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H. pylori y Resistencia I.- Introduccién

1. PERSPECTIVA HISTORICA

A lo largo de la historia la Ulcera péptica ha sido considerada como una
enfermedad provocada por factores ambientales, genéticos o psicosomaticos. A
pesar de que hace cien afos se describio la existencia de bacterias con forma
espiral en la mucosa gastrica (1), el papel de las bacterias en la patologia gastrica
permanece olvidado, debido principalmente a la dificultad en el aislamiento y
cultivo de ellas.

A principios del siglo XX, la patogenia de la Ulcera péptica se creia
relacionada con el estrés y la dieta alimenticia. Afios mas tarde, se asumié que el
acido gastrico era el principal causante de ella. En 1971, sir James Black (2)
identificd un subtipo de receptores de histamina (H,) que parecian ser mediadores
de la secrecion acida, desarrollandose posteriormente los farmacos antagonistas de
estos receptores, lo que supuso un gran avance en el tratamiento de la Ulcera
péptica.

A mediados de los afios 70, Steer (3) comienza a asociar la inflamaciéon de
la mucosa gastrica con la existencia de bacterias espirales, aunque fracasa en el
intento de cultivarlas. Doce afios mas tarde, Warren (4), un patélogo australiano,
observa también esta asociacién e insta a Barry Marshall, residente de medicina
interna, a aislar el microorganismo a partir de biopsias de la mucosa gastrica, lo
que consigue de forma fortuita.

Marshall (5) y Morris (6) efectuaron experimentos de autoinoculacién para
confirmar que el microorganismo provocaba gastritis y no era un simple comensal
de la mucosa géstrica.

En 1983, Warren (4) y Marshall (7) publican en Lancet dos cartas en las que
comunican el descubrimiento de la bacteria, a la que denominan Campylobacter-
like. Marshall preconiza que este microorganismo debe desempefar un papel
importante en la gastritis, la Glcera péptica y el cancer gastrico. Tras la publicacion,
investigadores de todo el mundo comprueban la presencia de la bacteria en el
moco gastrico y empiezan a relacionarla con la existencia de inflamacion en la
mucosa gastrica. Posteriormente, se describen caracteristicas, fundamentalmente
en relacion con los &cidos grasos celulares, que la diferencian de las bacterias del
género Campylobacter, llegandose a denominar Helicobacter pyloriy creandose un
nuevo género bacteriano, el género Helicobacter.

McNulty y colaboradores (8) mostraron que el tratamiento antimicrobiano
producia una reduccion de la inflamacién de la mucosa gastrica causada por H.
pylori; sugiriendo que la eliminacion de la infeccién podia conducir a la curacién de
la gastritis. El primer tratamiento eficaz fue desarrollado por Borody (9), al emplear
una triple terapia con tetraciclina, metronidazol y sales de bismuto. Graham
(10,11) demuestra, en 1991, en un ensayo controlado y aleatorio, que la curacién
de la infeccién evitaba la recaida de la tlcera gastrica y duodenal.
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En 1994, se celebra una reunién de consenso, convocada por el Instituto
Nacional de Salud Americano (12), donde se define a H. pylori como el principal
causante de la Ulcera péptica, recomendandose la erradicacion del microorganismo
en todos los individuos ulcerosos infectados. En dicho afo, la Agencia
Internacional de Investigacién del Cancer lo declara agente carcinogénico, al estar
implicado en el desarrollo del cancer gastrico (13).
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2. MICROBIOLOGIA

El género Helicobacter esta constituido por bacilos gramnegativos curvados
_ con flagelos uni o bipolares, recubiertos de una vaina. Son catalasa y oxidasa
positivos, capaces de hidrolizar rapidamente la urea, precisando una atmosfera
microaerdfila para crecer (14). Este género agrupa al menos a 18 especies
diferenciadas genéticamente que, segin el nicho ecolégico que ocupan, se
clasifican en especies gastricas e intestinales.

Las especies gastricas son productoras de ureasa y sensibles a las sales
biliares, asociandose a patologia gastrica (excepto H. nemestrinae) mientras que las
helicobacterias intestinales pueden tolerar concentraciones de sales biliares
mayores del 20%, no produciendo patologia en humanos la mayoria de ellas (15-
17).

2. 1. Caracteristicas microbiolégicas

2.1.1. Morfologia

H. pylori es un bacilo gramnegativo helicoidal, con bordes redondeados
cuando se aisla en biopsias gastrica. Cuando se cultiva en medio sélido, el
microorganismo adquiere una forma redondeada (14), que se transforma en
cocoide tras un cultivo prolongado (18). Las formas cocoides son metabolicamente
activas, aunque no pueden ser cultivadas /n vitro (19).

En las muestras de tejido gastrico H. pyloritiene un tamafio de 0.5a 1 p de
ancho por 2.5 a 4.5 p de largo, mostrando de 1 a 8 flagelos polares, de unas 30 p
de longitud, recubiertos por una vaina y con un bulbo terminal (14). La presencia
de los flagelos le confiere motilidad y constituye un factor de virulencia. La
membrana externa se recubre por un glicocalix .

2.1.2. Estructura
Genoma

El genoma de H. pylori consiste en un cromosoma circular de 1.667.867
pares de bases. Aproximadamente el 40% de las cepas contienen plasmidos,
aungue éstos no contienen factores de virulencia. En el genoma existen dos copias
de cada gen rRNA (16S y 23S) (20). El contenido medio de guanina y citosina es
del 39%, aunque 5 regiones del genoma tienen una composicidn
significativamente diferente. Dos de ellas contienen una o mas copias de la
secuencia de insercion 1S605, estando implicados sus genes en el procesamiento
del ADN (21). Otra regioén es el islote de patogenicidad cag (PAl), flanqueado por
31 pares de bases repetidos. El gen cagA esta situado en uno de los extremos de
este islote. Esta region esta presente sélo en algunas cepas, siendo responsable de
la expresion de la proteina cagA, proteina que induce una respuesta inflamatoria
severa en la mucosa. Ligados a esta regién se encuentran los genes picAy picb.
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El gen vacA, que codifica una proteina homonima de 140 kD, también es
determinante de la patogenicidad de H. pylori. Se han descrito varias variantes
alélicas. La familia de alelos m1 y m2 se diferencian entre si en la secuencia de la
porcion media del gen, mientras que la familia de alelos s1a, s1b y s2 lo hacen en
el péptido senal.

Uno de los genes mas caracteristicos de esta bacteria es el de la ureasa. El
operdn de la ureasa se compone de 7 genes. Dos de ellos son estructurales (uredy
ureB), suficientes para la construccion de la apoenzima; el resto, son accesorios
(urel, uref, uref, ureGy ureH), necesarios para la insercién de los iones de niquel
en el sitio activo de la enzima (22).

H. pylori muestra una gran diversidad genética (23), siendo diferentes las
cepas aisladas de individuos no relacionados entre si. Esta diversidad se explica
tanto por la variable localizacion de los genes en el mapa genémico
(macrodiversidad) como por las diferencias existentes en la secuencia de
nucledtidos dentro de un mismo gen (variacién del 3 al 5%) (24). La diversidad
entre las cepas de H. pylori explica el débil proceso de seleccion de genotipos que
ha sufrido la especie y refleja la escasa competencia de las cepas entre si.

Pared celular y lipopolisacaridos

Aproximadamente, el 4% de la capacidad de codificacién del genoma de H.
pylori se emplea en codificar las proteinas de la membrana externa, porcentaje
superior al observado en otras bacterias (25). La mayoria de estas proteinas
pertenecen a 3 familias, la mayor de las cuales consta de 20 miembros, muchos de
ellos porinas (26) o adhesinas especificas al factor B de Lewis (27). Los miembros
de esta familia tienen una similitud en su secuencia mayor del 95%, lo que sugiere
que las secuencias especificas a cada una tienen un papel limitado en la variacion
antigénica.

Se han identificado varias proteinas en la membrana externa de la pared
celular, con pesos moleculares comprendidos entre 31 y 80 kD (28). La proteina
HspB y la ureasa se localizan en el citoplasma de la bacteria en las fases tempranas
del cultivo, mientras que en fases tardias se observan en la membrana externa
celular (29). Este hecho se debe a que las proteinas citoplasmaticas son liberadas
durante la autolisis bacteriana, siendo captadas por otras bacterias, caracteristica
que es esencial para entender la patogénesis de la infeccion (30).

También se ha purificado y caracterizado una familia de porinas de la
membrana, designadas como HopA-E, con pesos moleculares comprendidos entre
48 y 67 kD.

La estructura quimica del lipopolisacarido consta de un core formado por
heptasacdaridos, para cuya sintesis se requieren multiples glicosiltransferasas (31), y
una cadena O, compuesta por acidos de Lewis, idénticos a los existentes en los
tejidos del huésped. Se piensa que la similitud molecular con el antigeno
sanguineo Lewis estaria implicada en la colonizacién y persistencia de la infeccion
e incluso en procesos de autoinmunidad. El lipopolisacarido tiene una actividad

6



H. pylori y Resistencia I.- Introduccién

inmunolégica débil, propiedad que también ayudaria a la persistencia de la
infeccion.

2.1.3. Metabolismo

H. pylori puede utilizar la glucosa para la sintesis de pentosas y para generar
una fuerza reductora a través del ciclo de la pentosa. La actividad glucokinasa esta
asociada a la membrana celular, existiendo transportadores especificos para la
D-glucosa (32). La glucosa también puede ser metabolizada a través de la via de
Entner-Doudoroff (33).

Los aminodcidos son una fuente importante de carbono, nitrégeno y
energfa. Para su metabolismo utiliza una via de fermentacién similar a la de otras
bacterias anaerobias (34), utilizdndose el nitrégeno resultante de la desaminacion
de los aminoécidos en el ciclo de la urea.

Las caracteristicas microaeréfilas de la bacteria se deben tanto a sus
requerimientos de oxigeno como a la necesidad de una presiéon parcial de CO,
elevada. La catalasa, la superéxido dismutasa y la proteina recombinante
reparadora (recA) son importantes para resistir el dafio oxidativo y pueden
representar un sistema de supervivencia de la bacteria dentro del huésped.

.

2.1.4. Resistencia

Una cepa es resistente a un farmaco si su concentracion minima inhibitoria
(CMI) es mayor que la concentracion que el farmaco alcanza in vivo en el lugar de
la infeccién. La resistencia a los antibiticos puede ser natural o adquirida. La
resistencia natural es intrinseca al microorganismo, estando condicionada por las
caracteristicas de la bacteria. La resistencia adquirida puede ser primaria,
provocada por el contacto con el farmaco a través de tratamientos no relacionados
con el microorganismo, y secundaria, vinculada al contacto con el tratamiento para
erradicar la bacteria causante de la infecciéon. En H. pylori |a resistencia primaria
surge por el uso de antibioticos en el tratamiento de las infecciones de la
comunidad, principalmente genitourinarias y respiratorias. La resistencia
secundaria aparece tras el fracaso del tratamiento de la infeccién por H. pylori.

Resistencia a los nitroimidazoles

Los primeros farmacos utilizados en el tratamiento de la infeccién por H.
pylori fueron los nitroimidazoles, en concreto el metronidazol y el tinidazol. La
diferencia entre ambos radica en su farmacodinamia y su perfil de seguridad,
existiendo resistencia cruzada entre ellos (35).

Aunque la CMI de este grupo para inhibir el crecimiento de H. pylorino es
baja (CMIg, 1 mg/l), no se afecta negativamente por el pH. Ademas, presentan la
ventaja de ser excretados a la luz gastrica, donde se concentran. El metronidazol es
una base débil no ionizada a pH neutro, que se transforma en ionizada al cruzar la
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barrera gastrica, por accion del pH acido, acumulandose en la luz gastrica hasta
alcanzar su equilibrio. Para que este farmaco sea activo necesita penetrar en la
bacteria y que se reduzca su grupo nitro a hidroxilamina (36).

La selectividad frente a los microorganismos anaerobios se basa en que
requiere un bajo potencial redox para la reduccién de su grupo nitro (de -430 a -
460 mV), potencial que no puede ser alcanzado por los aerobios. El metronidazol
inhibe el crecimiento de H. pylori porque este microorganismo puede alcanzar, en
condiciones microaerofilicas, un potencial redox menor a -430 mV. El mecanismo
exacto de accién no se conoce, aunque se supone que actla lesionando el DNA y
provocando la muerte celular (35).

El mecanismo de resistencia a estos farmacos tampoco estd suficientemente
aclarado. Smith y Edwards (37) estudiaron la tasa de muerte celular de H. pylori
tras la administracion de metronidazol y hallaron que era dependiente de la
tension relativa de oxigeno del medio y de la densidad celular, ambas
determinantes de las condiciones redox del medio. Estos autores observaron que,
bajo condiciones anaerdbicas, la tasa de muerte celular era mayor. Cederbrant (38)
apoya estos argumentos, demostrando que la resistencia /n vitro a metronidazol es
inestable, disminuyendo cuando las cepas se incuban en un medio anaerobio en
las primeras horas de cultivo. En condiciones anaerobias se obtiene un potencial
redox bajo, lograndose una mayor reduccién del metronidazol y una mayor
actividad de éste.

El mecanismo de resistencia a metronidazol en H. pylori parece deberse a
una pérdida de la capacidad de la bacteria de alcanzar el potencial redox necesario
para reducir el farmaco. Goodwin (39) determina que la nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) nitrorreductasa podria ser la enzima responsable de
la reduccién del grupo nitro y que una mutacién en el gen que la codifica (radx4)
podria disminuir la actividad enzimética. Este autor (39) determina que la
resistencia a metronidazol se debe a una pérdida de la insensibilidad al oxigeno de
la NADPH nitrorreductasa. El gen que codifica esta enzima (rdx4) es un gen de 630
bp, homdlogo de las nitrorreductasas clasicas de las bacterias entéricas, que difiere
de éstas en el contenido en cisteinas (6 vs 1 6 2 en las entéricas) y en el punto
isoeléctrico (pl 7.99 vs 5.4-5.6). Una mutacion en este gen provocarfa la resistencia
a metronidazol. En el caso de la cepa de H pylori NCTC11638 (cepa de
referencia), la adquisicién de resistencia se debe a la insercién de la secuencia
IS605 (40).

El patrén de resistencia a metronidazol sigue una distribuciéon continua, es
decir, el espectro de CMI varia dependiendo del estado redox de la bacteria.

Evolucion de la resistencia a metronidazol

La resistencia a metronidazol se ha detectado en todo el mundo, con gran
variabilidad entre los distintos paises, segun el grado de utilizacion del farmaco,
estando condicionada por el uso previo en otras infecciones, generalmente
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parasitarias y ginecologicas. El mapa epidemiolégico difiere en las distintas
regiones, por la falta de estandarizacion en los métodos de deteccion.

En Europa, la prevalencia de la resistencia primaria esta préxima al 30%. En
1992, en un estudio multicéntrico estandarizado (41) se observaron grandes
diferencias entre los distintos paises europeos, oscilando entre el 7% de Esparia y
el 49% de Grecia. En cambio, en paises en vias de desarrollo, como es el caso de
Africa, la tasa de resistencia se acerca al 80% (42). En Hong Kong, se han hallado
cifras intermedias, rondando el 54% (43).

