un portaobjetos una gota de Peroxido de Hidrogeno al 30%.
- Tomar con un asa bacteriolégica de dos a tres colonias sospechosas.

- Colocar las colonias de la bacteria sobre el reactivo.

- Observar si hay formacion de burbujas o efervescencia, esto indica prueba

positiva, si no se reporta como prueba negativa.
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4.4.5 SUBCULTIVO DEL MICROORGANISMO

Se realiz6 un subcultivo en un medio no selectivo (Agar Columbia y 7% de sangre
de cordero desfibrinada) de cada aislamiento de Helicobacter pylori que se
obtuvo en el medio selectivo (Agar Columbia, 7% de sangre desfibrinada de
cordero y suplemento DENT). Se incubaron en ambiente microaerofilico por 48-

72 horas. (Ver anexo N° 9)

- Tomar con un hisopo estéril una colonia aislada de los cultivos que
demostraran resultados positivos para pruebas de ureasa, catalasa,
oxidasa y correspondan a la morfologia de Helicobacter pylori.

- Sembrar la colonia aislada en placas con medio Agar Columbia
suplementado con sangre al 7% por el método de hisopado.

- Incubar las placas en una atmosfera de 10% CO:2 y temperatura de 35 +
2°C por un tiempo 48 a 72 horas.

4.4.6 RESPUESTA A LA TERAPIA ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE
KIRBY BAUER

Los subcultivos obtenidos se utilizaron para realizar un antibiograma utilizando
los siguientes antibiéticos: Claritromicina 15 pg, Amoxicilina 10 ug y Metronidazol

5 ug (Ver anexo N° 10)
4.4.6.1 Antibiograma

- Seleccionar del subcultivo del microorganismo una colonia aislada vy
tomarla con un hisopo estéril.

- Sembrar la colonia por hisopado en placas de Agar Mueller-Hinton
suplementado con 7% de sangre de cordero desfibrinada.

- Colocar con una pinza estéril los discos de antibi6ticos de prueba.

- Incubar las placas en una atmosfera con 10% CO:2 y temperatura de 35 +
2°C por un tiempo de 3 a 5 dias.



4.4.6.2 Lectura del antibiograma

Retirar las placas de la incubadora
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Medir los halos producidos (si los hay) con un pie de rey y anotar los

resultados, considerando lo establecido en la Tabla N°. 1

Tabla N°1.Criterios de clasificacion para la respuesta de Helicobacter
pylori ante los antibiéticos de prueba.

Antibidtico de Concentracion Sensible Sensibilidad Resistente
prueba (ng) (mm) intermedia (mm) (mm)
Amoxicilina 10 >25 <25
Claritromicina 15 >21 <21
Metronidazol 5 >21 16-21 <16

4.4.7 CONSERVACION DE LAS CEPAS

Los subcultivos obtenidos se utilizaron para llevar a cabo la conservacion de las

cepas y posteriormente realizar la verificacion del gen ARN 16s por medio de

métodos de biologia molecular (Ver anexo N° 11), realizado por medio del

siguiente procedimiento:

Recolectar el subcultivo con un asa bacteriolégica.

Colocarlo en un criovial que contiene caldo infusién cerebro corazén y

glicerol al 20%.

Rotular e identificar cada criovial.

Almacenar en un ultra congelador + - 80°C.

4.4.8 VERIFICACION DE LA PRESENCIA DEL GEN ARN 16s

Se realiz6 mediante la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa de

punto final de las muestras positivas para caracterizacion macroscopica,

microscopica y pruebas bioquimicas Esto se llevo a cabo en las instalaciones del

Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Evangélica de El Salvador.
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- Materiales, equipo y reactivos (Ver anexo N°12)
4.4.8.1 Reanimacién de la cepa (Ver anexo N° 13)

- Sacar los crioviales del ultra congelador y llevarlos a temperatura
ambiente.

- Sembrar una placa de Agar Columbia suplementado con sangre de
cordero desfibrinada al 7%.

- Incubar las placas en una atmosfera con 10% CO:2 y temperatura de 35 +
2°C por un tiempo de 3 a 5 dias.

4.4.8.2 Extraccion y purificacién del ADN (Ver anexo N° 14)

- Recolectar con un asa bacteriolégica todo el crecimiento del cultivo
obtenido y colocarlo en un tubo Eppendorf

- Agregar a cada tubo 180 puL de T1

- Agregar a cada tubo 25 pL de solucién de proteinasa K, homogenizar en
vortex

- Dejar en bafio de maria a 56 + 2 °C por una hora.

- Homogenizar gentilmente y sin descartar el contenido, agregar 200 pL de
Buffer B3.

- Incubar a una temperatura de 70 + 2 °C por 10 minutos y homogenizar en
vortex

- Agregar a cada tubo 210 uL de etanol grado molecular (absoluto 96 —
100%) y homogenizar en vortex.

- Transferir el total del contenido (640 pL aproximadamente) del tubo
Eppendorf a la columna con el tubo colector y centrifugar un minuto a
11,000 rpm.

- Descartar el filtrado y el tubo colector y colocar la columna en un nuevo
tubo colector.

- Realizar dos lavados, el primero con 500 pL de Buffer BW.
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- Centrifugar un minuto a 11,000 rpm.

- Descartar el filtrado y colocar la columna en el mismo tubo colector.

- Realizar el segundo lavado: agregar a cada tubo 600 pL de Buffer B5.

- Centrifugar un minuto a 11,000 rpm.

- Descartar el filtrado

- Centrifugar en seco nuevamente por un minuto a 11,000 rpm.

- Rotular nuevos tubos de microcentrifuga para guardar el ADN extraido.

- Colocar la columna en un tubo nuevo de microcentrifuga.

- Agregar a cada tubo 60 pL de Buffer BE.

- Dejar reposar a temperatura ambiente por un minuto.

- Centrifugar un minuto a 11,000 rpm

- Descartar las columnas.

- Guardar en congelador los tubos de microcentrifuga con el ADN extraido
debidamente rotulados.

4.4.8.3 Preparacion del gel de Agarosa (Ver anexo N° 15)

- Pesar 1 g de agarosa (para un volumen de 50 mL y una concentracion de
2%).

- Colocar la agarosa pesada en un Erlenmeyer de 250 mL y agregar 50 mL
de Buffer de corrida 1x Tris-Borato-EDTA (TBE).

- Fundir la agarosa en microondas por 3 lapsos de 30 segundos NOTA:
evitar el hervor del gel.

- Dejar enfriar el gel hasta que sea tolerable al tacto.

- Preparar la cuna del gel mientras se enfria.
4.4.8.4 Preparacion de la cuna del gel (Ver anexo N° 16)

- Preparar la cuna del gel sellando los bordes con cinta en los extremos
abiertos dejando que sobresalga 0.5 cm de cinta para luego retirarlo con
facilidad.
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Colocar el peine en la parte superior de la cuna del gel para formar los
pocillos.

Agregar 4 uL de Gel Red en la agarosa fundida y agitar suavemente.
Verter el gel de agarosa fundido dentro de la cuna del gel y dejar enfriar al

menos 30 minutos.

4.4.8.5 Preparacion del mix (Ver anexo N° 17)

Reconstituir los oligonucledtidos forward y reverse, los cuales son
especificos para la region del gen ARNr 16 s de Helicobacter pylori.
Forward: 5’ - CTG GAG AGA CTAAGCCCTCC -3

Reverse: 5’ - ATT ACT GAC GCT GAT TGT GC - 3’

Tamafio amplicon: 110 pb.

Agregar en un tubo de microcentrifuga los componentes de la tabla N° 2

en el siguiente orden.

Tabla N° 2 Componente del Mix para la PCR

Componentes del PCR mix Con?r?i';?;?dén Volumen C\:/%r;sarg;]afc“iqéar; 32?5’ ﬁ[a
Dexosinucleotidos (dNTP’s) 10 mM 1L 0.2mM
Cloruro de Magnesio 50 mM 3 uL 3 mM
Oligonucleotido Forward 25 pmol 5uL 2.5 pmol
Oligonucleotido Reverse 25 pmol 5L 2.5 pmol
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2 uL 0.02 U/uL
Buffer 10x 5uL 1x
Agua libre de nucleasas 29.8 uL Cantidad necesaria para 50 pL

Homogenizar en vortex.