En los Ultimos afos se ha producido un incremento progresivo en las tasas
de resistencia a estos farmacos. En Bélgica, de 1989 a 1994 (44), se incrementaron
del 30% al 48.3%, no observandose en los afos posteriores (1995 a 1998)
variacion significativa (45). En Holanda (46-47), se han comunicado ascensos desde
un 7% a un 32%, en el periodo comprendido entre 1993 y 1996.

En Espana, la prevalencia media de resistencia a metronidazol es del 26%,
aunque oscila considerablemente entre las diversas regiones geogréficas. En el
periodo de 1991 a 1995, las tasas aumentaron de un 9% a un 21.6%, si bien en
los Gltimos afios permanecen estables (48). Nuestro grupo observé una prevalencia
del 42% en el periodo 1998-1999.

Una variable a tener en cuenta en la epidemiologia de la resistencia es la
poblacién inmigrante. Un estudio hallé una prevalencia de resistencia del 37% (49)
en nativos ingleses, frente a un 90% en inmigrantes de Bangladesh. En un estudio
francés, se obtuvo una resistencia del 11.5% en la poblacién nativa, frente a un
42.5% en inmigrantes africanos.

Resistencia a los macrolidos

Entre los macrélidos disponibles, solo claritromicina se utiliza ampliamente
como tratamiento de la infeccién por H. pylori debido a que la concentracién de
este fdrmaco necesaria para inhibir el crecimiento de esta bacteria es baja (CMly,,
0.03 mg/l), y se modifica poco a pH bajo; la CMI de los macrélidos restantes
aumenta al disminuir el pH (35).

La elevada potencia de este farmaco se explica por su mayor hidrofobicidad
en comparacién con otros macrélidos, por lo que difunde bien en la mucosa
gastrica y se concentra en el moco y en el interior celular (50). Goldman y
colaboradores (50) han demostrado que eritromicina, claritromicina y su
metabolito 14C-eritromicina se unen a los ribosomas de H. pylori siendo su
constante de disociacién una de las méas bajas medidas para el complejo
macrélido-ribosoma. Esta constante se sitia dos 6rdenes de magnitud por debajo
de la constante de disociacién para otras bacterias gramnegativas. Estos hallazgos
pueden explicar la buena actividad de estos farmacos frente a H. pylori.

La resistencia a claritromicina presenta una distribucién bimodal, es decir,
existe o no (51). Cuando existe, su efecto es similar a la sustitucién de este
farmaco por un placebo.
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La resistencia de este microorganismo a los macrélidos se debe a la falta de
puntos de union de estos farmacos a los ribosomas de la bacteria, interesando a
todas las moléculas de esta familia. Dicho mecanismo puede ser demostrado
incubando eritromicina marcada con concentraciones crecientes de ribosomas,
obtenidos de microorganismos sensibles y resistentes. La concentracion de
antibiético unido aumenta de forma paralela a la concentracién de ribosomas
presentes en las cepas sensibles, pero no en las cepas resistentes, poniendo de
manifiesto la falta de union del antibidtico a éstos, es decir, la unién farmaco-
ribosoma es dosis dependiente en cepas sensibles y no tiene lugar en cepas
resistentes (52).

La modificacién en los puntos de unién a los ribosomas se establece por
cambios postranscripcionales. Responsable de la resistencia puede ser la mutaciéon
en el dominio V de la peptidiltransferasa del 23rRNA, descrita primero en otras
bacterias, como £scherichia coli Mycoplasma pneumoniae y Mycobacterium
intracellulare (36). Versalovic y colaboradores (53) la describieron en H. pylori en
1996. Se han descrito 7 mutaciones diferentes (54). Las mutaciones fueron
halladas primero en las posiciones 2143 y 2144 del genoma bacteriano (55),
describiéndose posteriormente en las posiciones 2116 y 2142 (56). Son de caracter
dominante, constituyendo cambios transicionales (adenina por guanina) o mas
frecuente, de transversion (adenina por citosina). El tipo de mutacién puede
determinar el grado de resistencia. Asi, Versalovic (57) observa que la mutacién
A2142G se presenta mas frecuentemente que la mutacion A2143G en las cepas
con valores de CMI>64 mg/l. Las mutaciones son homocigéticas, los fenotipos que
inducen son estables y su adquisicion puede tener lugar por transferencia
horizontal.

El método de referencia para determinar la mutacion es la secuenciacion del
genoma de H. pylori. Los métodos de PCR-RFLP pueden aplicarse directamente a
las cepas, ya que la mutacion en la posicion 2142 crea un sitio de restriccion
donde actua la enzima Bsal y la mutacion en la 2143, otro donde lo hace la
enzima Bbsl (52-53).

Evolucién de la resistencia

La prevalencia de la resistencia a los macrélidos sufre variaciones en los
distintos paises de forma paralela al uso previo de este farmaco en otras
infecciones, principalmente respiratorias (35).

Globalmente, las tasas de resistencia comunicadas oscilan entre el 0 y el
15% (36). En Estados Unidos (58), las tasas se sitGan entre un 10.6% y un 12%,
segun el método de andlisis utilizado (dilucion en agar o E-test), mayores que las
observadas en Canada (<3%) (59). En Europa, la resistencia sigue un gradiente de
norte a sur, encontrandose las tasas mas bajas en el norte (3% en Escandinavia y
Holanda) y las mas altas en los paises mediterraneos, donde oscilan entre un 10y
un 15% (46). En un trabajo publicado recientemente, se comunica una prevalencia
del 11.3% en ltalia (60), cifra cercana a la observada en Bulgaria (9.7%) (61). En
Gran Bretafia y Alemania las cifras son intermedias. En Bélgica, la prevalencia de
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resistencia a claritromicina ha experimentado un ascenso significativo, pasando de
un 0.9% en 1995 a un 17.8% en 1998 (45).

En Espafa (62), la prevalencia media de resistencia es del 6.7%, si bien
oscila considerablemente entre las diversas regiones, aumentando a un ritmo
relativamente alto en los ultimos afios. El porcentaje medio de resistencias a
claritromicina en 1995 era del 4.6%, aumentando al 10.9% en 1997. En
Zaragoza, el grupo de Gomollén (63) obtiene un 5.5% de resistencia en 1998,
cifra que se eleva a un 15.8% en 1999. En nuestro medio hospitalario la
prevalencia primaria es del 13% (64).

Resistencia a amoxicilina

La amoxicilina es el Unico betalactamico utilizado en el tratamiento de la
infeccién por H. pylori; debido a su gran actividad (CMI menor de 0.03 mg/l) (36).

Las bacterias adquieren resistencia a este farmaco por tres mecanismos:
sintesis de betalactamasas, disminucién de la permeabilidad de la membrana al
farmaco o desarrollo de cambios estructurales en las proteinas de unién a la
penicilina  (PBPs). Las PBPs incluyen transpeptidasas, transglicosilasas,
endopeptidasas y carboxipeptidasas.

Los betalactdmicos acttan sobre H. pylori inhibiendo las fases finales de la
sintesis del peptidoglicano, un mecanismo bioquimico en el cudl intervienen varias
proteinas de uni6n a las penicilinas. En las cepas de H. pylori resistentes a
amoxicilina no se ha detectado actividad betalactamasa (35). Dore y
colaboradores (65) han descrito que la resistencia a amoxicilina se debe a la falta
de una de las cuatro proteinas de unién a este farmaco, la PBP D, normalmente
presente en las cepas sensibles. Deloney (66), ademas de observar una
disminucién de la afinidad de la PBP1 por los betalactdmicos halla que, en las
cepas resistentes, la permeabilidad de la membrana para estos antibiéticos esta
disminuida.

Van Zwet (67) ha logrado aislar una cepa con resistencia adquirida estable a
la amoxicilina, incluso tras congelacion a -80°C y cultivo. Dado el intercambio
natural de DNA entre las distintas cepas, por conjugacion y transformacion, la
transmision de la resistencia es posible.

Resistencia a tetraciclinas

La CMI de las tetraciclinas frente a H. pylori es moderada (0.25 mg/l),
siendo su actividad independiente del pH. Otra ventaja de este grupo es que se
concentra de forma adecuada en la mucosa gastrica.

La resistencia de H. pylori a ellas es baja, si bien existe resistencia cruzada
con metronidazol. En Gran Bretana, la resistencia es cercana al 6% (68). Realdi
(69), en un estudio en 369 pacientes dispépticos, obtiene una resistencia primaria
a este farmaco del 14%.
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Resistencia a quinolonas

H. pylori posee resistencia natural a las quinolonas de primera generacion,
como el acido nalidixico (35). Las fluorquinolonas no constituyen un tratamiento
de primera linea en la infeccién por H. pylori sin embargo, se han constatado
resistencias cuando se usan solos 0 en combinacién con otros antibiéticos frente a
esta infeccion (36). Son farmacos con una actividad moderada ( CMI frente a H.
pylori de 0.5 mg/l), con adecuada concentracién en la mucosa gastrica y actividad
dependiente del pH. /n vitro, la tasa de seleccion de mutantes resistentes es menor
que la de metronidazol e incluso que la de los macrélidos.

Las fluorquinolonas inhiben la subunidad A de la enzima DNA girasa. Esta
enzima, compuesta por dos subunidades A y dos B y codificada por los genes girA
y girB, tiene como funciéon desenrollar el DNA al comienzo de la replicacion (35).

La resistencia de H. pylori a estos farmacos ha sido estudiada por Moore y
colaboradores (70), quienes asocian la pérdida de actividad de estos farmacos
frente a H. pylori a mutaciones en el genoma de esta bacteria. La alteracién que
determina la resistencia se localiza entre los aminoacidos 67 y 106 del gen girA,
conociéndose en £. colj, Staphylococcus aureus, M. pneumoniae, Campylobacter
Jjejuni y Campylobacter fetus (35). En H. pylori se detectan mutaciones en las
posiciones 87 (asn por lys), 88 (ala por val), 91 (asp por gly, asn o tyr) y 97 (ala por
val), que se asocian a un aumento de la CMI de 4. pylori; de 0.25 mg/l a 4 mg/l.

La resistencia primaria descrita a quinolonas es de un 1-3.5% (71). La
primera evidencia de resistencia secundaria se conocié en 1987 (72), siendo alta en
monoterapia y de caracter estable.

Resistencia a rifampicina

La resistencia a los farmacos de esta familia (rifampicina y rifaximina) se
detecta en bajos porcentajes, habiéndose comunicado tras monoterapias (73). Son
farmacos con gran actividad frente a 4. pylori independiente del pH, y buena
concentracién en la mucosa gastrica. Acttan inhibiendo la subunidad $ de la RNA
polimerasa, enzima codificada por el gen rpoB. La alteracidbn que origina la
resistencia a estos farmacos es una mutacién en este gen.
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3. EPIDEMIOLOGIA
3. 1. Fuente de la infeccion

El reservorio principal de H. pylori es el estbmago humano. Se ha intentado
hallar una fuente animal de la infeccion. Aungue se han aislado distintas especies
de Helicobacter en la cavidad gastrica de gatos (74), cerdos, ovejas y monos, su
transmisién es anecdética (75). Grubel y colaboradores (76) han publicado que A.
pylori es capaz de sobrevivir en el tubo digestivo de la mosca comdn durante 30
horas, pudiendo actuar este insecto como vector de la infeccion. A diferencia de
ellos, Osato (77) no ha logrado aislar este microorganismo en el tubo digestivo de
moscas expuestas previamente a heces que contenfan H. pylori.

La especificidad del hombre como huésped puede estar en relacion con un
mecanismo de absorcion del hierro, dependiente de la lactoferrina humana (78). El
nicho ecoldgico es el antro gastrico humano, al existir en esta zona gastrica unos
receptores especificos a los que es capaz de adherirse. Se puede aislar también de
otras areas de mucosa gastrica ectépica (metaplasia gastrica en duodeno, eséfago
de Barrett o recto) y de otras localizaciones, como la placa dental (79) y la saliva
(80), habiéndose cultivado a partir de muestras de esta ultima. Esto apoyarfa la
hipotesis de que la cavidad oral podria actuar como reservorio. Esta hipétesis se
refuerza por los hallazgos de la misma cepa en la placa dental y en el estbmago,
mediante estudios de DNA (81). También se ha logrado cultivar a partir de
muestras de heces (82).

3.2. Mecanismos de transmision

Se han descrito varios mecanismos de posible transmision:

3.2.1. Transmision fecal-oral

Es, probablemente, la mas importante. H. pylori se elimina con el jugo
gastrico, el moco y la descamacion celular. Se ha conseguido aislar la bacteria en
las heces de individuos infectados (82), aunque de forma intermitente. El agua
contaminada por material fecal también puede ser un vehiculo de transmision,
aunque no se ha podido aislar en ella.

3.2.2. Transmision oral-oral

Se ha demostrado que H. pylori puede alcanzar la cavidad oral con la
regurgitacion del contenido gastrico que se produce durante el vomito. El
aislamiento de la bacteria en la cavidad oral y su cultivo a partir de muestras de
vomito, hace pensar en la posibilidad de transmisién por esta via (80-81). Se han
identificado casos de transmisién oral-oral en Africa, donde en determinadas
comunidades existe el habito de premasticacién de los alimentos (83).
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3.2.3. Transmision por fomites

La forma menos comun es la yatrogénica, a través de los tubos y
endoscopios. La mejora en la desinfeccién de los endoscopios ha reducido la
incidencia de transmisiéon (84-85). La alta incidencia de la infeccion entre los
endoscopistas que no utilizan guantes, sugiere que la infeccién se transmite a
través de los instrumentos contaminados por secrecién gastrica.

3.3. Poblacion susceptible

3.3.1. Factores de riesgo para la infeccion por H. pylori

Sexo

Los varones tienen tasas de incidencia de enfermedad ulcerosa duodenal y
de cancer gastrico mas elevadas que las mujeres, aunque no se han encontrado
diferencias en la prevalencia del microorganismo asociada al sexo (86).

Raza o grupo étnico

En Estados Unidos se ha descrito una mayor prevalencia de H. pylorientre la
poblacién afroamericana e hispana que entre la blanca no hispanica (87). En otros
pafses, como Taiwan (88) o Nueva Zelanda (89), las poblaciones indigenas
presentan una tasa de infecciéon mas elevada.

Se ha observado una mayor prevalencia de infeccion por este
microorganismo en sujetos de raza negra, independientemente de la edad, el sexo,
el nivel socioeconémico o el consumo de tabaco y alcohol (87, 90).

Nivel socioeconomico

Probablemente, el nivel econdmico y las costumbres sociales sean los
factores de riesgo mas importantes para la adquisicién de la infeccion por A.
pylori; al relacionarse su prevalencia con las condiciones higiénicas y el contacto
estrecho entre individuos.

Existe una relacion inversa entre la infeccion por H. pylori y el nivel
socioecondémico. En la encuesta Eurogast, llevada a cabo sobre 3194 individuos
asintomaticos de 17 paises europeos, la seroprevalencia de H. pylori se asocio
inversamente con el nivel educacional de cada grupo de poblacion (91).