4.4.8.6 Preparacion de las muestras (Ver anexo N° 18)

Mezclar el mix previamente preparado con 1 pL de ADN bacteriano de las

cepas positivas y homogenizar en vortex.
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- Preparar un control negativo con agua libre de nucleasas, mezclar el mix
con 1 pL de agua libre de nucleasas y homogenizar en vortex.

- Preparar muestras utilizando ADN bacteriano extraido y purificado de dos
microorganismos diferentes a Helicobacter pylori obtenidos en los

cultivos, mezclar el mix con 1 uL de ADN y homogenizar en vortex.

4.4.8.7 Realizacion de los ciclos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
ARNr 16 s. (Ver anexo N° 19)

Preparadas las muestras y los controles negativos se procedio a la realizacion de
30 ciclos en la cual se llevaron a cabo 3 etapas fundamentales por cada ciclo:

Desnaturalizacion, Alineacidén y Extension.

- Colocar los tubos con las muestras y los controles negativos, en el
termociclador.

- Programar el termociclador en las condiciones de temperatura y tiempos
detalladas en la Tabla N° 3.

Tabla N° 3. Programa PCR ARNr 16s.

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos

) 95°C 30 segundos
Ciclos PCR
o]

Realizar 30 ciclos 60°C 30 segundos
72°C 30 segundos

Extensioén final 72°C 8 minutos

Final 12°C 10 minutos

4.4.8.8 Preparacion de muestras para electroforesis en gel (Ver anexo N° 20).

Se realizaron los siguientes pasos con el ADN amplificado de cepas positivas y

ADN amplificado de dos microorganismos diferentes a Helicobacter pylori.
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- Colocar 10 pL del ADN del segmento 16 s amplificados en un nuevo tubo
de microcentrifuga.

- Colocar 2 pyL de Buffer de carga 6x y homogenizar.

- Colocar 7 pL del marcador de peso molecular en un nuevo tubo de
microcentrifuga.

- Colocar 2 pL de Buffer de carga 6x y homogenizar.
4.4.8.9 Carga de las muestras y corrida del gel (Ver anexo N° 21)

- Retirar cuidadosamente el peine del gel que previamente se habia dejado
solidificando para que los pocillos queden libres.

- Colocar el gel en la cuba de electroforesis.

- Llenar la cuba de electroforesis con el Buffer de corrida 1x.

- Cargar los pocillos, en el primer pocillo colocar los 9 pL del marcador de
peso molecular.

- Cargar los demas pocillos con 12 pL de cada muestra.

- Colocar la tapa de la cuba de electroforesis controlando que los bordes
negativo y positivo coincidan (rojo/rojo y negro/negro).

- Colocar los cables a la fuente de alimentacion.

- Activar la corrida bajo las siguientes condiciones: 100 voltios, 500 mili -

amperios y minutos.
4.4.8.10 Visualizacién de las bandas de ADN. (Ver anexo N° 22)

El gel de la electroforesis se visualiz6 bajo luz ultravioleta para ver si se
presentaban fragmentos de 110 pares de base, el cual es evidencia de la
presencia del gen ARN 16s.

- Sacar el gel de la camara y llevar al transiluminador.
- Encender la lampara ultravioleta e identificar las bandas.
- Fotografiar el gel con el sistema fotografico disponible para posterior

analisis de resultados.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la investigacion participaron 50 pacientes del servicio de gastroenterologia del
Hospital Nacional Dr. Juan José Fernandez, Zacamil, 11 hombres (22%) y 39
mujeres (78%), con edades entre los 18 y 88 afios los cuales cumplieron los
criterios de inclusion y firmaron un consentimiento informado. EI médico
responsable, especialista en gastroenterologia emple6 un equipo, endoscopio y
pinzas Olympus® (Ver anexo N° 23) para realizar una endoscopia digestiva a
cada uno de los pacientes para la obtencion de las muestras (Ver anexo N° 24),
las cuales fueron analizadas por los estudiantes investigadores, obteniendo los

resultados presentados a continuacion.

5.1Cultivos microbiolégicos de Helicobacter pylori a partir de biopsias de

cuerpo y antro gastrico.

Las colonias obtenidas en los cultivos microbiolégicos considerados como
positivos fueron categorizadas como sospechosas por medio de una
comparaciéon de sus caracteristicas morfoldgicas con las caracteristicas de la
cepa de Helicobacter pylori NCTC 11637 ).

En el cuadro N°1 se presentan los resultados del aislamiento de colonias
compatibles con Helicobacter pylori para las muestras de antro y cuerpo gastrico.
Se obtuvieron dos cepas compatibles, una de antro gastrico proveniente del
paciente 10 y la otra de cuerpo gastrico proveniente del paciente 43, las cuales

fueron caracterizadas como se describira a continuacion.

Cuadro N°l.Resultados del aislamiento de Helicobacter pylori por cultivo
microbiolégico para muestras de antro (A) y cuerpo (C) gastrico.

Numero de paciente Crecimiento de colonias compatibles con Helicobacter pylori

Antro (A) Cuerpo (C)

1 Negativo Negativo
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2 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo
6 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo
9 Negativo Negativo
10 Positivo Negativo
11 Negativo Negativo
12 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo
14 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo
21 Negativo Negativo
22 Negativo Negativo
23 Negativo Negativo
24 Negativo Negativo
25 Negativo Negativo
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26 Negativo Negativo
27 Negativo Negativo
28 Negativo Negativo
29 Negativo Negativo
30 Negativo Negativo
31 Negativo Negativo
32 Negativo Negativo
33 Negativo Negativo
34 Negativo Negativo
35 Negativo Negativo
36 Negativo Negativo
37 Negativo Negativo
38 Negativo Negativo
39 Negativo Negativo
40 Negativo Negativo
41 Negativo Negativo
42 Negativo Negativo
43 Negativo Positivo
44 Negativo Negativo
45 Negativo Negativo
46 Negativo Negativo
47 Negativo Negativo
48 Negativo Negativo
49 Negativo Negativo
50 Negativo Negativo




69

El aislamiento de colonias compatibles con Helicobacter pylori mediante cultivo
microbiolégico fue positivo en 2 de los 50 pacientes involucrados (2%). Por otra
parte, 48 de los 50 pacientes involucrados (98%) presentaron resultados
negativos, segun la literatura, el aislamiento primario de Helicobacter pylori a
partir de biopsias géstricas mediante cultivo microbiol6gico bajo condiciones
Optimas posee una sensibilidad cercana al 90%, una especificidad de 100%, y

las tasas de aislamiento generalmente oscilan entre 23.5% y 97% ).

Para efectos de comparacion, se solicitaron los resultados de analisis
histopatolégico de las biopsias por medio de tincion de Giemsa de los pacientes
que se incluyeron en este estudio al area de Patologia del Hospital Nacional Dr.
Juan José Fernandez, Zacamil y se compararon con los resultados obtenidos por
medio del cultivo (Ver anexo N° 29), observandose que de los 50 pacientes, 26
pacientes (52%) tenian presencia de Helicobacter pylori; basandose en los
porcentajes en los que oscila el aislamiento (23.5%-97%), debian obtenerse al
menos 6 cultivos positivos de la bacteria de interés, que representa el 23.5% de
los 26 pacientes positivos, pero Unicamente se obtuvieron dos cultivos positivos,
lo que sugiere que el método empleado para desarrollar este estudio presenta

dificultades que deben corregirse para futuras investigaciones.