Susceptibilidad genética

Uno de los disefios de investigacion mas relevantes para examinar la
importancia de los factores genéticos es el que estudia a gemelos idénticos
separados en la infancia. Uno de estos estudios fue llevado a cabo en Suecia (92),
determindndose la serologia frente a 4. pylori en dos grupos de gemelos, unos
criados juntos y otros separados. El coeficiente de correlacién en los gemelos
homocigdticos separados fue del 0.66%, lo que confirma la importancia de estos
factores en la adquisicion de la infeccién.
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Otras

No se ha observado que el consumo de alcohol, tabaco o AINES se asocie
con una mayor o menor prevalencia de infeccién por H. pylori (87, 91).

3.3.2. Prevalencia

H. pylori se ha hallado en la mucosa gastrica de individuos de todo el
mundo. La prevalencia de la infeccién en los paises en desarrollo es de un 70-
90%, mientras que en los paises desarrollados, la prevalencia es menor, oscilando
entre un 25y un 50%.

La diferente prevalencia entre los distintos paises se cree que es debido a la
diferente incidencia de la infeccion durante la infancia. De forma global, se
identifican dos curvas de prevalencia (93).

En los paises en vias de desarrollo, la mayoria de los individuos se infectan
en la infancia, cronificandose la infeccién y aumentando la prevalencia a lo largo
de la vida (94). En cambio, en los paises desarrollados, sélo una minoria de los
nifos se infectan, siendo la prevalencia baja hasta los 35-40 afios, observandose, a
partir de entonces, un ascenso importante (91). En los paises desarrollados, los
individuos con mayor nivel socioeconémico tienen menores tasas de infecciéon (90)
aunque, entre ciertas minorias étnicas, persisten tasas elevadas a pesar del
desarrollo econémico.

En casi todos los estudios, la prevalencia de la infeccién en relaciéon con la
edad es similar para ambos sexos (95-96).

Prevalencia de la infeccion en Espana

En nuestro pafs, se han publicado varios estudios epidemiol6gicos, siendo
discordantes los datos entre si. Mientras que dos de los estudios (97, 98) presentan
cifras bajas de prevalencia, debido a que la mayoria de los pacientes eran menores
de 40 afios, el estudio realizado en Barcelona (99) cifra la prevalencia en un 60%,
mas en consonancia con las cifras de los paises de nuestro entorno.

En adultos sintomaticos, el grupo de Boixeda (100) halla una prevalencia de
la infeccién del 71%, perteneciendo el mayor porcentaje de pacientes en los que
se detectd la infeccidon a la cuarta y quinta década de la vida. Este porcentaje es
semejante al obtenido por Mur Villacampa (70%) (101).

En nuestro medio hospitalario, hemos realizado un estudio de prevalencia
de la infecciobn en donantes de sangre, sobre 611 sujetos, determinando la
presencia de anticuerpos circulantes frente a H. pylori, resultando una prevalencia
del 54.17%, sin diferencias entre sexos (102).

En todos los estudios se observa un incremento de la prevalencia de la
infeccién con respecto a la edad.
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3.3.3. Distribucion geogrdfica

H. pylori sigue una distribucion mundial, observandose grandes oscilaciones
en su prevalencia entre los distintos pafses (93, 103).

El estudio del genoma de la bacteria muestra una clara diferencia
geografica en la distribucién de los genotipos del microorganismo. Se han
observado similitudes entre los genotipos de las cepas de distintas regiones al
estudiar la secuencia de DNA de cepas de . pylori de los 5 continentes (104). La
distribuciéon de los genotipos vacA en Centro y Sudamérica (104) es similar a la
existente en la peninsula Ibérica, lo que puede reflejar la relacion sociocultural y
econémica que existié entre estas dos regiones en los siglos pasados. De forma
similar, los genotipos que predominan en el norte de Europa son los mismos que
predominan en Canadd y Australia, reflejando también las relaciones histéricas
entre estos paises. En Europa (104), existe un gradiente de distribucién significativo
de norte a sur de los genotipos vacA de H. pylori En el Norte y Este de Europa,
predomina el genotipo sl1a frente al s1b. En Francia e Italia, la prevalencia de
ambos subtipos es similar, mientras que en la peninsula Ibérica el subtipo
mayoritario es el s1b.

La diferente distribucién de los genotipos puede explicar la diferente
significacion clinica de la infeccién por H. pylorien distintas regiones del mundo, al
asociarse ciertos genotipos (cagA+, vacA tjpo s1) a patologias mas severas (105-
107).

3.4. Reinfeccion

La erradicacién de H. pylorise asocia a una reduccion significativa en la tasa
de recidivas ulcerosas, lograndose no sélo la cicatrizacion temporal, sino la
curacion definitiva de la enfermedad ulcerosa. Otra entidad que se beneficia de la
erradicacion es el linfoma gastrico MALT asociado a H. pylori, describiéndose la
regresion histolégica tumoral en los de bajo grado tras la curacién de la infeccion.
La recidiva ulcerosa y la de este tipo de linfomas tras la erradicacién se asocian a
una recurrencia de la infeccién por H. pylori (108, 109).

Ante una recurrencia de la infeccion habria que diferenciar entre
reinfeccion (es decir, cuando el paciente es infectado por una nueva cepa de H.
pylor) y recrudescencia (cuando se detecta una cepa similar a la aislada
previamente a la erradicacion) (110).

La tasa de recurrencia de la infeccién tras un tratamiento erradicador eficaz
es baja en los paises desarrollados, oscilando entre el 0 y el 10% anual, con cifras
inferiores al 3% en la mayoria de los estudios, si bien es mas alta en algunos paises
en vias de desarrollo (108). La tasa de recurrencia parece ser similar, o incluso
inferior, a la incidencia de infeccion primaria en la poblacion de los
correspondientes paises.

El nivel socioeconémico del pafs podria constituir un predictor del riesgo de
recurrencia. De esta forma, las mayores tasas se han descrito en regiones con
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menor indice de desarrollo, como ocurre en Brasil (111), Corea (112) o Polonia
(113), donde la prevalencia de H. pylori es muy elevada. Dentro de una misma
region se ha constatado un mayor riesgo entre los individuos pertenecientes a una
clase econémica mas deprimida. No obstante, existen paradojas, como es el caso
de Turquia (114), Malasia (115), Tunez (116) o China (117), donde la tasa de
recurrencias es relativamente baja, a pesar de la elevada tasa de infeccion. En
Espana, la incidencia oscila entre un 2% anual, descrita por Monés (118), hasta un
7% anual, descrita por el grupo de Garcia Valriberas (119).

El riesgo de recurrencia es mayor en la infancia, pudiéndose relacionar con
los estrechos contactos fisicos y las menores medidas higiénicas. Rowland (120)
halla un riesgo de reinfeccion 26 veces mayor en los nifios menores de 5 afos en
comparacion con aquéllos de edad superior. En otro trabajo se constata que la
edad media de los pacientes reinfectados es menor que la de los que contintian
siendo H. pylorinegativos (121).

El riesgo de sufrir una recurrencia parece limitarse a unos pocos meses o un
ano después de haber administrado el tratamiento erradicador, siendo menor la
incidencia de recurrencias tardias (108, 109, 122). Segun distintas observaciones
(121), gran parte de las recurrencias detectadas en los primeros meses son
recrudescencias que no se han detectado en un momento temprano (al mes de
finalizar el tratamiento), por distintos motivos; entre otros, las caracteristicas de los
métodos diagnosticos utilizados para comprobar la erradicacion.

Otro factor del que parece depender la tasa de recurrencias es el tipo de
tratamiento utilizado. Cuanto menor es la eficacia antibiética, mayor es el riesgo
de recurrencias, al tratarse de un aclaramiento bacteriano transitorio mas que de
una verdadera erradicacion (109, 123).

Se ha sugerido que el tratamiento de mantenimiento con antagonistas de
los receptores H, podria incrementar el riesgo de reinfeccion (124), si bien se
requieren mas estudios que confirmen estos hallazgos.
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4.- PATOGENIA

Las bacterias patdgenas necesitan mecanismos que les permitan colonizar la
mucosa gastrica, producir lesion y evadir o tolerar los sistemas de defensa del
huésped. La presencia de estos mecanismos biolégicos, conocidos como factores
de patogenicidad, puede explicar la aparicion de sintomas y signos de la
enfermedad.

Actualmente, existe evidencia de la implicaciéon de H. pylori en el desarrollo
de la gastritis crénica superficial. La ingesta de un inéculo bacteriano produce
gastritis. Tras la curacion de la infeccion por H. pylori con antibiéticos, se produce
un aclaramiento de la gastritis y una disminucién en el titulo de anticuerpos.

Se han desarrollado distintos modelos animales que permiten estudiar los
mecanismos de patogenicidad y virulencia de H. pylori en la patologia
gastroduodenal.

4.1. Factores de patogenicidad

La colonizacién y persistencia de H. pylori en la mucosa gastrica supone la
adquisicién por parte de la bacteria de unos mecanismos de adaptaciéon que le
permitan sobrevivir en este medio hostil y defenderse de la agresién que suponen
el acido gastrico, el peristaltismo y el recambio celular rapido del epitelio. Los
componentes estructurales de la bacteria y la produccion de mediadores
bacterianos y antigenos contribuyen a ello.

4.1.1. Componentes estructurales

Flagelos

La motilidad de H. pylori, conferida por su forma curvada, y la presencia de
flagelos en uno de sus polos, es un factor esencial en la colonizacién de la mucosa,
permitiéndole desenvolverse en la viscosidad del moco gastrico. La importancia de
los flagelos se ha podido demostrar al infectar a cerdos gnotobi6ticos con estirpes
de Helicobacter aflageladas, observandose una menor colonizacién en estos casos
(125).

Los flagelos estan constituidos por polimeros de dos proteinas,
denominadas flagelinas, FlaA y FlaB (126), de 53 y 54 kD respectivamente. Se ha
identificado una tercera proteina, FIgE, que actuarfa de anclaje de la flagelina en la
base del flagelo. Se han descrito variaciones alélicas en los genes gque codifican las
subunidades de la flagelina, que podrian comportar diferencias en la motilidad de
las cepas, aungue no ha podido demostrarse que esta variabilidad posea relevancia
clinica (68).

Los flagelos estdn recubiertos por una vaina, compuesta por fosfolipidos,
lipopolisacaridos y proteinas de membrana externa, que les protege frente al acido
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gastrico (127). Gracias a los flagelos, H. pylori es capaz de responder a estimulos
quimiotacticos.

Moléculas de adherencia

La superficie de H. pylori presenta una hidrofobicidad elevada, que se
incrementa en presencia de urea y pH &cido, lo que le confiere mayor adherencia
al epitelio gastrico (14). H. pylorise adhiere a las células de la mucosa gastrica o a
células de metaplasia géstrica en otras localizaciones, pero no a células intestinales,
lo que hace pensar que deben existir receptores especificos de unién de la bacteria
a estas células.

Las moléculas bacterianas implicadas en la adherencia son diversas,
caracterizandose recientemente la adhesina, que reconoce especificamente
antigenos de Lewis con residuos de fucosa (parte de los antigenos que determinan
el grupo sanguineo 0) (128). No obstante, existe controversia en cuanto a la
contribucién de este antigeno a la adhesién. Su participacion podria explicar la
mayor prevalencia de Ulceras en sujetos con grupo sanguineo 0.

Algunas cepas de H. pylori poseen la capacidad de secretar ciertos
antigenos, denominados Lewis* y Lewis’, similares a Lewis®, que podrfan estar
implicados en fenémenos autoinmunes responsables de la disminucién de la
capacidad de acidificacion gastrica y en la gastritis atréfica (129).

Algunos autores han detectado una hemaglutinina fibrilar que se une
especificamente a la N-acetil-neuraminil-lactosa y que puede corresponder al
factor primario de la adhesiéon (130). Otros receptores para H. pylori son la
fosfatidiletanolamina y la laminina, componentes de membrana de las células
epiteliales.

La intensidad de la adhesién de H. pylorial epitelio gastrico estd relacionada
con la gravedad de las lesiones histologicas (131). La unién de la bacteria al
epitelio origina modificaciones en el citoesqueleto que conducen a la fosforilacion
de tirosinas en proteinas celulares adyacentes y a la secrecion de IL8 por la célula
epitelial.

Lipopolisacdrido

El lipopolisacarido de H. pylori consta de una porcion lipidica, de la cual la
mas importante en cuanto a las propiedades endotoxicas es el lipido A, un nucleo
polisacarido central y cadenas polisacaridas proyectadas al exterior de la
membrana bacteriana, que constituyen la parte antigénica de la molécula.

El lipopolisacarido induce una leve respuesta inflamatoria; sin embargo,
altera la union de las lamininas del epitelio gastrico, afectando a la integridad de
éste (132). Otras propiedades son la induccion de la produccién de factor de
necrosis tumoral (TNF) e interleukina 1 (IL-1).
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4.1.2. Enzimas
Ureasa

H. pylori es un microorganismo microaeréfilo, es decir, necesita oxigeno en
bajas concentraciones, encontrando en el interior de la mucosa gastrica un habitat
dptimo. Esta localizacién también le permite mantenerse apartado del pH bajo y
de la respuesta celular del huésped (133). Esta bacteria sélo es capaz de subsistir
en medios con pH>5.4. La ureasa, localizada en el citosol y en la membrana
bacteriana (134), hidroliza la urea del medio, produciendo iones amonio que
neutralizan el pH acido.

La ureasa tiene un peso molecular de 540 kD, estando formada por 2
subunidades, de 28 y 61 kD, que se acoplan formando un hexamero que contiene
niquel (22). La capacidad hidrolitica de esta enzima es extraordinaria, lo que le
permite actuar con la escasa concentracion de urea del estdbmago.

La ureasa, ademas de permitir la colonizacién bacteriana, contribuye a la
lesion tisular asociada a la infeccion, a través de mecanismos directos e indirectos.
El amonio resultante de la hidrolisis de la urea, al interaccionar con el agua,
produce hidréxido de amonio, que induce vacuolizacién de las células (135),
siendo su acimulo responsable de la hipoclorhidria que se observa en las fases
agudas de la infeccion. El amonio también interfiere en la retrodifusion de
hidrogeniones de la mucosa gastrica. El acimulo de hidrogeniones generaria un
gradiente electroquimico en la membrana citoplasmatica que podria ser utilizado
por la bacteria como fuente de energia.

Los efectos nocivos mas importantes derivados de esta enzima se producen
a través de su capacidad de estimular la respuesta inmune. La ureasa constituye el
componente proteico mas abundante de A pylori con gran capacidad
inmundgena. Por si misma es capaz de provocar la respuesta humoral, con
produccion de IgA e IgG especificas, asi como estimular la quimiotaxis de
monocitos y neutréfilos y activar los macréfagos, promoviendo la formacion y
liberacion de radicales libres de oxigeno, que ayudarfan a amplificar la respuesta
inflamatoria local. La reaccién entre el amonio y el acido hipocloroso, producido
por los leucocitos activados, da lugar a la formaciéon de hidroxilamina o
monocloramina, que contribuirian al desarrollo de la lesién.