Debido a ello se identific6 una serie de factores que estan asociados con las
bajas tasas de recuperacion de Helicobacter pylori @, los cuales pudieron influir
en el método empleado, estos involucran preparacién del paciente, proceso
endoscopico, transporte y procesamiento de la muestra, cultivo y condiciones de

incubacion, los cuales se desarrollan a continuacion:
- Preparacion del paciente

Una de las dificultades para la recuperacion de Helicobacter pylori por medio de
cultivo microbioldgico esta relacionado al paciente y su preparaciéon previa a la

realizacion de la endoscopia gastrica para la toma de muestras.
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Diversas publicaciones de investigaciones relacionadas a esta tematica
manifiestan que para tener mayor probabilidad de éxito en la recuperacién por
cultivo los pacientes no deben haber consumido medicamentos que sean
capaces de modular la bioquimica géstrica e inhibir Helicobacter pylori, tales
como inhibidores de bomba de protones (Omeprazol, Lanzoprazol, Ranitidina),
antibiético, bismuto y sucralfato al menos dos semanas antes del procedimiento
3, €sto debido a que los inhibidores de bomba de protones como Omeprazol y
Lanzoprazol pueden ejercer actividad bacteriostatica, incluso bajo ciertas
condiciones relacionadas a pH pueden ser bactericidas sobre Helicobacter pylori
414 ademas constituyen un factor importante en la distribucion de la bacteria en
el estbmago, ya que al modificar el pH, la bacteria puede migrar de sus zonas de
colonizacion habitual a otros lugares de la regiébn gastrica, afectando
directamente en el proceso de toma de muestras idoneas para realizar el cultivo,
ya que pueden tomarse biopsias con muy poca o nula colonizacién bacteriana,
dificultando su crecimiento en el medio de cultivo empleado si este no es

altamente selectivo.

En esta investigacion, una gran parte de los pacientes que participaron en el
estudio habian estado en tratamiento con inhibidores de la bomba de protones,
especificamente con Omeprazol, en algunos casos por indicacion médica y en
otros por automedicacién (se desconoce si habian consumido antibiéticos, otros
inhibidores de bomba de protones, bismuto o sucralfato), por lo que existe la
posibilidad que el médico especialista en gastroenterologia tomara muestras de
una parte gastrica que no tuviera colonizacion de la bacteria o que esta estuviera
muy poco representada por las razones antes mencionadas, favoreciendo el
impedimento de su recuperacion en el cultivo, ya que si habia una poca carga de
la bacteria, la microbiota presente en la muestra y contaminantes provenientes
del equipo endoscoépico sobresalian en la competencia por los nutrientes

disponibles en el medio de cultivo.
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Un acontecimiento que respalda este fenomeno es el hecho que la muestra 10-
A, que presento resultado positivo para Helicobacter pylori en cultivo y biopsia
con prueba positiva de ureasa rapida, presentd resultados negativos en
histopatologia. Esto no significa que todas las muestras hayan tenido el mismo
problema, ya que en la muestra 43-C los resultados de histopatologia y cultivo
son ambos positivos, pero si constituye una de las posibles causas del bajo
porcentaje de aislamiento y podria explicar la discrepancia entre los resultados

de histopatologia y cultivo.
- Proceso endoscoépico

El procedimiento endoscopico tiene influencia sobre el cultivo de Helicobacter
pylori, dado que este puede verse afectado por microorganismos orales o gram
negativos provenientes de la orofaringe o del duodeno respectivamente,
presentes en los equipos utilizados, los cuales pueden llegar a la biopsia cuando

esta pasa por el canal del endoscopio ).

Los endoscopios constituyen una fuente de contaminacion por a la presencia de
biopeliculas bacterianas, los géneros Streptococcus, Staphylococcus,

Pseudomona y Enterobacter son algunos de los mas comunes .

Durante el desarrollo de este estudio, se detectdé contaminacion en los cultivos
por el equipo utilizado, especificamente la pinza con la que el médico tomaba las
muestras, el cual disminuyé su sensibilidad; esto probablemente por la
deficiencia de un correcto procedimiento de limpieza del equipo e instrumentos
utilizado; el endoscopio recibia una breve limpieza manual con gasas
impregnadas con agua y desinfeccion con glutaraldehido diluido en agua y la
pinza para tomar las biopsias eventualmente era sumergida en la misma solucion
de glutaraldehido y secada al aire. Durante las recolecciones de las primeras
muestras, las pinzas solian tener contacto con el medio de transporte (caldo urea)

y al cultivarlas se observo crecimiento de microorganismos con caracteristicas no
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compatibles con la bacteria de interés, eran colonias circulares, mucosas de color
beige, microscdpicamente correspondian a bacilos cortos Gram negativos (Ver
anexo N° 30), por lo que se decidié verificar la probable causa de ese

acontecimiento, evaluando la pinza con la que se tomaban las muestras.

Para ello se sumergieron las pinzas en un criovial con medio de transporte y se
cultivaron en agar nutritivo y en agar Columbia con 7% de sangre de cordero y
suplemento DENT, se incubaron en las mismas condiciones que las muestras y
se obtuvo un crecimiento bacteriano con morfologia macroscépica similar a la de
los microorganismos obtenidos en el cultivo de las primeras muestras y su
morfologia microscopica correspondia a bacilos cortos Gram negativos (Ver
anexo N° 31). Para evitarlo, las muestras se retiraron de la pinza con palillos
estériles para ser colocadas en el medio de transporte y se pudo evidenciar un
menor crecimiento de microorganismos contaminantes, pues eliminarlos
completamente no era posible ya que el contacto entre la pinza y la biopsia era
inevitable. Al estar presentes los microorganismos contaminantes, aumento la

competencia por los nutrientes del medio de cultivo, viéndose estos favorecidos.
- Numero de muestras

El nUmero de muestras a procesar de cada paciente debe tomarse en cuenta
para tener resultados 6ptimos en el aislamiento de Helicobacter pylori por medio
de cultivo microbiolégico, pues la bacteria tiene una distribucion en forma de
parches en el estbmago, de tal manera que una sola muestra de antro y una de

cuerpo pueden no ser suficientes para aislar la bacteria ).

Al aumentar el nimero de muestras, aumenta la posibilidad de aislar el
microorganismo de interés, sobretodo en estudios que se realizan por primera
vez; para esta investigacion solo se utilizé una muestra de antro y una de cuerpo
debido a las especificaciones del centro de salud donde se llevé a cabo la

recoleccion de muestras, representando una limitante ya que por la distribucién
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irregular de la bacteria, que también se vio favorecida por el consumo de
inhibidores de bomba de protones fue mas dificil aislar Helicobacter pylori, ya que
pudieron contener una baja o nula colonizacion de la bacteria. Actualmente se
recomienda procesar al menos dos muestras de antro y dos de cuerpo (anterior
y posterior) para solventar esta dificultad y tener mayor probabilidad de éxito en

el cultivo (23).
- Transporte y procesamiento de la muestra

El transporte del espécimen clinico y su procesamiento son etapas importantes
para lograr el aislamiento de Helicobacter pylori s, ya que ambas juegan un papel
importante para evitar la pérdida de viabilidad o transformacién de la bacteria a

su forma viable no cultivable y poder recuperarla en el cultivo microbiolégico.

Respecto al transporte, segun la literatura consultada, los factores influyentes
son: el medio, el tiempo y las condiciones en que se realice . En este estudio,
el medio de transporte utilizado fue caldo urea, cada muestra fue depositada en
crioviales con el medio para luego ser colocados en una hielera con tres bolsas
de gel refrigerante y el tiempo promedio en que las muestras permanecian en
estas condiciones antes de ser procesadas fue de dos a dos horas y media; en
este caso, ninguno de ellos puede considerarse como aspectos que influyeron de
forma negativa en el procedimiento, pues hay investigaciones que respaldan el
uso del caldo urea como medio de transporte que no afecta la viabilidad de
Helicobacter pylori ¢, por otra parte, el tiempo que las muestras permanecieron
en este medio fue menor que las 6 horas que se recomienda s, también se

garantizaron las condiciones Optimas para el transporte.