Catalasa y superoxido dismutasa

La catalasa y la superdxido dismutasa (68) protegen a H. pylori de los
metabolitos toxicos de los macrofagos y neutrédfilos. Un factor que facilitaria
también la colonizacion es el factor de inhibicion de la secrecién géstrica (136). Es
una proteina termolabil que parece tener una accién antisecretora sobre las células
parietales, determinando una hipoclorhidria transitoria que facilitaria el
asentamiento bacteriano, al reducir el moco y la secrecién de pepsina.
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Fosfolipasas y deshidrogenasas

La principal accién de las fosfolipasas A, y C, existentes en todas las cepas
de H. pylor es la degradacion de los fosfolipidos que componen la barrera
mucosa gastrica, disminuyendo la hidrofobicidad y aumentando la susceptibilidad
a la lesion celular. Al actuar sobre ellos, liberan &cido araquidénico, que se
transforma en leucotrienos, PAF o lisolecitina, moléculas con capacidad
ulcerogénica directa (137).

La alcohol deshidrogenasa de H. pylori es capaz de producir grandes
cantidades de acetaldehido, que al unirse a proteinas de la mucosa
gastroduodenal, interfiere en los mecanismos de defensa (138). Ademas, la
oxidacion de acetaldehido a acetato genera radicales libres de oxigeno.

4.1.3. Citotoxinas

Citotoxina vacuolizante \NacA)

Aproximadamente, la mitad de las cepas de H. pylori producen una toxina
vacuolizante /n vitro (VacA), siendo maés frecuente encontrar esta toxina en sujetos
con Ulcera que entre los que sélo presentan una gastritis antral (68). A pesar de
que no todas las cepas de H. pylori expresan actividad de esta toxina, el gen que la
codifica esta presente en todas (139).

La proteina VacA es sintetizada como un precursor, cuyo extremo
carboxiterminal es escindido para generar la proteina madura de 95 kD, que se
activa al exponerse a pH bajo, resistiendo a la accién de la pepsina.

Las cepas vacA s1m1 presentan una actividad citotdxica importante /n vitro.
Las cepas sTm2 muestran citotoxicidad moderada, mientras que las s2m2 no
producen citotoxina vacuolizante (140). En un estudio reciente, realizado en
biopsias gastricas, se ha demostrado que los fenémenos inflamatorios irfan ligados
a la regién s del gen, mientras que la region m seria responsable de la intensidad
de la lesion epitelial. Este estudio sugiere un mayor riesgo de desarrollo de
enfermedad ulcerosa péptica en caso de infeccién por cepas s1a (141).

Citotoxina cagA e islote de patogenicidad (PAI) Cag

El locus o islote de patogenicidad cag del genoma se ha demostrado
relevante en el desarrollo de enfermedad por H. pylori. Esta regién cromosémica
multigénica codifica mds de 15 genes diferentes, entre ellos el gen cagA,
responsable de la produccién de la toxina CagA. El hecho de que la expresion del
gen cagA coincidiera en la mayoria de los casos con la existencia de actividad
vacuolizante (VacA), promovié la dasificacion de H. pylori en dos tipos (I y II),
segun la presencia o ausencia de ambos factores de patogenicidad (142).

Se ha observado, /n vitro e in vivo, que las cepas cagA+ inducen mdas
interleuquinas (IL1a, IL1b, IL8) que las cepas cagA-, citogquinas implicadas en los
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fendmenos inflamatorios asociados a la infeccién por este microorganismo. Sin
embargo, en estudios realizados posteriormente se cuestiona el papel de la
proteina CagA como factor de patogenicidad, al no observarse diferencias en la
prevalencia de infeccién por cepas cagA+ entre pacientes afectados de gastritis
crénica o de Ulcera péptica (143).

Estas divergencias se han intentado explicar estudiando otros genes ligados
al gen cagA en el islote de patogenicidad. Asi, la produccién de IL8 no parece
depender de la presencia del gen cagA, sino de otros genes situados en el PAl cag,
como los picA'y picB. Otras acciones que parecen derivarse de genes presentes en
dicho islote son la fosforilacion de tirosinas en el huésped y la reorganizacién del
citoesqueleto de las células de superficie del huésped (126). Por tanto, a pesar de
que la expresion de la citotoxina CagA pueda considerarse un marcador de
patogenicidad al revelar la existencia del PAl cag, los efectos biolégicos pueden
derivarse de otros genes situados en dicho islote.

Otro gen con implicaciones en la virulencia es el gen ice, que se expresa
como consecuencia de la interaccién de la bacteria con el epitelio de superficie
gastrico, conociéndose al menos dos variantes alélicas (144). Una de ellas es similar
en su secuencia al gen codificador de una endonucleasa de Neisseria lactamica.

4.2. La respuesta inflamatoria en la patogenia de las lesiones asociadas a H. pylori

Ademas de la accién directa de H. pylorien la mucosa gastrica, la respuesta
del sistema inmune a la infeccion por este microorganismo tiene un papel
fundamental en el desarrollo de las lesiones gastroduodenales.

4.2.1. Respuesta inflamatoria inespecifica

La respuesta inicial a la infeccién por H. pylori es una marcada infiltraciéon
de la mucosa por neutréfilos. Se ha sugerido que la capacidad de las cepas de H.
pylori de estimular dicha respuesta condicionaria la gravedad de las lesiones
asociadas a esta bacteria.

La adhesién de este microorganismo a las células epiteliales de la mucosa
gastrica conlleva a la activacién de éstas y a la liberacién de diversas citoquinas,
como TNFg, IFN, IL1, IL6 e IL8, que propician el reclutamiento y la activacion de los
leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, células plasmaticas y macréfagos en el
lugar de la infeccion (145).

Los neutréfilos son activados por la IL8 y, probablemente, por sustancias
producidas por H. pylori como la denominada NAP (proteina activadora de
neutrdfilos). Esta proteina actla induciendo la interaccién entre el receptor
CD11b/CD18 de los leucocitos y la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1)
de las células epiteliales (146).

Mediante modelos animales, se ha demostrado que las interacciones que
ocurren en los fenébmenos de rodamiento leucocitarios, en la microcirculacion
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gastrica, dependen de las L y P selectinas, moléculas que pertenecen a la familia de
los receptores de adhesion celular. Estas moléculas participan también en la
formacion de agregados plaquetarios, cuyo significado permanece sin aclarar
(147). Tras los fendmenos de rodamiento, la adhesion de los leucocitos al
endotelio vascular se asocia a degranulacién de los mastocitos e incremento de la
permeabilidad vascular (147). La infiltracién tisular por neutréfilos activados
conlleva a la liberacion de productos metabolicos con una marcada actividad
tdxica, como la mieloperoxidasa y los radicales libres de oxigeno. También se
generan eicosanoides, como el leucotrieno C,, que amplifica la respuesta
inflamatoria.

Otra molécula involucrada en la lesion tisular es el éxido nitrico (NO),
producido por las células inflamatorias tras la infeccién por H. pylori. Se ha
comprobado un incremento de la actividad NO-sintasa-inducible en la mucosa
gastrica de pacientes con gastritis cronica y uUlcera duodenal, originandose esta
actividad en las células mononucleares y los neutréfilos (148).

En todos los casos de infeccion por AH. pylor; aparece un infiltrado
inflamatorio crénico, con predominio de linfocitos T. Esta respuesta es
predominantemente de Th-1, lo que posiblemente contribuye a la persistencia de
la infeccion a pesar de producirse una respuesta inflamatoria intensa (149).

4.2.2. Respuesta inmune relacionada con genes del complejo mayor de
histocompatibifidad (HLA)

La colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori estimula el sistema HLA,
aumentando la expresién de moléculas de clase Il en las células epiteliales. La
expresion de estas moléculas sugiere que las células epiteliales son mas que una
barrera fisioldgica, contribuyendo a la estimulacién de las células T CD, locales. -

En un estudio europeo, en el que se investigé la influencia de los antigenos
HLA-DR y DQ en la progresién de la infeccion por H. pylori a la atrofia gastrica, se
observd que la expresion del alelo DQ5 se asociaba a la gastritis atréfica con
metaplasia intestinal (150).

En Japén, se llevé a cabo un estudio donde se analizé la relacion del gen
DQA1 con la gastritis crénica y la Ulcera péptica asociada a este microorganismo.
Este estudio mostrd que la expresion del alelo DQA1*0102 era significativamente
menor en pacientes con Ulcera duodenal infectados por H. pylori que en pacientes
no infectados, y que la frecuencia del alelo DQA1*0301 en enfermos con Ulcera
péptica e infeccién por H. pylori era significativamente mayor que en controles no
infectados (151).

Estos datos sugieren que el gen DQA1 puede tener un papel importante en
la patogenia de la Ulcera péptica, modulando la respuesta inmune del huésped en
la infecciéon por H. pylori
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4.2.3. Respuesta humoral

La respuesta humoral en el huésped se caracteriza por una diversidad de
anticuerpos, con diferentes funciones efectoras, incluyendo la activacion del
complemento y la union a células fagociticas. Esta respuesta es tanto local como
sistémica.

Los linfocitos presentes en el infiltrado inflamatorio producen
inmunoglobulinas de la clase IgA y, en menor grado, IgG. En casi todos los
pacientes con gastritis cronica, infectados por H. pylor; se produce IgA frente a
esta bacteria. Estas inmunoglobulinas son especificas frente a la proteina cagA.

Los anticuerpos IgG circulantes son los componentes mayoritarios de la
respuesta humoral madura. Sus distintas subclases (I9G,, 19G,, 19G;, 19G,) se
diferencian tanto en su estructura como en sus funciones efectoras.

Estudiando las subclases de IgG en la infeccién por H. pylor, se ha
observado correlacién entre los niveles de algunas de ellas y la presencia de
patologfa gastrica, lo que puede resaltar el papel del huésped en el desarrollo de
enfermedad. En dos trabajos (152, 153), se han descrito niveles de 19G,
significativamente mas elevados en pacientes con Ulcera duodenal que en aquéllos
con dispepsia funcional. También se ha observado una asociaciéon significativa
entre los niveles de IgG; y el grado de inflamacién crénica en la mucosa gastrica,
tanto en pacientes con dispepsia funcional como en pacientes ulcerosos.

Todos estos datos ponen de relieve que H. pylori cuenta con un amplio
potencial para producir lesiones tisulares, tanto directamente como a través de la
respuesta inmune desarrollada en el huésped tras su infeccion (150).

La asociacion de estos mecanismos con factores ambientales y genéticos del
huésped podrian condicionar que la presencia de H. pylori en la mucosa gastrica
determinara el desarrollo de enfermedad.
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5. HISTOLOGIA

El cambio morfologico inicial en la infeccion por H. pylories el desarrollo de
una inflamacién aguda mantenida, inducida por la actuacion directa del
microorganismo.

El efecto de la agresiéon de H. pylorien la mucosa gastrica se manifiesta por
cambios degenerativos, como deplecion de mucina y exfoliacién celular; cambios
regenerativos, como focos de aspecto sincitial; infiltrado inflamatorio por
polimorfonucleares en la /amina propria y epitelio foveolar superficial (154); y
formacién de microabscesos e imagenes de criptitis.

Habitualmente, la infeccién se mantiene, persistiendo la lesion epitelial, de
forma que, en un periodo de tiempo que oscila entre 4 y 5 semanas, aumenta
progresivamente la celularidad inflamatoria crénica, constituida por células
mononucleares, que termina predominando sobre la aguda. En este momento, se
establece la fase crénica de la inflamacion. El infiltrado inflamatorio en la gastritis
crénica depende, por tanto, del momento evolutivo de la misma. En los casos en
los que existe un grado importante de atrofia o metaplasia intestinal, el infiltrado
inflamatorio puede no estar presente.

5.1. Clasificacion de las gastritis

El valor real de la clasificacion histologica de la gastritis reside en la relacion
existente entre ciertos patrones de inflamacion y atrofia y las enfermedades
asociadas a ellos. En algunos casos, estos patrones pueden ser predictivos de
riesgo de Ulcera péptica o carcinoma gastrico. Para traducir los hallazgos
histolégicos en patrones topograficos bien definidos fue conveniente someter las
caracteristicas histolégicas a una escala estandarizada y reproducible. Con el
sistema de Sydney (155) se logré una primera clasificacion, que fue mejorada en la
reunién de Houston (156), al introducirse una escala analégica visual que permite
mayor concordancia entre distintos observadores.

5.2. Variables sometidas a gradacion

5.2.1. Densidad de H. pylori

La presencia de H. pylori es un dato importante en la practica clinica. La
variacion en la densidad de estos microorganismos en la mucosa gastrica tiene
importancia epidemiolégica (157). La valoracién de la densidad se realiza
actualmente mediante la clasificacién de Houston (156), compuesta de 4 grados
(ausencia, escasos, frecuentes y abundantes microorganismos). La estimacién de la
densidad se lleva a cabo mediante la comparacion de la mucosa gastrica observada
al microscopio 6ptico con una escala grafica que representa la mucosa gastrica con
distintos grados de infiltracién bacteriana.
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Esta variable es dificil de cuantificar en las muestras de biopsia géstrica que
presentan metaplasia intestinal, la cudl no se coloniza habitualmente por esta
bacteria.

5.2.2. Actividad neutrofilica

La actividad neutrofilica es un patrén universal observado en las gastritis por
H. pylori. Los neutréfilos se hallan en la /famina propria, dentro del epitelio
(particularmente en la region del cuello glandular) y dentro de la luz foveolar,
donde forman abscesos.

La densidad de los neutrdfilos intraepiteliales se ha correlacionado con la
extension de la lesion mucosa y la intensidad de la infeccién por H. pylori(158).

La existencia de neutréfilos es un indicador muy sensible de la presencia o
ausencia de infeccion por H. pylori, desapareciendo a los pocos dias de curarse la
infeccion. Si tras un tratamiento erradicador se observan neutrofilos y
aparentemente no se observan microorganismos, habria que utilizar tinciones
especiales o técnicas inmunohistoquimicas para detectarlos (159).

5.2.3. Inflamacion cronica

La mucosa gastrica normal contiene un escaso numero de células
mononucleares en la /amina propria. Se considera normal hasta un maximo de 2 a
5 linfocitos, células plasmaticas y macréfagos por campo, al observar al
microscopio con aumento x40, o bien, 2 é 3 linfocitos o células plasmaticas entre
las fovéolas (156).

Las células plasmaticas estan ausentes de la mucosa gastrica sana, por lo
que su presencia es un indicador especialmente importante de la respuesta
inflamatoria crénica. Algunos autores consideran presente la inflamacién crénica al
hallar 1 ¢ 2 células plasmaticas.

Ocasionalmente, se pueden observar linfocitos en el epitelio de la mucosa
gastrica normal, especialmente en la superficie (aproximadamente 5 por cada 100
células epiteliales). Un mayor numero de ellos es diagnéstico de inflamacion
cronica.

Tras el tratamiento erradicador de H. pylorila celularidad inflamatoria decae
lentamente, desapareciendo al ario (160).