Segun experiencia de investigadores con los que se pudo conversar, los factores
gue afectan durante el procesamiento son la velocidad del procesamiento y el
tamafio de la cristaleria utilizada. En el desarrollo del proceso, al no tener

experiencia con la bacteria en estudio, el procesamiento de muestras se
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realizaba en forma lenta y utilizando un mortero grande y un pistilo pequefio (Ver
anexo N° 32), lo cual segun estos investigadores es incorrecto, ya que al
prolongar el procesamiento de las muestras se favorece la exposicion de la
bacteria al oxigeno y esta puede morir o cambiar su morfologia bacilar a cocos
@3, Impidiendo su recuperacion en cultivo microbioldgico. Asi también, cuando se
utilizan mortero y pistilo con una diferencia de dimensiones el movimiento circular
para macerar se hace mas amplio, favoreciendo la incorporacion de oxigeno y

afectando como ya se mencioné anteriormente.

- Cultivo y condiciones de incubacion.

Si bien los aspectos anteriores son de alta influencia para obtener un aislamiento
exitoso de Helicobacter pylori, el cultivo y condiciones de incubacion tienen una
mayor influencia, pues es en ellos donde se debe brindar a la bacteria en estudio
los nutrientes adecuados y las condiciones Optimas de incubacion para su

crecimiento.

Durante la etapa del cultivo, la dificultad principal fue el crecimiento predominante
de microorganismos con diversidad de morfologias macroscopicas (Ver anexo N°
33), alos cuales se les realiz6 tincién al Gram y se observaron en su mayoria
bacilos Gram negativos (Ver anexo N° 34), sin embargo, también fue posible
observar bacilos Gram positivos, que fueron identificados como posibles
Lactobacilos, ya que las colonias de donde provenian fueron aisladas en medio
selectivo MRS vy al realizarle pruebas bioquimicas los resultados fueron
compatibles con este género: oxidasa y catalasa negativa (Ver anexo N° 35), esto
fue realizado debido a que se ha demostrado que varios Lactobacilos son

capaces de inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori in vitro. @

Estos microorganismos limitaron el crecimiento de la bacteria de interés debido
a la competencia por los nutrientes del medio @y, Ya que los antibidticos del
suplemento selectivo DENT no fueron capaces de inhibir la carga microbiana
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contaminante o propia de la biopsia gastrica, ya sea porque la concentracion de
antibiéticos no era suficiente o porque el tipo de antibiéticos no eran los

adecuados para realizar esa accion.

Existen investigaciones donde se demuestra que las concentraciones
empleadas en el medio de cultivo (Vancomicina 0.1 mg/mL; Trimetoprim,
Cefsulodina y Anfotericina B 0.05 mg/mL) son aptas para la inhibicion de
contaminantes en el cultivo de las biopsias sin afectar el crecimiento de
Helicobacter pylori, la limitante es que esto fue realizado hace 32 afios y en una

region diferente a la nuestra. ¢

Respecto a la incubacién, se realizé en una incubadora con tanque de CO:
ubicada en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de El Salvador. Las placas cultivadas con las muestras eran
transportadas a dicho lugar en desecadores limpios y desinfectados con alcohol
isopropilico 70% que contenian un beaker con 3 tabletas de Alka Seltzery 10 mL
de agua destilada ), lo cual ayudaba a crear y mantener una atmésfera
microaerofilica para evitar el cambio brusco de condiciones durante el transporte;
en la incubadora las condiciones empleadas fueron: temperatura de 37°C y 10%
de CO:z. Los cultivos fueron revisados al quinto dia de incubacion y luego a diario
hasta completar 10 dias. Esta es una etapa que no se consideré influyente de
forma negativa, pues durante el transporte hacia la incubadora se proporciond la
atmaosfera microaerofilica necesaria para el mantenimiento de Helicobacter pylori

y las condiciones de incubacion se proporcionaron tal cual dicta la literatura (.

Estos factores, individual o colectivamente pudieron haber ocasionado la
obtencion del 98% de muestras negativas, lo que perjudica el desarrollo de una
investigacion que aporte resultados significativos acerca de caracteristicas de la
bacteria de interés y su susceptibilidad a los antibioticos de la terapia que es

recomendada a nivel internacional.
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5.2 Caracterizacion de las cepas aisladas de Helicobacter pylori por medio de
morfologia macroscoOpica, microscopica y pruebas bioquimicas:

ureasa, catalasay oxidasa.

El Cuadro N°2 describe la caracterizacion morfolégica macroscopica y

microscopica utilizando tincion de Gram.

Cuadro N°2.Descripcion morfologica de las cepas aisladas compatibles con
Helicobacter pylori

NUumero de L - L . L
Descripcién macroscopica Descripcién microscopica
muestra / cepa
K.
10-A
1
%,
Colonias puntiformes grisaceas, Bacilos curvos Gram negativos
transldcidas,
43-C
2
Colonias puntiformes grisaceas, Bacilos curvos Gram negativos
transldcidas,
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El Cuadro N° 3 describe la caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas para
pruebas de ureasa (realizada con caldo urea al 5%), oxidasa (realizada con

discos de oxidasa) y catalasa (realizada con Peroxido de Hidrégeno al 30%).

Cuadro N°3.Caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas compatibles con
Helicobacter pylori

NUumero de
muestra / Prueba de ureasa Prueba de oxidasa Prueba de catalasa
cepa
10-A
1
Prueba positiva, Prueba positiva, Prueba positiva,
coloracion rosado coloracion violeta formacion de burbujas
fucsia
43-C
2
Prueba positiva, Prueba positiva,
Prueba positiva, coloracion violeta formacion de burbujas
coloraciéon rosado
fucsia

Las colonias aisladas de las muestras 10-A y 43-C fueron denominadas como
Helicobacter pylori pues su cultivo en medio Agar Columbia suplementado con

7% de sangre desfibrinada de cordero y suplemento DENT present6
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caracteristicas macroscopicas y microscopicas compatibles con las de
Helicobacter pylori NCTC 11637.

Respecto a las pruebas bioquimicas, las tres pruebas presentaron resultados
positivos, indicando que ambas cepas evaluadas tenian presencia de ureasa, la
cual le permite a la bacteria convertir la urea en amonio, para neutralizar el 4cido
del estbmago y poder sobrevivir en €l; catalasa, que le permite descomponer el
peréxido de hidrégeno producido por la respuesta inflamatoria mediada por
neutréfilos y macrofagos durante su colonizacion en el estbmago en agua y
oxigeno; y oxidasa, presente en escasas bacterias microaerofilicas, que le

permite utilizar el oxigeno para generar energia.

Estos resultados son compatibles con los producidos por la cepa de Helicobacter
pylori NCTC 11637, por tanto, al cumplir con la morfologia y las pruebas

bioquimicas, las cepas se identificaron como Helicobacter pylori.

5.3 Verificacion de la presencia del gen ARN 16s en las cepas aisladas por
medio de técnicas de microbiologia molecular: Reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) ARN 16s.

Se llevé a cabo el proceso de extraccion de ADN de las cepas con caracteristicas
morfologicas y bioquimicas compatibles con Helicobacter pylori (10-A y 43-C)
utilizando el kit de extraccién NucleoSpin® Tissue, la reaccién en cadena de la
Polimerasa con las condiciones establecidas en un termociclador Techne prime®
(Ver Anexo N° 25) y la electroforesis en gel de agarosa al 2.0% (Ver Anexo N°
26), la cual se observdé en un transiluminador UVP® (Ver Anexo N° 25),

obteniendo los resultados presentados a continuacion.

La figura N° 8 demuestra los productos de amplificacion de PCR de la region ARN
16s de las cepas 1y 2, aisladas de biopsias gastricas sometidos a electroforesis

en gel de agarosa al 2.0%; no se observa ninguna banda caracteristica que



79

confirme la presencia del gen ARN 16s en las cepas 1y 2, la cual se esperaba

que tuviera un tamafo de 110 pb aproximadamente (Ver anexo N°27).

M A B 1 2 E CN

M Marcador de peso molecular de 100 pb

A B ADN de cepas no Helicobacter pylori

1 ADN de cepa aislada de muestra 10-A
2 ADN de cepa aislada de muestra 43-C
E ADN de Escherichia coli

CN Control negativo

Figura N° 8. Productos de amplificacién por PCR de la regién ARN 16s

Respecto a esta parte, el ADN de ninguna de las cepas aisladas produjo bandas
de un tamanfo aproximadamente de 110 pb en el gel de agarosa al 2%, sugiriendo
gue no tenian presente el gen ARN 16s, sin embargo se interpret6 como un

resultado falso negativo ya que se observo que las placas de subcultivo utilizadas
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para este procedimiento tenian muy pocas colonias, ocasionando probablemente
la extraccion de cantidad insuficiente de ADN, ademas no se evalué la calidad
gue este tenia, por lo que se desconoce si ambos parametros: calidad y cantidad,

fueron los adecuados para llevar a cabo el proceso de amplificacion.

5.4 Respuestain vitro de la cepa aislada a los antibiéticos de primera linea

del Consenso de Maastricht: Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol.

El Cuadro N° 4 describe los resultados para los antibiogramas realizados por el
método de Kirby Bauer (Ver Anexo N° 28) de las cepas aisladas compatibles con
Helicobacter pylori a los antibioticos de primera linea del consenso de Maastricht:

Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol.

Cuadro N°4.Respuesta in vitro de las cepas aisladas a los antibioticos de
prueba.

Ndmero de
muestra / cepa

Amoxicilina 10 mcg
(Medida de halo,

Claritromicina 15 mcg
(Medida de halo,

Metronidazol 5 mcg
(Medida de halo,

lectura) lectura) lectura)
10-A 27 0 0
1 Sensible Resistente Resistente
25 19 0
43-C . . ;
) Sensible Resistente Resistente

Los antibiogramas

realizados permitieron obtener

informacién sobre

susceptibilidad de las cepas aisladas a los antibiéticos de la terapia de primera
linea del Consenso de Maastricht: Amoxicilina, Metronidazol y Claritromicina,
pero seria necesario tener un mayor nimero de datos para establecer una
tendencia general del comportamiento de las cepas de Helicobacter pylori en
nuestro pais. A pesar de ello, la tendencia sobre susceptibilidad antimicrobiana
obtenida en esta investigacion, donde ambas cepas fueron sensibles a

Amoxicilina y resistentes a Claritromicina y Metronidazol, es similar a la que se
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obtuvo en un estudio bibliografico de publicaciones sobre este aspecto en
Latinoamérica y el Caribe, ya que se tiene mayor resistencia para Claritromicina

(14%) y Metronidazol (65.7%) y menor resistencia para Amoxicilina (6.5%). us

5.5 Informe de resultados presentado al servicio de gastroenterologia del

Hospital Dr. Juan José Fernandez, Zacamil.

Se presentaron los resultados individuales de cada paciente al servicio de
gastroenterologia del Hospital Dr. Juan José Fernandez, Zacamil segun el

siguiente formato, solicitado por las autoridades de la institucién.

Los informes fueron archivados para ser utilizados como precedente de

investigaciones futuras en dicha institucion.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
MICROBIOLOGIA APLICADA

Hoja de resultados de paciente participante en el estudio de grado: “Aislamiento
e identificacion de Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas y su perfil
antibiético”

Nombre del paciente: XXX

Edad: XX

Numero de paciente: 10

Numero de registro: XXX

Fecha de toma de muestra: 09 de septiembre de 2019

Establecimiento de salud: Hospital Nacional Dr. Juan José Fernandez, Zacamil

El médico gastroenterélogo tomo6 dos muestras, una del antro y otra del cuerpo
gastrico, la de antro corresponde a la letra “A”, la de cuerpo a la letra “C”.
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Muestra
10-A

Prueba de ureasa: Positiva

colonias caracteristicas de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori, catalasa y oxidasa positivas.

Cultivo en agar Columbia 7% de sangre y suplemento selectivo: Presencia de

Morfologia microscépica: Bacilos gram negativos curvados compatibles con

Muestra

Prueba de ureasa: Positiva

10-C colonias caracteristicas de Helicobacter pylori

Cultivo en agar Columbia 7% de sangre y suplemento selectivo: Ausencia de

Morfologia microscépica: No corresponde a Helicobacter pylori

Antibiograma realizado al aislamiento de muestra 10-A

Antibiético y concentracion Medida de halo (mm) Susceptibilidad*
Amoxicilina 10 mcg 27 Sensible
Metronidazol 5 mcg Resistente

Claritromicina 15 mcg 0 Resistente

*Obtenidos mediante comparacion con la siguiente tabla:

Antibidtico de Sensibilidad
Sensible (mm) . . Resistente (mm)
prueba intermedia (mm)
Amoxicilina =25 - =25
Claritromicina =21 - =21
Metronidazol =21 16-21 =16
DICTAMEN:

Prueba de ureasa rapida positiva para la muestra 10-A y 10-C, Unicamente se

recuperaron colonias compatibles con Helicobacter pylori de la muestra 10-A,

microscopicamente descritos como bacilos Gram negativos curvados, con

prueba de oxidasa y catalasa positivas. Cepa bacteriana ensayada en

antibiograma por el método de Kirby Bauer con los siguientes resultados:

Sensible a Amoxicilina 10 microgramos y resistente a Claritromicina 15

microgramos y a Metronidazol 5 microgramos.
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CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

La tasa de aislamiento de Helicobacter pylori mediante cultivo

microbioldgico a partir del total de pacientes involucrados fue de 2%.

El 98% de los pacientes involucrados en el estudio presentaron resultados

negativos para Helicobacter pylori mediante cultivo microbiolégico.

La tasa de aislamiento de Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas
obtenida en este estudio (2%) es considerablemente menor que las

reportadas en la literatura (23.5% - 97%).

El bajo porcentaje de aislamiento de Helicobacter pylori obtenida en este
estudio puede estar relacionada con deficiencias en aspectos como:
inadecuada preparacion previa del paciente, nimero de muestras
utilizadas por paciente, procesamiento lento de la muestra y baja

selectividad del medio de cultivo empleado.

. Se comprobd la identidad de las cepas aisladas Unicamente por medio de
caracteristicas morfolégicas (macroscépicas Yy microscopicas) Yy
bioquimicas (presencia de enzima ureasa, catalasa y oxidasa).

No se comprobd la presencia del gen ARN 16s por medio de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en las cepas aisladas debido a la dificultad para
obtener suficiente biomasa del microorganismo en cultivo y extraer ADN

en cantidad y calidad adecuadas para su amplificacion.

Las dos cepas aisladas e identificadas como Helicobacter pylori por medio
de caracteristicas morfolégicas y bioguimicas presentan sensibilidad a

Amoxicilina 10 ug y resistencia a Claritromicina 15 pg y Metronidazol 5 ug.
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8. El nimero de datos informativos sobre la susceptibilidad de Helicobacter
pylori a los antibioticos de terapia de primera linea propuestos por el
Consenso de Maastricht (Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol) no es
suficiente para establecer una tendencia generalizada sobre este aspecto

en nuestro pais.

9. Este estudio constituye una herramienta valiosa para futuras
investigaciones, pues la informacion presentada sera de utilidad para
modificar el procedimiento y estrategias de cultivo utilizadas para obtener
tasas de aislamiento suficientes que permitan conocer mejor las
caracteristicas moleculares y la susceptibilidad de Helicobacter pylori a los
antibioticos de terapia de primera linea propuestos por el Consenso de

Maastricht (Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol).



CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones, solicitar un mayor numero de biopsias
gastricas a obtener de cada paciente, que sean al menos dos de antro y

dos de cuerpo gastrico.

Realizar una validacion de método que permita recuperar Helicobacter
pylori a partir de biopsias gastricas de pacientes que hayan consumido
inhibidores de bomba de protones previo a la realizacion de la endoscopia

digestiva y toma de muestras.

Realizar estudios previos de caracterizacion y sensibilidad antimicrobiana
de los microorganismos contaminantes propios del proceso endoscopico

y de la microbiota humana géstrica propia de nuestro pais.

Suplementar el medio de transporte y el medio de cultivo con antibiéticos
gue sean adecuados para eliminar o inhibir los microorganismos que

pueden limitar el crecimiento de Helicobacter pylori.