5.2.4. Atrofia glandular

La atrofia de la mucosa gastrica se define como una pérdida del tejido
glandular, que provoca un adelgazamiento de la mucosa. Cuando la capa
glandular se destruye, ésta se reemplaza por una matriz fibrosa.
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La atrofia de la mucosa antral es dificil de reconocer, ya que esta region se
constituye por glandulas profundas, ramificadas y tortuosas, separadas por gran
cantidad de tejido conectivo. Para algunos investigadores, la atrofia antral estaria
representada por un aumento de células inflamatorias en la /amina propria, que
separaria las glandulas.

La atrofia de la mucosa oxintica es mas facil de reconocer, al observarse una
reducciéon en el nimero de células parietales o principales y su reemplazo por
células mucosas, una disminucion de la densidad de las glandulas oxinticas y un
aumento en el espacio interglandular. Para medir el grado de atrofia, Genta y
Karttunen (161) han desarrollado unas escalas analégicas visuales, consistentes en
una serie de dibujos que representan de forma esquematica la severidad
progresiva de la gastritis.

El significado clinico de la atrofia antral se desconoce, aunque no parece
tener implicaciones prondsticas, a menos que se acompafie de metaplasia
intestinal o displasia (162). No obstante, es conocida la asociaciéon entre gastritis
atrofica y Ulcera géstrica, aparentemente independiente de la metaplasia intestinal.

5.2.5. Metaplasia intestinal

La metaplasia intestinal es un hallazgo histolégico comun en la gastritis
cronica de cualquier etiologia, aumentando su prevalencia con la duracion de la
enfermedad. Supone el reemplazo progresivo de la mucosa gastrica por epitelio de
caracteristica intestinal, tanto delgado como grueso, con presencia de células
caliciformes, células absortivas, células de Paneth y células endocrinas. También
pueden aparecer células ciliadas. Las células caliciformes contienen mucina,
compuesta de glicoproteinas acidas, diferencidandose de la mucosa normal que
contiene mucinas neutras (156).

La metaplasia intestinal se clasifica basandose en estudios morfol6gicos y en
estudios histoquimicos de la mucina:

a) Estudios morfolégicos, histoquimicos y enzimolégicos (163, 164):

1. Completa o madura: cuando todas las caracteristicas
morfolégicas y enziméticas (fosfatasa alcalina, sucrasa, teholasa y
leucinaminopeptidasa) expresadas en el fenotipo celular,
corresponden a las del intestino delgado normal. La
transformacién en células neoplasicas es rara.

2. Incompleta: cuando las enzimas estan disminuidas o ausentes, no
se observan células de Paneth ni absortivas, pero existen células
columnares con apariencia de células foveolares gastricas (165).
En algunos casos, se observan sulfomucinas en células
columnares y/o caliciformes.
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Se piensa que puede ser un paso evolutivo en el desarrollo de carcinoma
gastrico, ya que, habitualmente, la metaplasia que rodea a las neoplasias gastricas
es de tipo incompleto (163, 165).

b) Atendiendo a la histoquimica de la mucina, se distinguen tres tipos de
metaplasia intestinal (156, 166):

1. Tipo | o completa: Se constituye por células absortivas maduras,
no secretoras y con ribete en cepillo respetado; entre ellas se
disponen células caliciformes con contenido en mucina acida tipo
sialomucina, con alta proporcién de derivados N-acetilados. La
arquitectura de la mucosa es regular, siendo rectas las criptas.

2. Tipo Il o incompleta: El epitelio presenta pocas células absortivas,
existiendo células mucosas columnares en varios estadios de
diferenciacién. Estas células secretan mucina neutra y/o
pequenias cantidades de sialomucina. Entre ellas se distribuyen
las células caliciformes. No se detectan sialomucinas O-acetiladas
en las células caliciformes ni en las columnares. Rara vez se
observan células de Paneth. La arquitectura esta ligeramente
distorsionada, siendo las criptas alargadas y tortuosas.

3. Tipo lll o incompleta: La distorsién de la arquitectura glandular es
mas marcada, al igual que la atipia y la pérdida de diferenciacién
celular. Las células columnares contienen sulfomucinas. Existen
escasas células caliciformes, que contienen sialo o sulfomucinas.
Las células de Paneth estan ausentes (167).

Se considera que la metaplasia intestinal predispone a malignizacion de la
mucosa. La metaplasia completa o de tipo | conlleva menor riesgo, mientras que
aquellas formas de metaplasia intestinal con caracteristicas de intestino grueso
(tipo 'y ll) se asocian a mayor incidencia de carcinoma (168).
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6. DIAGNOSTICO

Tradicionalmente, los métodos diagnésticos de la infeccién por H. pylori se
han dividido en directos, basados en la demostracion directa de la bacteria, e
indirectos, basados en el estudio y la deteccién de ciertas caracteristicas de la
bacteria o de la respuesta del sistema inmunitario del huésped frente a la infeccién

6.1. Métodos directos

Precisan de la realizacion de una endoscopia para la obtencion de muestras
de biopsia gastrica, por lo que resultan agresivos para el enfermo.

El ndmero vy la localizacién de las biopsias gastricas que deben tomarse
dependen del empleo previo de farmacos: antibiéticos e inhibidores de la bomba
de protones (IBP) principalmente, presencia de metaplasia o atrofia gastrica o si se
trata del diagnéstico inicial o tras la administracion de tratamiento erradicador
(169).

La distribucién de H. pyloriy la inflamacion asociada son parcheadas, por lo
que la toma de biopsias puede inducir a errores de muestreo, con resultados falsos
negativos en las pruebas derivadas del estudio de las biopsias (170).

La mayoria de los autores recomiendan la toma de biopsias de la regién
antral, ya que éste es el lugar preferente de colonizacion de H. pylori (171). La
toma de biopsias del cuerpo gastrico esta siempre indicada tras la realizacion de un
tratamiento erradicador, ya que la densidad de bacterias puede disminuir, y tras
tratamiento reciente con IBP, debido a que se ha descrito una migracion proximal
del microorganismo en pacientes que reciben estos farmacos. Las biopsias del
cuerpo gastrico deben obtenerse del tercio superior de la curvatura mayor (169).

No existe acuerdo con respecto al nimero de biopsias necesarias para un
correcto diagnostico, si bien algunos autores sugieren que es suficiente una unica
biopsia. Otros recomiendan obtener dos de cada localizacién (169).

6.1.1.Histologia

, La observacion de microorganismos con forma espirilar en los cortes
histolégicos de las biopsias es un método diagndstico sencillo de la infeccion por
H. pylori. Las bacterias se localizan en el moco, en contacto con el epitelio de
superficie y, con frecuencia, en profundidad dentro de las criptas. EI método
histolégico, como ventaja frente a los demas, aporta informacion sobre los
cambios morfolégicos de la mucosa géstrica (170).

Los factores que influyen en la correcta identificacion de H. pylori incluyen
la densidad bacteriana, el tipo de tincién utilizada y el entusiasmo y experiencia del
observador. La eleccion del método de tincion depende de la experiencia y
posibilidades de cada laboratorio, no siendo especifica ninguna de ellas.
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La tincién con hematoxilina-eosina es la mas utilizada para el diagnostico, al
emplearse de forma rutinaria y ser fécil de realizar. Como inconveniente, requiere
una experiencia superior a las otras técnicas para establecer un correcto
diagnostico de la presencia del microorganismo, siendo éste dificil cuando estan
presentes pocas bacterias (170).

La identificacién de H. pylori se ve facilitada con el empleo de tinciones
especiales, como la de Whartin-Starry, que no se utiliza de rutina, dado que es
laboriosa y presenta un elevado coste, y la de Giemsa, que por su simplicidad,
rapidez y bajo coste, se considera como la de eleccién . Otras técnicas propuestas
son la tincidbn con naranja de acridina, la de Brown-Hopps, la coloracion de
Giménez, el acetato de crisil violeta o la tincion con azul de metileno (170).

La seleccién de casos que requieran una tincién especial debe guiarse por el
infiltrado inflamatorio de la mucosa. Asi, en ausencia de inflamacion, la
probabilidad de infeccién por H. pylori es remota, por lo que no estd indicado el
empleo de estas tinciones. Por el contrario, si existe un infiltrado inflamatorio
activo y no se detecta H. pylori, seria apropiado utilizar tinciones especiales (68).
De hecho, la presencia histolégica de infiltrado inflamatorio activo gastrico en un
paciente que previamente no haya sido tratado de infeccién por H. pylori podria
ser patognomoénico de infeccidn por esta bacteria (172). Se ha sugerido que la
histologia no deberia emplearse rutinariamente, dado su elevado coste,
reservandose para los casos en que el test rapido de la ureasa (método directo mas
barato) fuera negativo.

Por ltimo, se han estudiado técnicas de inmunohistoquimica (173) e
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales frente a
H. pylori(174).

6.1.2. Estudio microscopico directo de la muestra con tincion de Gram

La tincion de Gram y la observacién al microscopio de un frotis de la
muestra es una técnica rapida, que alcanza una elevada especificidad, cercana al
100%, y sensibilidad, sobre todo al obtenerse muestras de antro y fundus
simultdneamente (175).

6.1.3. Cultivo

El cultivo de H. pylori aporta dos ventajas fundamentales al diagndstico
frente al resto de técnicas diagnésticas. La primera de ellas es la determinacién de
la sensibilidad del microorganismo a los antimicrobianos y la segunda, la
caracterizacion en detalle de la cepa.

La especificidad del cultivo es del 100%, siendo su sensibilidad, en los
laboratorios con experiencia, mayor del 95%, si bien existen otros métodos
diagn6sticos mas simples, mas rapidos y sometidos a menor variabilidad que el
cultivo (68).
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H. pylori es muy sensible a la desecacién, siendo aconsejable transportar las
muestras de biopsia gastrica destinadas a cultivo en un medio adecuado (suero
salino a 4°C o medio de transporte especifico para H. pylor) y en el espacio de
tiempo mas breve posible.

Se disponen comercialmente de una gran variedad de medios de cultivo,
tanto no selectivos como selectivos. Es recomendable la utilizacion de medios de
cultivo selectivos, que afiaden un suplemento antibidtico al medio nutritivo,
evitando asi la contaminacién bacteriana de las muestras de biopsia. El medio de
Skirrow es uno de los méas utilizados, aconsejandose suplementarlo con sangre
total o suero (del 1 al 5%) para obtener un buen crecimiento.

H. pylori requiere un ambiente microaerdfilo, con alta humedad y una
temperatura de 35°-37°C, durante un maximo de 7-10 dias. A partir del tercer o
cuarto dia pueden detectarse colonias, que son traslicidas y de tamario variable.
La confirmacién diagnéstica se establece por las caracteristicas del
microorganismo: bacilo gramnegativo, catalasa, oxidasa y ureasa positivos. La
adicion de sales de tetrazolio ayuda a la identificacion de las colonias cultivadas en
un medio de agar (170).

En la practica clinica, dado que el tratamiento empirico logra la erradicacion
de H. pylori en un elevado porcentaje, no es necesaria la realizacién de cultivo
rutinariamente (171). Tras el fracaso de un primer tratamiento empirico, seria
cuestionable. El cultivo estd claramente indicado tras un segundo fracaso
erradicador.

Recientemente, se ha propuesto un nuevo método que permite demostrar
directamente la presencia de H. pyloriy realizar antibiogramas sin necesidad de
realizar una endoscopia, que es el denominado “enterotest” o “prueba del hilo”.
Esta prueba debe ser validada antes de poder recomendarse ampliamente (176).

6. 1.4. Deteccion de antigenos de H. pylori en heces

Esta técnica presenta una elevada sensibilidad y especificidad. Se utiliza en
el diagnéstico inicial de la infeccion en pacientes sintomaticos, siendo también de
utilidad en la confirmacién de la erradicacion después del tratamiento (177).
Representa una técnica diagndstica alternativa prometedora, al ser una técnica
sencilla, rapida y de bajo coste econémico, especialmente indicada en pacientes
con dispepsia o en la poblaciéon pediatrica. Sin embargo, se necesitan mas estudios
que evaluen su utilidad después del tratamiento erradicador y su especifidad con
respecto a otras bacterias relacionadas con H. pylori, como helicobacters entéricos
y campylobacters.

6.1.5. Test rdpido de la ureasa

La observacion de que H. pylori produce grandes cantidades de ureasa
ocasion¢ el desarrollo de métodos indirectos para la deteccién del microorganismo
en muestras de biopsia gastrica.
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El test rapido de la ureasa es un método barato y rapido, que consiste en la
colocacion de la muestra en un tubo con urea y un indicador que cambia la
coloracién del medio conforme lo hace el pH. En presencia de H. pylori; la ureasa
procedente de las bacterias hidroliza la urea, generdndose iones amonio, que
aumentan el pH de la solucién, virando el color del medio.

La rapidez del resultado depende del test comercial empleado y del nimero
de bacterias presentes en la muestra. La especificidad de la técnica es elevada,
pudiéndose producir falsos positivos en presencia de otros gérmenes productores
de ureasa, como Proteus spp. o0 Yersinia spp., si bien ningln otro microorganismo
produce tanta cantidad de ureasa.

La sensibilidad depende de la carga bacteriana que existe en el estbmago,
por lo que no debe utilizarse para confirmar la desaparicion de H. pylori tras haber
administrado un tratamiento erradicador (169). La sensibilidad también disminuye
en los pacientes con Ulcera gastrica, si las muestras son de antro, probablemente
por la mayor presencia de metaplasia o atrofia en esta region. Por ello, deben
obtenerse biopsias del cuerpo gastrico en estos casos (178).

6.1.6. Técnicas de biologia molecular

La utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la
deteccion de pequefias cantidades de ADN, alcanzando una elevada sensibilidad y
especificidad. Los factores que influyen en la precision de la técnica son la
preparacion de la muestra, la eleccion del cebador, la densidad bacteriana y el
procedimiento técnico utilizado.

Una ventaja potencial de esta técnica es que permite detectar la presencia
de H. pylori en fluidos no gastricos, como la saliva o las heces. Permite también
diferenciar entre recrudescencias y verdaderas reinfecciones tras la erradicacion de
H. pylor; asi como, detectar la presencia de mutaciones que determinan
resistencia a ciertos farmacos, como la claritromicina.

Presenta, como inconvenientes, la obtencion de falsos positivos, dada su
alta sensibilidad, que hace que se puedan detectar formas no viables del germen,
el elevado coste y la necesidad de disponer de un equipamiento y de personal
entrenado (170).

Otros métodos diagndsticos lo constituyen los métodos de hibridacion con
oligonucleétidos especificos, ensayos con oligonucleétidos ligasa (179) o DNA
inmunoensayo (180). Estas técnicas aun requieren el cultivo de la bacteria. Puede
ser posible el desarrollo de la técnica directamente en las muestras gastricas
utilizando primers con secuencia de 23S rRNA.
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6.2. Métodos indirectos

Los métodos indirectos se basan en el estudio y la deteccién de
caracteristicas de la bacteria o de la respuesta inmunitaria del huésped frente a la
infeccién. No precisan la realizacién de endoscopia, por lo gue son poco agresivos
para el paciente.

6.2.1 Prueba del aliento con urea marcada con >C o “C

El principio de esta prueba es similar a otros tests basados en la
demostracién de la actividad ureasica. La urea marcada con >C o "C se suministra
en una solucién, que es ingerida por el paciente, tras recogerse una muestra basal
de aire espirado. Posteriormente, se recogen muestras de aire espirado tras
determinados periodos de tiempo. El CO, marcado, obtenido tras la hidrdlisis de la
urea ingerida, se exhala, siendo detectado por un espectrometro de masas, en el
caso de C, o por un escintillégrafo, en el caso de "C.

La precision de la técnica depende, entre otros factores, de la forma en que
se suministre la urea (liquida o en comprimido), del tiempo de vaciamiento gastrico
y del momento en que se recoja el CO,. Valora la totalidad de la mucosa gastrica,
resultando una técnica con alta sensibilidad y especificidad (181).

El empleo de antibi6ticos, bismuto o IBP en los dias previos a la realizaciéon
de la prueba causa falsos negativos. También pueden obtenerse falsos negativos
en pacientes sometidos a cirugia gastrica, al estar alterado el vaciamiento gastrico,
y en pacientes a los que se les ha realizado una endoscopia en las horas previas. En
pacientes con aclorhidria pueden obtenerse falsos positivos, por la existencia en el
estdbmago de otras bacterias productoras de ureasa.

La prueba del aliento es la técnica de elecciéon para confirmar la
erradicacion de H. pylori, lo que debera comprobarse al menos 4 semanas después
de haber finalizado el tratamiento (171).

6.2.2 Serologia

Tras la infeccion por H. pylori se produce una elevacion de IgG e IgA
especificas en suero y de IgA en la mucosa gastrica. Los métodos serol6gicos se
basan en la determinacién de los anticuerpos especificos.

La mayoria de los estudios seroldgicos determinan anticuerpos del tipo IgG,
que es la principal respuesta sistémica inmunoldgica, sin bien, en ocasiones, se
observan individuos con titulos no diagnésticos de IgG y si de IgA. Algunos autores
han obtenido una mayor sensibilidad diagndstica mediante la determinacion de
ambos tipos de anticuerpos (182). Estas técnicas indican una exposicién previa al
microorganismo, pero no discriminan entre personas con infeccién activa y
enfermedad e individuos sanos previamente expuestos a la infeccion.

33



H. pylori y Resistencia l.- Introduccién

Los métodos seroldgicos son validos como técnica de despistaje en estudios
epidemioldgicos, al ser poco invasivos, rapidos y simples de realizar. La utilidad de
esta técnica para confirmar la erradicacién se encuentra limitada por la prolongada
latencia existente entre la desaparicién de H. pylori y el descenso definitivo del
titulo de anticuerpos, objetivandose a partir del sexto mes de seguimiento (183).

Recientemente se disponen de métodos de serologia répida, que utilizan
sangre capilar en vez de suero, obtenida por puncién digital. No debe
recomendarse el empleo generalizado de estos métodos al presentar escasa
sensibilidad y especificidad (184).
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7. ASPECTOS CLIiNICOS DE LA INFECCION POR H. pylori EN EL APARATO
DIGESTIVO

7. 1. Ulcera duodenal

Se ha descrito una estrecha relacién entre la infeccion por H. pylori y la
enfermedad ulcerosa duodenal. La asociacién entre ambas no es especifica, puesto
que la bacteria puede estar presente en pacientes con dispepsia no ulcerosa o en
pacientes asintomaticos. El motivo por el cual sélo una proporcién de pacientes
infectados por este microorganismo desarrolla una ulcera duodenal se desconoce.
Por ello, esta patologia es considerada como una entidad multifactorial, en la que,
ademas de la infeccion por H. pylori deben intervenir otros factores, como la
susceptibilidad individual, la virulencia del germen, los factores ambientales y la
edad de contagio de la infeccion.

La susceptibilidad genética se ha podido demostrar en estudios en gemelos
homocigotos (185). La virulencia del germen se ha relacionado con variantes
fenotipicas de la expresién de citotoxinas vacuolizantes y de la proteina CagA.
Atherton (186) demuestra que el tipo de sefial de secuencia expresado por el gen
vacA (s1a, s1b o s2) determina la capacidad ulcerogénica de las cepas, siendo las
s1a las méas patégenas. Tummuru (187) halla que el 60% de los pacientes con
tlcera duodenal son cagA+ porcentaje similar al hallado por Tee (188). Martin
Guerrero (189) observa que el 82.4% de las Ulceras duodenales se asocian a
infeccion por H. pylori cagA+.

Los factores ambientales que pueden contribuir al desarrollo de Ulcera
duodenal son el estado nutricional, la toma de antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) y el tabaco.

El argumento mas solido a favor de que H. pylori sea la causa de la Glcera
duodenal lo constituye la reduccién de las tasas de recidiva ulcerosa cuando se
logra la erradicacion de la infeccién. La historia natural de la Glcera duodenal es la
de una enfermedad crénica, caracterizada por la recurrencia tras el abandono del
tratamiento antisecretor. El primer estudio donde se tiene constancia del efecto de
la erradicacion en la recurrencia ulcerosa fue el realizado por Coghlan (190). En él
se observé que el 79% de los pacientes H. pylori positivos tuvieron una recurrencia
ulcerosa al cabo de un ario, mientras que los pacientes H. pylori negativos tuvieron
una tasa de recurrencia del 10%. La menor incidencia de las recidivas ulcerosas
tras la erradicacion del microorganismo se mantiene en el tiempo, como lo
demuestran los trabajos realizados por Borody (191, 192) y Forbes (193).

La erradicaciéon de H. pylori consigue la aceleracion de la cicatrizacion
ulcerosa, sin necesidad de utilizar un tratamiento antisecretor coadyuvante, como
demostré por primera vez Hosking (194). En Espaiia, Gisbert (195), en un estudio
sobre 308 pacientes ulcerosos, observa una tasa de cicatrizacion ulcerosa
significativamente mayor cuando se cura la infeccién (90%), que cuando los
pacientes permanecian infectados (45%). En los controles endoscopicos realizados
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unos meses mas tarde, se observd una tasa acumulada de cicatrizacion del 98%,
sin que hubieran recibido tratamiento antisecretor.

Otro aspecto que disminuye de forma significativa tras la erradicacién es la
tasa de recidiva hemorrdgica, incluso sin tratamiento antisecretor de
mantenimiento tras la erradicaciéon, lo que conlleva a una reduccién del coste
econémico (196).

7.2. Ulcera gdstrica

La infeccién por H. pylori y los AINES representan los dos factores
etiolégicos mas importantes de la enfermedad ulcerosa.

La prevalencia de la infeccién por H. pylori en la Ulcera gastrica es menor
que en la duodenal, oscilando en las distintas publicaciones entre un 70% y un
90%. Kuipers (197) observa una prevalencia de la infeccion del 84% al estudiar a
1400 pacientes ulcerosos, porcentaje similar al hallado en nuestro palis por Boixeda
(198). Estos autores observan que la prevalencia de la infeccion es mayor en
ulcerosos no consumidores de AINES que en consumidores, siendo baja (11%) la
prevalencia de Ulcera gastrica no asociada a ninguno de estos dos factores de
riesgo. La interaccién entre H. pyloriy AINES en la patogenia de la ulcera péptica
ha estado sometida a controversia.

Algunos autores han observado una mayor prevalencia de H. pylori en los
consumidores de AINES con lesiones gastricas que en aquéllos con mucosa de
aspecto normal (199). Otros investigadores observan una mayor prevalencia de
ulcera péptica en consumidores de AINES con infeccién por H. pylori que sin
infeccién (200). Respecto al posible sinergismo entre AINES y la infeccién por H.
pylori en el desarrollo de Ulcera péptica, en algunos ensayos prospectivos no se
evidencia que la presencia del microorganismo aumente las lesiones
gastroduodenales inducidas por los farmacos gastrolesivos, si bien hay que tomar
con cautela estos resultados, al tratarse de estudios con escaso nimero de
pacientes (201). Sin embargo, es significativo el estudio prospectivo aleatorio
llevado a cabo por Chan (202), donde se demuestra que la erradicaciéon de H.
pylori antes del empleo de AINES reduce la incidencia de Ulceras inducidas por
estos farmacos y establece la infeccién por H. pylori como factor de riesgo de la
enfermedad ulcerosa inducida por AINES.

Actualmente, se recomienda tratar a aquellos pacientes con infeccién por
H. pylori en los que se desarrolle una Ulcera mientras realizan tratamiento con
AINES. En la reunion de Consenso Europeo de 1996 se clasificd como
"aconsejable” la administracién de tratamiento erradicador en todos los pacientes
infectados que realicen tratamiento con AINES (203). En la ultima reunién de
consenso, celebrada en Maastricht en el afio 2000, se establece que la
erradicacién de H. pylori previa al empleo de AINES, disminuye la incidencia de
ulceras, si bien, la erradicacién, como Unica maniobra terapéutica, es insuficiente
para prevenir el resangrado ulceroso en los pacientes de alto riesgo tomadores de
AINES (204).
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7.3. Adenocarcinoma gdstrico

La incidencia mundial de carcinoma gastrico esta disminuyendo, a expensas
de la disminuciéon del carcinoma gastrico antral. Sin embargo, se constata un
aumento de los tumores cardiales.

El carcinoma gastrico es el resultado de la interaccién de factores
ambientales y factores del huésped que ocasionan alteraciones histologicas
secuenciales. La conexion entre H. pyloriy el adenocarcinoma gastrico se pretende
explicar por la capacidad del microorganismo para desencadenar gastritis cronica
atréfica y metaplasia intestinal, considerada como lesién premaligna. Kuipers (205)
demuestra esta secuencia de hechos tras el seguimiento de sujetos, con y sin
infeccién por H. pylori durante un periodo de 11 afos, observando mayor
incidencia de gastritis atréfica y metaplasia intestinal en los individuos infectados.
Estos hallazgos se desarrollan en el 40-50% de los sujetos infectados, siendo poco
frecuentes en sujetos no infectados. La presencia de ambos hechos incrementa el
riesgo de carcinoma gastrico distal entre 5 y 90 veces.

La asociacion entre la infeccion por H. pylori y el desarrollo de
adenocarcinoma gastrico se establece a través de distintos tipos de estudios:

7.3.1. Estudios epidemiologicos

Las evidencias epidemiolégicas que relacionan H. pylori con el carcinoma
gastrico son muy sugestivas, si bien hay que interpretarlas con cautela, ya que
estos estudios presentan limitaciones metodoldgicas.

Los estudios nos muestran que la distribucion geografica de la infeccién por
H. pylori coincide con la distribucién de la prevalencia de adenocarcinoma gastrico.
Correa (206) estudia la prevalencia de la infeccién mediante serologia en
poblaciones con distinto riesgo de carcinoma gastrico, observando mayor
prevalencia de infeccion en las regiones con mayor riesgo para este carcinoma. kn
las regiones con elevada prevalencia de adenocarcinoma gastrico, la infeccion se
contrae a edades tempranas, a diferencia de lo que ocurre en las regiones con
menor prevalencia. Existen, sin embargo, algunos puntos aun no resueltos que
hacen dudar del verdadero peso de esta asociacion (207):

- En todos los estudios la tasa de carcinoma gastrico varén/muijer se cifra de
4:1 a 1:5, mientras que la prevalencia de la infeccién por H. pylories similar
en ambos sexos.

- La prevalencia de la infeccién en algunos paises en vias de desarrollo es
cercana al 90%, mientras que la frecuencia de carcinoma gastrico es baja.

- La adquisicion de la infeccién a edades tempranas, considerada de gran
importancia para el desarrollo de carcinoma, varia entre el 4.2 y el 83% en
paises con la misma incidencia de cancer gastrico.
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- La incidencia de carcinoma gastrico en pacientes con Ulcera duodenal es la
mitad que en la poblacién general, pese a que cerca del 100% de estos
pacientes estan infectados por H. pylori

7.3.2. Estudios histopatoldgicos transversales

Estos estudios valoran la prevalencia de infeccion por H. pylori en el
momento del diagndstico de los casos de adenocarcinoma gastrico. Sin embargo,
de ellos no se puede deducir que la infeccion por H. pylori y el adenocarcinoma
gastrico tengan una relacién causal.

Menegatti (208) diagnostica la infeccién por H. pylori mediante serologfa en
el 82% de los pacientes con adenocarcinoma gastrico, en una muestra de 300
casos. Loffeld (209) evalia los pacientes con adenocarcinoma gastrico,
demostrando la infeccién en el 59% de las biopsias tumorales. De forma similar,
Sipponen y colaboradores (210), empleando métodos histolégicos, describen una
prevalencia de la infeccion en el 60% de los pacientes con adenocarcinoma
gastrico, frente al 100% cuando emplean técnicas serolégicas.

7.3.3. Estudlios seroldgicos de casos y controles

Los trabajos retrospectivos de casos y controles pueden presentar sesgos, si
no se detecta la infeccién en el momento actual, a pesar de que existiera en el
pasado, lo que puede subestimar la fuerza de la asociacion entre la infeccién por
H. pyloriy el adenocarcinoma gastrico. Otro inconveniente que presentan es que
no pueden establecer una secuencia temporal entre la infeccién y el desarrollo de
cancer gastrico.

Los estudios prospectivos diagnostican la infeccion por H. pylori antes del
desarrollo de adenocarcinoma gastrico. Ejemplo de éstos son los trabajos llevados
a cabo por Forman (211), Parsonnet (212) y Nomura (213), en los cudles realizaron
un seguimiento de los individuos entre 6 y 14 afos. La prevalencia de la infeccion
por H. pylori en los pacientes con adenocarcinoma gastrico fue del 69, 84 y 94%
respectivamente, con odds ratio promedio de 3.8 para el desarrollo de
adenocarcinoma. Esta odds ratio asciende a 8.7 en los pacientes diagnosticados de
carcinoma gastrico 15 o mas anos después del diagnoéstico de la infeccién por A.
pylori. Estos hallazgos demuestran que la mucosa gastrica se coloniza por H. pylori
previamente al desarrollo de adenocarcinoma gastrico.

El grupo de estudio Eurogast (214) llevé a cabo una revision que incluia a
3000 individuos asintomaticos de 13 paises, en los que se determiné
seroldgicamente la infeccién por H. pylori En él se concluyé que la presencia de H.
pylori multiplica por 6 el riesgo de sufrir un adenocarcinoma gastrico.

H. pylori es considerado como un factor carcinogénico probado, al haber
sido clasificado por la OMS dentro de la categoria I, grupo al que también
pertenecen los virus B y C de la hepatitis. Se ha sugerido que esta bacteria supone
un riesgo mayor para el desarrollo de todo tipo de tumores gastricos, si bien es

38



H. pylori y Resistencia l.- Introduccién

mayor con el adenocarcinoma de tipo intestinal que con el difuso. Parece que la
prevalencia de la infeccién varfa segun la localizacion de la neoplasia en la cavidad
gastrica, no asociandose el adenocarcinoma gastrico cardial con la infeccion, a
diferencia de lo que ocurre con el antral o corporal (215).