Utilizar durante el procesamiento de las muestras, morteros y pistilos de
iguales dimensiones, para evitar que los movimientos de maceracion sean

amplios y permitan la incorporacién de oxigeno.

Macerar las muestras lo mas rapido posible, sin romper completamente el

tejido.

Enriquecer las colonias sospechosas obtenidas en los cultivos primarios
en un medio suplementado con nutrientes, previo a la realizacion de los

subcultivos.
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8. Realizar mas de un subcultivo para llevar a cabo la identificacion molecular

de las cepas aisladas.

9. Verificar la integridad del ADN extraido mediante una electroforesis en gel

de agarosa, previo a la realizacion de la amplificacion.

10.Reevaluar la susceptibilidad de cepas de Helicobacter pylori propias de
nuestro pais a los antibiéticos de terapia de primera linea sugeridos por el

Consenso de Maastricht (Amoxicilina, Claritromicina y Metronidazol).
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ANEXO N° 1

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este formulario de Consentimiento Informado se dirige a pacientes que son
atendidos en el servicio de gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José
Fernandez”, Zacamil, a los cuales se les invita a participar en la investigacion
“Aislamiento e identificacion de Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas
de pacientes del servicio de gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan
José Fernandez” y su respuesta a la terapia antimicrobiana en el periodo de
septiembre a diciembre de 2019”.

Investigadores principales:

- Br. Erika Daniela Cafias Vargas
- Br. Kevin Fernando Diaz Ortiz

Asesor de la investigacion:

- MSc Mario Herbert Romero Rivera

Este documento de consentimiento informado consta de dos partes:

- Informacién sobre la investigacion
- Formulario de consentimiento



INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION
Introduccién

A los investigadores principales antes mencionados, estudiantes de Licenciatura
en Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador nos gustaria invitarle a
participar en la investigacion denominada “Aislamiento e identificacion de
Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas de pacientes del servicio de
gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez” y su
respuesta a la terapia antimicrobiana en el periodo de septiembre a diciembre de
2019”, la cual se esta llevando a cabo como trabajo de graduacién. Le
informamos que usted puede realizar a cualquiera de los investigadores todas las
preguntas que considere necesarias y si ho entiende alguna de las palabras o
conceptos presentados, puede hacerlo saber y se le explicara; ademas puede
tomarse el tiempo que desee para decidir si quiere participar o no.

Propdésito

El propésito de la investigacion es aislar e identificar Helicobacter pylori a partir
de biopsias gastricas y determinar su respuesta a la terapia antimicrobiana.

Tipo de intervencién de investigacion

La intervencion serd realizada por un médico gastroenterélogo, y consiste en la
realizacion de endoscopia digestiva y toma de biopsia gastrica, la cual es una
extraccion de tejido del estbmago para su analisis en busca de bacterias y otros
microrganismos que puedan causar enfermedad o de signos de alguna
enfermedad. Si elige participar, el médico gastroenterélogo tomara dos muestras
adicionales (cuerpo y antro) de las que le han sido solicitadas al paciente por el
gastroenterdlogo y estas seran destruidas por completo para ser utilizadas
Unicamente en este estudio, los residuos biolégicos obtenidos seran desechados
siguiendo las Normas Internacionales de Proteccién al Medio Ambiente

Seleccién de participantes

Los participantes deben ser pacientes mayores de 18 afios del servicio de
gastroenterologia del Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez”, Zacamil, a
los cuales el médico gastroenterdlogo les haya indicado someterse a una toma
de biopsia gastrica por presunta presencia de Helicobacter pylori.



Participacién voluntaria

Usted tiene el derecho de decidir si participard o no en la investigacién, de no
participar, siempre le sera realizado el procedimiento, pues ha sido solicitado por
su médico gastroenterélogo, con la diferencia que no se tomaran las dos
muestras adicionales para el estudio.

Procedimientos y protocolo
Ambos seran explicados por su médico responsable
Beneficios

Los participantes tendran el beneficio de confirmar la presencia o ausencia de la
bacteria en su organismo, ademas si hay presencia de la bacteria conoceran si
esta es resistente o0 sensible al tratamiento antimicrobiano de primera linea
propuesto por el Consenso Maastricht.

Confidencialidad

La informacién proporcionada por los participantes y los resultados de la
investigacion sera expresada de forma andnima. En ningdn momento los
resultados seran publicados con nombre y apellido del participante, se mantendra
su privacidad.

Resultados

Los resultados seran de uso exclusivamente académico y publicado en el trabajo
de graduacion de los investigadores.

Derecho a negarse

Su participacién es totalmente voluntaria, tiene derecho a negarse si no esta de
acuerdo con algun aspecto de la investigacion.

Contactos

Erika Daniela Cafias Vargas 7049-7366
Kevin Fernando Diaz Ortiz  7451-9818

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de
Investigacion de la Universidad de El Salvador, que es un comité cuya tarea es
asegurarse de que se proteja de dafios a los participantes en la investigacion.



CONSENTIMIENTO INFORMADO ///"%\

/|

Titulo de lainvestigacion: “Aislamiento e identificacién de Helicobacter pylori a
partir de biopsias gastricas de pacientes del servicio de gastroenterologia del
Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez” y su respuesta a la terapia
antimicrobiana en el periodo de septiembre a diciembre de 2019”

Objetivo de la investigacion: Aislar e identificar Helicobacter pylori a partir de
biopsias gastricas y determinar su respuesta a la terapia antimicrobiana.

Establecimiento de Salud: Hospital Nacional “Dr. Juan José Fernandez”, Zacamil
Area: Gastroenterologia

Nombre del participante:

Firma o huella dactilar del participante:

Fecha (Dia/mes/afio):

N° de registro:

Edad:

Lugar de procedencia:

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la
oportunidad de preguntar sobre ellay se me ha contestado satisfactoriamente las
preguntas que he realizado. Consiento voluntariamente participar en esta

investigacion.

Nombre del investigador:

Firma o huella dactilar del investigador:

Fecha (Dia/mes/afo):




He leido con precision la hoja de informacion al participante potencial y, en la
medida de mis posibilidades, me aseguré de que el participante entienda que se

haré lo siguiente:

1. Endoscopia digestiva y toma de biopsia gastrica, ambos realizados por un

meédico gastroenterdlogo.

2. Toma de dos muestras (cuerpo y antro) adicionales a las solicitadas por el

médico, las cuales serdn tomadas por un médico gastroenterdlogo.

3. Utilizacion de las muestras completas Unicamente en este trabajo de

investigacién

4. Desecho de los residuos biolégicos obtenidos siguiendo las Normas

Internacionales de Protecciéon al Medio Ambiente

Confirmo que he tenido la oportunidad de hacer preguntas sobre el estudio y
todas las preguntas hechas han sido contestadas correctamente y en lo mejor de
mi capacidad. Confirmo que no he sido obligado a dar mi consentimiento y el
consentimiento ha sido dado libre y voluntariamente. Se me ha proporcionado

una copia de este formulario de consentimiento informado.



ANEXO N° 2
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Introducir la muestra recibida en un

criovial que contenga 0.5 mL de Caldo
Urea Base.

Colocar el criovial en una hielera y
asegurarse de mantener la temperatura
alrededor de 4°C.

Figura N° 9. Obtencién y transporte de la muestra



ANEXO N° 3

Remojar un  hisopo
Macerar la muestra L.
_ _ estéril en el macerado.
mecanicamente y en sentido
horario, haciendo uso de

mortero y pistilo estériles.

Sembrar el macerado por hisopado en una placa de
medio Agar Columbia suplementado con 7% de sangre

desfibrinada de cordero y suplemento DENT.

Figura N° 10. Preparacién y siembra de la muestra.



ANEXO N° 4

TRANSPORTE E INCUBACION DE LAS MUESTRAS



S &
>

Colocar las placas (un ‘ Introducir en el desecador un
maximo de 4 placas) beaker con 3 tabletas de Alka

en un desecador Seltzer® y 10 mL de agua

limpio y seco. (para generar un ambiente

microaerofilico).