7.4. Linfoma MALT gdstrico

El término de linfoma MALT fue acufiado por Isaacson (216) en la década
de los 80. La mayoria de los linfomas que aparecen en el estdbmago derivan del
tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) y reproducen su estructura. En una
clasificacién reciente, propuesta por el Grupo Internacional para el Estudio del
Linfoma, la clasificacién REAL (Revised European American Lymphoma
Classification) (217), se incluyen los linfomas MALT dentro del grupo de linfomas
periféricos de células B subtipo extranodal, tipo MALT. Estos linfomas se
componen de linfocitos centrocitoides procedentes de la zona marginal, que
infiltran y destruyen la /amina propria y el epitelio, dando lugar a lesiones
linfoepiteliales.

La mayoria de los linfomas gastrointestinales son de células B,
predominando los de bajo grado de malignidad. La presencia de dreas de bajo
grado y de lesiones linfoepiteliales en algunos linfomas de alto grado sugiere que
estos tumores forman parte de un mismo proceso tumoral, pudiendo progresar un
linfoma de bajo grado a otro de alto grado. La mayoria de los linfomas primarios
gastricos de alto grado corresponden a linfomas centroblasticos seguidos, en este
orden, por linfomas inmunoblasticos, linfoblasticos y no clasificables.

Epidemiolégicamente, el linfoma primario gastrico puede aparecer a
cualquier edad, si bien afecta, principalmente, a individuos de edad superior a los
50 afos. No obstante, los pacientes con linfoma MALT de bajo grado son
significativamente mas jovenes que aquéllos con MALT de alto grado (218). La
incidencia de éstos se cifra en un 5% del total de los tumores gastricos, estando la
incidencia en aumento.

A diferencia del intestino delgado y colon, el estémago carece de células
linfoides. El tejido linfoideo en la mucosa gastrica se ha observado en individuos
infectados por H. pylori. La presencia de tejido MALT gastrico es precursora de
linfoma MALT, por lo que parece evidente que la gran mayoria de estos linfomas
gastricos derivan de gastritis por H. pylori En una serie de experimentos, Hussel y
colaboradores (219) han mostrado que las células del linfoma responden a
extractos de H. pylor siendo esta respuesta cepa especifica. También han
establecido que la proliferacion de células B es dependiente de la presencia de
células T no neoplasicas, activadas por la presencia de H. pylori. Crabtree y Spencer
(220) han propuesto que la activacion de células T puede provocar una
proliferacion incoordinada de células B, con expansién clonal de células
centrociticas. En un paso mas avanzado, la neoplasia se establece tras alteraciones
genéticas que permiten a las células escapar de los mecanismos de control.
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La alteracién genética mas importante en la transformacion del tejido MALT
reactivo en linfoma MALT es la pérdida o la trisomia del cromosoma 3, que esta
presente en el 78% de los casos (221). Se han descrito otras alteraciones
genéticas, como la translocacién t(1;14) (222) o la t(11;18)(g21;921) (223).

La asociacion entre H. pylori y linfoma MALT géstrico se ha observado
principalmente en los tumores de bajo grado, sin embargo, el hecho de que un
35% de los linfomas MALT gastricos de alto grado presenten focos de bajo grado
hace suponer que una proporcién de los tumores de alto grado deriven de los de
bajo grado.

Segln estas observaciones, la infeccion por H. pylori conduciria a la
infiltracién de la mucosa gastrica por linfocitos By Ty a la activacion de ellos. En
presencia de una alteracién genética, principalmente en el cromosoma 3 de los
linfocitos B, se produciria una proliferacion monoclonal de estas células, mediada
por las células T, estimuladas a su vez por H. pylori. Se constituiria asf el linfoma
MALT de bajo grado dependiente de H. pylori. Alteraciones genéticas posteriores,
como la translocacion t(11;18) o t(1;14) harian independiente al tumor de la
presencia de H. pyloriy de los linfocitos T. La transformacion del linfoma de bajo
grado en alto grado estaria explicada por otra alteracion genética (224).
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8. TRATAMIENTO
8.1. Criterios de seleccion de la terapia erradicadora (203, 225)

8.1.1. Eficacia

Excluyendo la toxicidad, la eficacia es el criterio mas importante en la
seleccion de la terapia. Actualmente, la eficacia se expresa en términos de
intencién de tratamiento, preferible al analisis por protocolo, que esta supeditado
al andlisis de resultados de aquéllos que contintan en seguimiento médico.

8.1.2. Efectos secundarios

Los efectos secundarios derivados del tratamiento erradicador son leves v,
aunque algunos de ellos son frecuentes, no impiden a la mayoria de los pacientes
continuar el tratamiento. Una de las complicaciones mas graves, y a su vez
infrecuente, que se ha descrito es la colitis pseudomembranosa.

8.1.3. Simplicidad

La pauta de tratamiento mas recomendable es la mas simple. Se deben
utilizar pautas que incluyan pocos comprimidos al dia, preferibles en una sola dosis
y durante un corto periodo de tiempo. Existen marcadas diferencias entre los
diferentes regimenes de tratamiento, en términos de nimero de comprimidos al
dia y duracién, factores a tener en cuenta en la seleccién de la terapia.

8.1.4. Cumplimiento

La mayoria de los ensayos clinicos no evaltan este dato, fundamental a la
hora de iniciar una terapia.

8.1.5. Coste

Las diferentes pautas erradicadoras tienen costes diversos. Como ejemplo,
una doble terapia con omeprazol y claritromicina es 10 veces mas cara que una
triple terapia estandar. La aplicacién de estos criterios nos ayudan a una seleccién
racional de las pautas de tratamiento.
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8.2. Criterios de erradicacion

Los criterios de erradicacion, segun las conclusiones de la Reunién de
Consenso Europeo celebrada en Maastricht se resumen en el siguiente cuadro
(203).

Cuadro 1.- Criterios de erradicacién Maastricht 2000
_ TRATAMIENTO FUERTEMENTE RECOMENDADO “

Evidencia
cientifica

Indicaciones

Ulcera duodenal o gastrica (activa, inactiva o complicada)
Maltoma
\ Gastritis atréfica

Yy - S P - S 7

Indi . Evidencia
ndicaciones cientifica

.

= SNSRI o SRR e S NN
.. |Dispepsia funcional
La erradicacion es una opcion apropiada
_[En algunos CIentes |a erradicacion me ora Ia sintomatologia a Iar 0 plazo.
. - o
. Enfermedad por reflulo gastroesofaglco (ERGE)
La erradicacién de H. pylori:

“ * No se asocia al desarrollo de ERGE
. * No exacerba la ERGE previa

{HP debena ser erradlcado en los aqentes uere uieran una importante supresion acida.

AINES

. |La erradicacion de Helicobacter pylori
* Previa al uso de AINES, reduce la incidencia de ulcera.
* No es suficiente para prevenir la recurrencia ulcerosa en los tomadores frecuentes de AINES
* No mejora la curacién de las Glceras gastroduodenales en pacientes que reciben terapia
antlsecretora contlnuan tomando AINES.

ey N S o

iesgo mde ndlentes ra la uIcera duodenal

S R 2ol s : =

Ion AINES/AAS son factores d

sy

Estas recomendacmnes estan basadas en 5 niveles de ewdenaa
2R S S 2
1 Estudios controlados blen dlsenados
2 Estudios de cohorte o caso-control bien disefiados o con evidencia indirecta convincente
3 Comunicacion de casos, con evidencia indirecta sugestiva.
4 Experiencia clinica

5 Evidencia insuficiente para emitir una o |n|on
s S - 7 . -

Es incontrovertible el tratamiento erradicador en la Ulcera péptica porque la
desaparicion del microorganismo se asocia con una aceleracion de la cicatrizacion
ulcerosa, una reduccién de las recidivas ulcerosas, la prevencién de las recidivas
hemorragicas y, como consecuencia de todo ello, una reduccién del coste
econdémico (196).
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Respecto al linfoma MALT, la demostracién de que la infeccién por H. pylori
es un hecho previo al desarrollo de linfoma (226), de que la incidencia de linfoma
MALT se correlaciona estrechamente con la tasa de infeccion y de que la
erradicacién del microorganismo se sigue de la remision histolégica de los MALT
de bajo grado, hacen de esta patologia una indicacién indiscutible de erradicacion
(227).

La evidencia cientifica sugiere también la erradicacién en casos de gastritis
graves con anomalias macroscopicas (gastritis erosiva grave no asociadas al
consumo de farmacos gastroerosivos) y microscopicas (metaplasia intestinal,
atrofia, displasia y gastritis hipertroficas), asi como tras la reseccion de un
carcinoma gastrico precoz (228), si bien se precisan mas estudios para establecer
definitivamente la indicacion en estos casos.

8.3. Pautas de tratamiento

8.3.1. Dobles terapias

Los beneficios de la doble terapia con omeprazol y amoxicilina (escasos
efectos secundarios y pocos comprimidos al dia) se ven reducidos por sus
desventajas (requieren una duracién de dos semanas, es un tratamiento caro y con
escasa eficacia).

La combinacién de omeprazol con claritromicina, aunque consigue mejores
tasas de erradicacion, se asocia a mas efectos secundarios y es considerablemente
mas cara. Este régimen incrementa ademas la posibilidad de desarrollar resistencia
a claritromicina.

Por tanto, actualmente no se recomienda el empleo de monoterapias ni
dobles terapias en la infeccion por H. pylori.

8.3.2. Triple terapia cldsica

La triple terapia clasica se compone de la combinacién de bismuto coloidal,
metronidazol (o tinidazol) y tetraciclina (0 amoxicilina). La tasa de erradicacion de
esta pauta depende de la sensibilidad de la cepa a metronidazol. En regiones con
alta tasa de resistencia primaria a metronidazol se recomienda la sustitucion de
éste por claritromicina, obteniéndose resultados similares.

Los principales inconvenientes de esta pauta son la posibilidad de resistencia
a los nitroimidazoles (42) y el frecuente abandono del tratamiento (229), motivado
por el elevado nimero de comprimidos diarios y la frecuencia de efectos
secundarios, que hacen dificil su cumplimiento.

En Espana, la eficacia se sitia en torno al 75-80% tras cuatro semanas de
tratamiento, disminuyendo al 65-70% cuando se emplea amoxicilina en lugar de
tetraciclina, y al 45% si la cepa es resistente a metronidazol (230).
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8.3.3. Inhibidores de la bomba de protones (IBP) y dos antibidticos

Las ventajas de estas combinaciones son su elevada eficacia erradicadora, la
facilidad de seguimiento por parte del paciente (al administrarse una o dos veces al
dia, durante una semana) y los escasos efectos secundarios asociados.

La triple terapia mdas empleada en Espafia es la que asocia un IBP con
amoxicilina y claritromicina (OCA) durante una semana, lograndose una eficacia
mayor del 80% (231). Otras pautas comprenden la asociacién de omeprazol,
claritromicina y un nitroimidazol, o bien, omeprazol, amoxicilina y nitroimidazol,
siendo satisfactorios sus resultados. La resistencia a metronidazol no parece influir
negativamente en la respuesta a las terapias triples que incluyen claritromicina. La
sustitucion de omeprazol por lansoprazol o pantoprazol a dosis equivalentes se
asocia a tasas de erradicacion cercanas al 90% (232).

La ventaja de la pauta OCA sobre la que utiliza nitroimidazoles es la escasa
resistencia a amoxicilina, lo que previene el desarrollo de resistencias secundarias
tras un eventual fracaso terapéutico (233).

8.3.4. Ranitidina citrato de bismuto y antibidticos

La ranitidina citrato de bismuto (RCB) es un farmaco supresor de acido,
protector de la mucosa y con propiedades antiHelicobacter pylori.

En 1997, en la X* Reunién del Grupo Europeo para el estudio de H. pylorise
presentaron por primera vez distintos trabajos que ponian de manifiesto la
equivalencia de RCB e IBP en la triple terapia frente a este microorganismo. En la
Conferencia de Asia Pacifico, se introdujo como alternativa vélida de tratamiento la
triple terapia con RCB, en sustitucion de IBP (234).

La RCB se ha empleado ampliamente en doble terapia (asociada a un
antibidtico durante 14 dias) o en triple terapia (asociada a 2 antibiéticos durante 7
dias). La eficacia de la doble terapia con RCB y claritromicina empleada durante 14
dias es variable, cifrdindose en un 70-86% en estudios realizados en Estados
Unidos y en un 82-96% en estudios europeos (235).

En un estudio multicéntrico realizado en el norte de Europa, sobre pacientes
dispépticos con infeccién por H. pylori se hallaron tasas de erradicaciéon cercanas
al 90% con RCB-claritromicina en doble terapia durante 14 dias, en intencién de
tratamiento (236). En Italia, Cestari obtiene una tasa de curacion de la infeccion
del 67% al emplear la doble terapia, también en intencién de
tratamiento (p=0.001) (237). :

El empleo de RCB en doble terapia, asociado a claritromicina, ha
demostrado ser mas eficaz, de forma significativa, que la doble terapia con IBP
(238). Este hecho podria deberse al efecto sinérgico entre RCB y claritromicina
frente a H. pylori
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Los resultados al emplear RCB en triple terapia son mejores que en doble
terapia, sobrepasando el 85% (236, 237). En triple terapia, sin embargo, no se
observan diferencias significativas entre la terapia con omeprazol y con RCB. Asi,
Spadaccini (239) logra una eficacia similar con ambos farmacos asociados a
claritromicina y tinidazol. Sung (240), asociando amoxicilina y claritromicina a RCB
en pacientes ulcerosos, logra la misma eficacia que al emplear dicha pauta
antibiotica asociada a IBP. Ravizza (241) tampoco halla diferencias entre las pautas
triples que incluyen RCB y las que incluyen omeprazol.

8.3.5. Cuddruple terapia

La cuadruple terapia con IBP, subcitrato de bismuto, tetraciclina y
metronidazol, durante una semana, constituye el tratamiento de elecciéon como
rescate cuando ha fracasado un primer intento erradicador (203, 204). Esta terapia
logra la curacién de la infeccién en el 98% de los pacientes, reduciéndose la
eficacia al 80% en los pacientes con fracaso previo a alguna terapia. La asociacion
de omeprazol, bismuto, amoxicilina y metronidazol consigue resultados algo
inferiores.

8.4. Factores relacionados con la eficacia terapéutica frente a H. pylori

8.4. 1. Relacionados con el farmaco:

a) Concentraciéon que alcanza el farmaco en la mucosa gastrica: El pH
gastrico sufre variaciones durante el dia, siendo diferente en las distintas
zonas del estbmago (36). Esto ocasiona que la concentracién de los
farmacos a nivel gastrico no sea homogénea. La formulaciéon de los
farmacos también es otro factor que influye en la concentracion.

b) Estabilidad del farmaco frente al pH &cido gastrico.
¢) Frecuencia, dosis y duracién del tratamiento.

d) Administracién con la ingesta, que aumenta el tiempo de contacto del
farmaco con la mucosa gastrica, ayudando a su accién local.

e) Uso junto a antisecretores: los antisecretores acttan disminuyendo el
volumen intragastrico, aumentando la concentracién de los antibiéticos
y aumentando el pH géastrico. Al aumentar la concentracién de los
antimicrobianos se alcanza mas facilmente la CMI de H. pylori. El
omeprazol, ademds, tiene un efecto aditivo a los antibidticos,
aumentando la efectividad de éstos (51).

f) pH: la susceptibilidad de H. pylori a amoxicilina, eritromicina y
claritromicina es menor a pH 4cido que a pH neutro. La actividad
bactericida de metronidazol y tetraciclina no se modifica con el pH
(242).
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8.4.2. Relacionados con el paciente

Es importante el cumplimiento de la terapia por parte del paciente, ya que
su incumplimiento aumenta las tasas de resistencia.