Tapar inmediatamente el
desecador y sellar con
papel parafilm.

Figura N° 11. Transporte de placas de cultivo a incubadora de COo..



Incubar la placa cultivada en una
atmosfera con CO2 y temperatura
de35+x2°C

Observar los cultivos después de 5 dias, si el crecimiento
es negativo, reincubar 5 dias mas, si vuelve a dar negativo
reportar el resultado como negativo.

Figura N° 12. Incubacién de las muestras y observacion de los cultivos.



ANEXO N° 5

Observar las colonias y Seleccionar una colonia
verificar si cumplen las aislada que cumpla con las
siguientes caracteristicas; caracteristicas antes
colonias puntiformes, mencionadas y realizar la
brillantes y transparentes. tincion al Gram.

. y
> | Ll“ ) “"}
ik .
VAT |
S / L) r A | v
Confirmar si posee las ) )
Observar en un microscopio

caracteristicas de un bacilo o o
optico con el objetivo 100x

curvo Gram negativo. ] ] »
(con aceite de inmersion).

Figura N° 13. Caracterizacion macroscoépica y microscopica.



ANEXO N° 6

V

Tomar con un asa Introducir las colonias en un
bacteriolégica de dos a tres criovial que contenga caldo
colonias. urea base.

‘I

Observar, un viraje de color de amarillo a

rosado fucsia en un lapso de 5 minutos a
una hora indica prueba positiva.

Figura N° 14. Prueba de ureasa.



ANEXO N° 7

Tomar con un asa

Colocarlas las colonias sobre

bacteriologica de dos a tres los discos de sensibilidad de

colonias. ]
oxidasa.

N

Observar, si hay un viraje de color de blanco a
violeta indica prueba positiva, si no hay cambio
se reporta como prueba negativa.

Figura N° 15. Prueba de oxidasa.



ANEXO N° 8
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Colocar en un portaobjeto una Tomar con un asa
gota de Peroxido de hidrégeno bacteriologica de dos a tres
al 30%. colonias sospechosas.

Observar, si hay formacion de

. L Suspender un inoculo
burbujas o efervescencia indica

orueba positiva denso sobre el reactivo.

Figura N° 16. Prueba de catalasa.



ANEXO N° 9

Tomar con un hisopo estéril una colonia aislada de los cultivos de las
muestras que hayan sido positivas para las pruebas bioquimicas y

correspondan a la morfologia de Helicobacter pylori.

Sembrar la colonia aislada en placas con medio Agar Columbia

suplementado con sangre al 7% por el método de hisopado.

Incubar las placas en una atmosfera de CO2 y temperatura
de 35 * 2°C por un tiempo 48 a 72 horas.

Figura N° 17. Sub-cultivo del microorganismo.



ANEXO N° 10

RESPUESTA A LA TERAPIA ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE KIRBY
BAUER



Se|eCCi0nal’ del SUb'CUItiVO del Sembrar |a Co'onia por hisopado

microorganismo una colonia en p|acas de Agar Mueller-
aislada y tomarla con un hisopo Hinton suplementado con 7% de
esteril. sangre de cordero desfibrinada.

Incubar las placas en una

Colocar con una pinza estéril los

discos de antibitticos de prueba. aimosfera  de COz vy
temperatura de 35 + 2°C por

un tiempo 48 a 72 horas.

Figura N° 18. Antibiograma.



Retirar las placas de la

incubadora.

Medir los halos producidos (si los
hay) con un pie de rey y anotar los
resultados, considerando lo

establecido en la Tabla N°. 1

Figura N° 19. Lectura de halos producidos



ANEXO N° 11

Colocarlo en un criovial que contiene

Recolectar el cultivo con un

asa bacteriologica caldo infusion cerebro corazén vy

glicerol al 20%.

'

Rotular e identificar cada criovial
y Almacenar en un ultra

congelador a - 80°C.

Figura N° 20. Conservacion de la cepa



ANEXO N° 12

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS



Extraccién y purificacion del ADN.
Equipo:

- Microcentrifuga

- Bafio de maria

- Vortex mixer

- Micropipetas (50 pl - 200 pl, 100 pl - 1000 wl)

- Kit de extraccion NucleoSpin® Tissue

Materiales:

- Tubos de microcentrifuga
- Tubos colectores

- Puntas para micropipetas estériles

Componentes del kit de extraccion del ADN NucleoSpin® Tissue

Componente Volumen
Buffer de Lisis T1 180 pL
Buffer de Lisis B3 200 pL
Buffer de lavado BW 500 pL
Buffer de lavado B5 600 uL
Buffer de elucion BE 60 pL
Proteinasa K liofilizada 25 L
Buffer Proteinasa PB 1.35 mL

Columnas de tubos y tubos
Nucleospin

Tubos colectores de 2 mL -



Electroforesis en gel de agarosa

Equipo
- Cémara horizontal de electroforesis con los accesorios correspondientes
(molde para hacer el gel, peine, cables para conectar a la fuente de
alimentacion)
- Fuente de alimentacion
- Transiluminador (fuente de luz ultravioleta)

- Equipo fotografico que permita tomar fotos del gel

Material
- Micropipetas.
- Puntas para micropipeta.
- Tubos tipo eppendorf
- Un matraz, probetas y vasos de precipitados para la preparacion de
soluciones.

- Espatulas.

Reactivos
- Agarosa (CAS N° 9012-36-6)
- GelRed
- Buffer TBE (Tris-Borato EDTA)
- Buffer de corrida 1x

- Buffer de carga 6x



Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ARN 16s.

Equipo

- Termociclador techne prime®

- Vortex mixer
Materiales

- Micropipetas.
- Puntas para micropipeta. (50 pl - 200 pl, 100 ul - 1000 pl)
- Tubos tipo eppendorf para PCR

Reactivos

- Dexocinucleotidos (dNTPs) de 10 mM
- Cloruro de magnesio de 50 mM

- Oligonucleotido Forward de 25 pmol

- Oligonucleotido Reverse de 25 pmol

- Taq polimerasa de 5 U/pL

- Buffer 10x

- Agua libre de nucleasas



ANEXO N° 13
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Sacar los crioviales del ultra Sembrar una placa de Agar

congelador y llevarlos a Columbia suplementado con

sangre de cordero desfibrinada
al 7%.

temperatura ambiente.

Incubar las placas en una atmosfera
con 10% CO:2 y temperatura de 35 +
2°C por un tiempo de 3 a 5 dias.

Figura N° 21. Reanimacion de la cepa.



ANEXO N° 14

EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN



Recolectar con un asa bacteriolégica todo el
crecimiento del cultivo obtenido y colocarlo

en un tubo Eppendorf

Agregar 180 L de T1

Agregar 25 pL de solucion de
Proteinasa K, vortear.

Incubar en bafio de maria a 56 °C por
Agregar 200 pL de

Buffer B3.

1 hora. Vortear

o o) o) mm o

Incubar en bafio de maria a 70°C por 10 minutos

Agregar 210 pL de etanol grado

molecular (absoluto 96-100%)

) ¢

Homogenizar en vortex

Figura N° 22. Extraccion y purificacion del ADN.



¢

Transferir las muestras (640 pL aprox) a las columnas de los

tubos NucleoSpin y colocarlas en un tubo colector

Centrifugar a Descartar el filtrado y el

11,000 rpm tubo colector.

Colocar la columna en un nuevo

tubo colector.

Agregar 500 pL de Buffer BW

Centrifugar a Descartar el filtrado y colocar la

11,000 rpm columna en el mismo tubo colector

Agregar 600 pL de Buffer B5

Centrifugar a
11,000 rpm

Descartar el filtrado

e Gy (Emm Gy fm——cery) (—

Centrifugar en seco 1 minuto a 11,000 rpm

Figura N° 22. Extraccion y purificacion del ADN.



Colocar la columna en un tubo

nuevo de microcentrifuga

Agregar 60 pL de Buffer BE

Dejar reposar a temperatura ambiente por 1 minuto

G

Centrifugar 1 minuto a 11,000 rpm

G

Descartar las columnas y guardar en freezer los tubos de

microcentrifuga con el ADN extraido.

Figura N° 22. Extraccion y purificacion del ADN.



ANEXO N° 15

Pesar 1 g de agarosa (para un Colocar la agarosa pesada en
volumen de 50 mL y una un Erlenmeyer de 250 mL y
concentracion de 2%). agregar 50 mL de Buffer de

corrida 1x Tris-Borato-EDTA
(TBE).

Fundir la agarosa en microondas Dejar enfriar el gel hasta que
por 3 lapsos de 30 segundos sea tolerable al tacto.
evitando el hervor del gel.

Figura N° 23. Preparacion del gel de agarosa



ANEXO N° 16

e WERErE
SN e o

Colocar el peine en la parte Sellar los bordes con cinta en los
superior de la cuna del gel para extremos abiertos dejando que
formar los pocillos. sobresalga 0.5 cm de cinta para luego

retirarlo con facilidad.

Verter el gel de agarosa fundido Agregar 4 pL de Gel Red en la

dentro de la cuna del gel y dejar agarosa fundida y agitar

enfriar al menos 30 minutos. suavemente.

Figura N° 24. Preparacion de la cuna del gel.



ANEXO N° 17

3 : Agua libre
cl de
dNTPs nucleasas
1uL 29.8 uL
et
5uL
3L H

Tag Polimerasa
0.2 uL

Oligonucleotidos
Forward 5 pL y
Reverse 5 uL

Homogenizar en vortex.

Agregar en un tubo de microcentrifuga los componentes de la

tabla N° 2 en ese orden.

Figura N° 25. Preparacion del master mix



ANEXO N° 18

- Mezclar el mix previamente preparado con 1 uL de ADN
bacteriano de las cepas positivas.

- Preparar un control negativo con agua libre de
nucleasas, mezclar el mix con 1 pL de agua libre de
nucleasas.

- Preparar muestras utilizando ADN bacteriano extraido y
purificado de dos microorganismos diferentes a
Helicobacter pylori obtenidos en los cultivos, mezclar el
mix con 1 uL de ADN.

- Homogenizar en vortex.

Figura N° 26. Preparacion de las muestras.



ANEXO N° 19

Colocar los tubos con las muestras y los

controles negativos en el termociclador.

Temp Duracion || Ramp |

950 0:00:3 Max |

Temp Duracion Ramp
ooa Max‘

Programar el termociclador en las condiciones de temperatura
y tiempos detalladas en la Tabla N° 3.

Figura N° 27. Realizacion de los ciclos de la PCR ARNr 16s.



ANEXO N° 20
3 3
ey

Colocar 10 pL del ADN del segmento Colocar 2 pL de Buffer de
16 s amplificados en un nuevo tubo de carga 6x y homogenizar en
microcentrifuga. vortex.

R -l

i

T .
Y

Colocar 7 pL del marcador de peso Colocar 2 pL de Buffer de
molecular en un nuevo tubo de carga 6x y homogenizar en
microcentrifuga. vortex.

Figura N° 28. Preparacion de muestras para la electroforesis en gel.



ANEXO N° 21

Colocar la cuna del gel que previamente habiamos dejado solidificando en
la cuba de electroforesis.
Llenar la cuba de electroforesis con el Buffer de corrida 1x.

Retirar cuidadosamente el peine para que los pocillos queden libres.

- Cargar los pocillos, en el primer pocillo colocar 9 pL del marcador de
peso molecular.

- Cargar los demas pocillos con 12 uL de las muestras.

- Colocar la tapa de la cuba de electroforesis controlando que los
bordes negativo y positivo coincidan (rojo/rojo y negro/negro).

- Colocar los cables a la fuente de alimentacion.

- Activar la corrida bajo las siguientes condiciones; 100 voltios, 500 mili
— Amperios y 45 minutos.

Figura N° 29. Carga de las muestras y corrida del gel.



ANEXO N° 22

Sacar el gel de la cAmara y llevar al transiluminador.
Encender la lampara ultravioleta e identificar las bandas.

Fotografiar el gel con el sistema fotografico disponible para posterior
analisis de resultados.

Figura N° 30. Visualizacion de las bandas.



ANEXO N° 23

Figura N° 31. Equipo, endoscopio y pinzas Olympus® utilizadas por el médico
gastroenterélogo para la realizacién de endoscopia digestiva y
toma de muestras.



ANEXO N° 24

Figura N° 32. Realizacion de endoscopia digestiva y toma de muestras.



ANEXO N° 25

Figura N° 33. Termociclador Techne prime® (1) y Transiluminador UVP® (2)



ANEXO N° 26

Figura N° 34. Estudiantes investigadores realizando actividades de biologia
molecular



ANEXO N°27

110 pb

Fig. 1. A 2% agarose electrophoresis gel stained with ethidium bromide demonstrating the
specificity of H. pylori detection obtained by PCR using primers Hp! : Hp2. Lane 1, H. mustelag
(F1); 2,“C. cinaedi™ 3, C. fetus subsp. fetus 4. C. laridic 5, C. jejuni; 6, H. mustelae (F8); 7, C. coli; &,

C. sputorum subsp. sputorum; 9, E. col ; 10, H. pylori; 1, W. succinogenes; 12, negative control; 13,
123-bp DNA ladder

Figura N° 35. Banda caracteristica de 110 pb. Evidencia del gen ARN 16S



ANEXO N° 28

Figura N° 36. Antibiogramas de cepa 1 (1) y cepa 2 (2)



ANEXO N° 29

Cuadro N° 5. Resultados de histopatologia de los pacientes involucrados en el

estudio
NGmero de paciente Resultado de histopatologia Resultado de cultivo
1 Positivo Negativo
2 Positivo Negativo
3 Positivo Negativo
4 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo
6 Positivo Negativo
7 Positivo Negativo
8 Positivo Negativo
9 Negativo Negativo
10 Negativo Positivo
11 Positivo Negativo
12 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo
14 Positivo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Positivo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo




Cuadro N° 5 (continuacion)

21 Negativo Negativo
22 Negativo Negativo
23 Negativo Negativo
24 Negativo Negativo
25 Positivo Negativo
26 Negativo Negativo
27 Negativo Negativo
28 Positivo Negativo
29 Negativo Negativo
30 Negativo Negativo
31 Positivo Negativo
32 Positivo Negativo
33 Negativo Negativo
34 Positivo Negativo
35 Positivo Negativo
36 Positivo Negativo
37 Positivo Negativo
38 Positivo Negativo
39 Positivo Negativo
40 Positivo Negativo
41 Positivo Negativo
42 Negativo Negativo




Cuadro N° 5 (continuacion)

43 Paositivo Positivo

44 Positivo Negativo
45 Positivo Negativo
46 Negativo Negativo
a7 Positivo Negativo
48 Positivo Negativo
49 Negativo Negativo
50 Negativo Negativo




ANEXO N° 30

Figura N° 37. Placas de cultivo de muestra 5-A y 5-C, morfologia macroscépica
(A), morfologia microscopica (B)



ANEXO N° 31

B

Figura N° 38. Placas de cultivo de muestra de pinza para toma de biopsias en
agar nutritivo (A) y agar Columbia con 7% de sangre de cordero y
suplemento DENT (B), morfologia microscépica (C)



ANEXO N° 32

Figura N° 39. Mortero y pistilo utilizados en el procesamiento de las muestras.



ANEXO N° 33

Figura N° 40. Placas de cultivo de muestra 3-C (A); 12-A (B); 28-A (C); 33-C (D)
y 44-A (E) donde se evidencia el crecimiento de microorganismos
no compatibles con Helicobacter pylori.



ANEXO N° 34

Figura N° 41. Morfologia microscopica de muestras 3-C (A); 12-A (B); 28-A (C);
33-C (D) y 44-A (E), todos corresponden a Bacilos Gram negativos.



ANEXO N° 35

Figura N° 42. Caracterizacion de posible Lactobacilo: Crecimiento en medio MRS
(A), bacilos Gram positivos (B), oxidasa y catalasa negativas (C).