8.4.3. Relacionados con el microorganismo

a)

b)

Resistencia adquirida: la resistencia adquirida se debe al consumo de
antibidticos en la comunidad para el tratamiento de diversas infecciones,
principalmente ginecolégicas y respiratorias.

Fendmeno de biofilm: las bacterias adheridas al epitelio gastrico son
menos sensibles al antibiético que las que se encuentran en el moco
gastrico (51).

Carga bacteriana o in6culo: la densidad bacteriana a nivel de la mucosa
gastrica es un factor importante que influye en la erradicacion de A
pylori A mayor carga bacteriana existird estadisticamente mas
probabilidad de que aparezca una mutacién responsable de la
resistencia (243).

Nicho ecolégico: El antibidtico tiene mayor accién sobre las bacterias
que estan en el moco que sobre las situadas en el interior de las criptas
glandulares o intraepiteliales.

e) Genotipo: la presencia de cepas cagA- en pacientes dispépticos se asocia,

significativamente, a un mayor riesgo de fracaso terapéutico (244).
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El aumento progresivo en la tasa de resistencia de H. pylori a los
antimicrobianos conlleva al fracaso en la curacién de su infeccién y a la necesidad
de utilizar pautas mas complejas con estos fines. El retratamiento exige el empleo
de un mayor numero de farmacos o la prolongacion de la terapia, lo que redunda
en un mayor coste econémico y en la posibilidad de efectos adversos.

Los hallazgos actuales sugieren que el mecanismo de adquisicion de
resistencias por H. pylori es genético, principalmente a través de mutaciones
cromosomicas. La resistencia a los nitroimidazoles parece originarse por una
mutacion en el gen que codifica la NADPH nitrorreductasa de la bacteria, enzima
necesaria para la reduccién del grupo nitro del metronidazol y responsable de su
activacion.

Se ha descrito que H. pylori puede adquirir resistencia a los macrélidos a
través de mutaciones puntuales en el gen 23rRNA, concretamente en el dominio V
de la peptidiltransferasa. Estas mutaciones impedirian la union de estos farmacos a
los ribosomas bacterianos, al modificarse los puntos de union a ellos, evitandose,
asi, su accion farmacoldgica.

El mecanismo de resistencia a amoxicilina no estd suficientemente
contrastado. Diferentes investigaciones sugieren que se debe al defecto de una de
las proteinas de unién a este fArmaco (concretamente la PBP-D, de 32 kD). Otros
autores han observado que la permeabilidad de la membrana para dichos
antibibticos esta disminuida en las cepas resistentes.

No obstante, es posible que existan otros factores que puedan condicionar
la resistencia, entre los que podriamos citar:

a) La presencia de una gran carga bacteriana en la mucosa. La mayor
densidad bacteriana aumentaria tanto la probabilidad de mutaciones
naturales, provocadas por la rapida multiplicacién de los microorganismos,
como la seleccién de cepas resistentes.

b) La situacién de las bacterias en la mucosa géstrica. Los farmacos tendrfan
menor accesibilidad a las bacterias situadas en nichos o en la profundidad
de las glandulas. Los microorganismos podrian adquirir resistencia como un
mecanismo de adaptacién a las bajas concentraciones farmacolégicas a las
que estarfan expuestos.

o) El genotipo bacteriano. Se ha observado la existencia de una menor eficacia
farmacolégica en las cepas no toxigénicas (status cagA negativo). La menor
eficacia podrfa deberse a la asociacion de estos genotipos con la resistencia
a los antimicrobianos.

Teniendo presente lo anterior, el objetivo principal de este trabajo es el
analisis de aquellos factores que pueden condicionar la resistencia de H. pylori a
los antibi6ticos.
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Seran objeto de andlisis:

Las caracteristicas de la poblacién de estudio: edad, sexo, frecuencia de las
lesiones gastroduodenales observadas endoscopica e histologicamente,
frecuencia del consumo de tabaco, antibiéticos y AINES y del tratamiento
erradicador previo frente a H.pylori

La prevalencia de la resistencia primaria y secundaria de H. pylori a los
antimicrobianos en nuestro medio.

El estudio de la resistencia en funcion de las variables epidemiolégicas de
los individuos de la muestra.

La relacion entre la densidad bacteriana en la mucosa gastrica y la
resistencia a los antibioticos.

La profundidad que alcanza H. pylori en el estrato de la mucosa como
condicionante en la sensibilidad a los antibi6ticos.

El fenotipo bacteriano (CagA y VacA) y su implicacion en la resistencia a los
antimicrobianos.
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Para responder a nuestro objetivo disefiamos un estudio transversal de tipo
observacional descriptivo.

La poblacion objeto de estudio se componia de 88 individuos con infeccién
por H. pylori, remitidos a la Unidad de Endoscopia del Hospital Universitario Virgen
Macarena entre Julio de 1999 y Julio de 2000, para la realizacién de una
gastroscopia de forma programada. Se consideré diagnéstico de infeccion por A.
pylori la positividad del cultivo de la bacteria o la positividad de dos o mas de las
siguientes pruebas: test de la ureasa rapida, histologfa, test del aliento o serologia
(245).

El muestreo se realiz6 por conveniencia, siendo voluntaria la incorporacion
de los sujetos al estudio, previa peticion de consentimiento informado. El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico y de Ensayos Clinicos del
Hospital Universitario Virgen Macarena.

Se excluyeron del estudio los sujetos con hemorragia digestiva alta activa en
el momento de la realizacion de la endoscopia y aquéllos con mala tolerancia a la
prueba diagnostica.

Podemos identificar cinco etapas en el desarrollo del presente trabajo de
investigacion:

1. Cumplimentacion de una encuesta.

2. Toma de muestras de mucosa gastrica y su posterior procesamiento.

3. Extraccion de una muestra de sangre de cada sujeto para la
determinacion serolégica del fenotipo bacteriano.

4. Realizacion de un test del aliento a cada sujeto.

5. Recogida de datos y procesamiento estadistico de ellos.

1. Cumplimentacion de una encuesta

A todos los sujetos se les solicité la autocumplimentacién de una encuesta
antes de la realizacion de la endoscopia. En ella se registrd la edad, el sexo, el
consumo de tabaco, antibiéticos y antiinflamatorios no esteroideos, el antecedente
de hemorragia digestiva alta, el antecedente de tratamiento frente a H. pyloriy la
sintomatologia digestiva que presentaban.

2. Toma de muestras de mucosa gdstrica y su posterior procesamiento

Todos los sujetos fueron sometidos a una gastroscopia y toma de biopsias
de mucosa gastrica, siendo procesadas segun la siguiente metodologia:
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2.1. Endoscopia y toma de biopsias

Las endoscopias fueron realizadas con videogastroscopios Olympus® de la
serie 110 y Fuji®. La descripcion de las lesiones gastroduodenales se realiz6 segln
la terminologia “Minimal Standard Terminology in Digestive Endoscopy” (246).

Las biopsias se tomaron con pinzas de biopsias serie 24K de Olympus®. Se
tomaron 6 biopsias gastricas en cada paciente:

- Una de antro para cultivo y determinacion de la CMI de los
antimicrobianos.

- Una de antro para el test de la ureasa rapida.

- Una de antro y otra de cuerpo para estudio histol6gico.

- Una de antro y otra de cuerpo para estudio morfométrico.

2.2. Cultivo y antibiograma

Las muestras para cultivo se remitieron en tubos con suero salino
mantenido a 4°C hasta su utilizacién, y se procesaron en el laboratorio en menos
de una hora desde su obtencion, por lo que no fue preciso la utilizacién de un
medio de transporte.

Las muestras se sembraron inmediatamente en un medio selectivo (medio
Dent Oxoid®) y otro no selectivo (agar chocolate Biomerieux®) y se incubaron en
microaerofilia a 35°C (CampyGen, Oxoid®), durante siete dias. El medio Dent se
prepar6 con 500 mi de agar sangre Columbia base con suplemento de antibiéticos
(vial de 2 ml de agua destilada estéril con los siguientes antibiéticos disueltos:
vancomicina 5 mg, lactato de trimetoprim 2.5 mg, cefsulodin 2.5 mg, anfotericina
B 2.5 mg), adicionado con 35 ml de sangre de caballo lacada.

Ademés se realizé una tincién de Gram modificada, empleando fucsina
como contracolorante, en la cual H. pylori aparece como bacilos gramnegativos
espirilares. Las bacterias fueron identificadas mediante morfologia de la colonia,
tincién de Gram, produccion de catalasa, ureasa y oxidasa.

La determinacion de la CMI se realiz6 mediante el método de difusion en
agar con tiras de E-test (AB Biodisk, Suecia®). Como indculo se empled una
suspension en suero fisiolégico de bacterias crecidas durante tres dias en agar
chocolate, correspondiente a una densidad 2 de McFarland (1x107-1x10% ufc/ml).
El medio empleado en el antibiograma fue Mueller-Hinton suplementado con 5%
de sangre de carnero.

Las placas se inocularon con una torunda impregnada con el in6culo y
después de 15 minutos de absorcion, se colocaron tiras de E-test de los siguientes
antimicrobianos: amoxicilina, metronidazol, claritromicina, ciprofloxacino vy
tetraciclina. Las placas se incubaron en microaerofilia a 35° C durante 3 dias. La
lectura de la CMI se hizo en el punto de completa inhibicion del crecimiento,
incluyendo colonias aisladas o crecimiento residual.
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Los puntos de corte (mg/l) empleados fueron: claritromicina > 1,
metronidazol >8, ciprofloxacino >4, tetraciclina >2 y amoxicilina >4.

2.3. Prueba de la ureasa

Como método de rapido diagndstico de la infeccién por H. pylori se empled
la prueba de la ureasa. El test comercial utilizado fue Jatrox-HP®. Se consideraron

positivas las muestras que viraron de color en las primeras 24 horas.

2.4. Estudio histologico

Las muestras de antro y cuerpo fueron conservadas en formol al 10% antes
de su procesamiento. Segun la técnica habitual, fueron fijadas y tefiidas con
hematoxilina-eosina y giemsa. La identificacion de H. pylori se llevé a cabo
mediante observacion al microscopio de las biopsias tefiidas con giemsa.

Los hallazgos histologicos fueron revisados por un patélogo experto, siendo
clasificados segun los criterios de Houston (156):

Sin hallazgos

Gastritis crénica no atréfica
Gastritis cronica atréfica
Actividad neutrofilica
Actividad inmunoldgica
Metaplasia intestinal

oUhwnNn =

2.5. Estudio morfométrico

De las muestras de biopsia del cuerpo y del antro gastrico, obtenidas por
endoscopia, se obtuvieron cortes de 3 micras de espesor que fueron tenidos con
hematoxilina-eosina y giemsa, al objeto de analizar la presencia de H. pylori

Las preparaciones histolégicas fueron codificadas de manera que el
observador no dispusiera de ningtn dato referente al paciente del que provenian.
El codigo de las biopsias incluia el namero del paciente, la zona del estémago de
donde procedia la biopsia y la tincién.

2.5.1. Valoracion semicuantitativa de la densidad y la profundidad de la
infeccion por H. pylori

Las muestras histoldgicas fueron analizadas con microscopia 6ptica. A 100
aumentos, se eligid la zona mejor orientada y se establecié de modo subjetivo la
densidad de la infeccion por H. pyloriy la profundidad hasta la cudl se observaba
el germen, siguiendo la escala analégica visual descrita en Houston (156).
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Densidad

Se utilizé una escala de 5 grados (0-4) para la estimacién de la densidad de
gérmenes, segun el siguiente criterio:

Ausencia de gérmenes

Gérmenes escasos

Gérmenes frecuentes

Gérmenes abundantes

Gérmenes muy abundantes, formando nichos o microabscesos

PWN—=O

Profundidad

Se estim6 la profundidad hasta la que accedia la bacteria en funcién de la
siguiente escala:

0. Ausencia de gérmenes

1. Gérmenes en el epitelio superficial de las criptas, sin que progresen al
interior de las mismas

2. Gérmenes visibles en las criptas superficiales, en toda su longitud hasta
el cuello glandular

3. Gérmenes presentes en las glandulas profundas, mas abajo de los
cuellos glandulares

Situaciones especiales

En este apartado se describi6 la presencia de gérmenes en zonas de
metaplasia intestinal o en contiglidad con las células parietales del cuerpo
gastrico, situaciones gue inicialmente no eran previsibles.

2.5.2. Valoracion automdética de la densidad

De cada muestra se eligieron dos imagenes a 400 aumentos que fueron
digitalizadas para su posterior analisis automatico. Las imagenes seleccionadas
fueron captadas por una camara de television acoplada al microscopio y
transmitidas en modo RGB a una estacién de trabajo analizadora de imagenes.

El analizador de imagenes dispone de una tarjeta digitalizadora (frame
grabber) IMAGING, en color de alta resolucién, que sirve a un monitor digital de
21 pulgadas con una resolucién de hasta 2100 X 1600 puntos. Las imagenes
fueron digitalizadas en un formato de 768 X 512 pixeles y 65 pixeles de cabecera
en modo monocromo de 8 bits de profundidad.

Estas imagenes fueron codificadas y archivadas en un disco magneto-6ptico
en subdirectorios especificos segin se tratara de imagenes del cuerpo o del antro
y, dentro de cada uno de estos directorios, separadas por el tipo de tincion (H-E 'y
giemsa).
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Con posterioridad, se procedi6 al andlisis automatico de las imagenes

grabadas. Se utiliz6 para ello una estaciéon de trabajo que dispone de un PC con
procesador Intel® Pentium Il a 800 MHz y 128 MB de RAM. Para este cometido se
utilizé el programa VISILOG 5.0 (Noesis®, Canadd) bajo Windows 98. Se
escribieron macrorrutinas en lenguaje C para la automatizaciéon del proceso. El
programa definitivo consta de las siguientes etapas:

1.

2.

9.

Lectura de las imagenes archivadas en el directorio de trabajo.

Apertura de un fichero de texto para incorporaciéon de las variables
resultantes del procesado.

Importacion desde el disco de la imagen a analizar y paso al buffer de la
tarjeta grafica, previa traduccion del formato de grabacion.

Copia de la imagen original en una imagen de trabajo (IMA1).

. Regulacién interactiva de las condiciones de iluminacién, brillo, contraste y

zoom de la imagen original al nivel 6ptimo de visualizacion.

Delimitacion manual del area glandular para crear una imagen binaria que
contenga sélo la luz glandular (MASK1).

. Incorporacién de la imagen gris original a la méscara binaria (MASK1)

obtenida en el paso anterior. De esta manera se consigue una imagen que
s6lo contiene la luz glandular (GLAND1) y, dentro de ella, los gérmenes.

. Discriminacién en funcién del nivel de gris de la imagen con el fin de

seleccionar y posteriormente extraer de la imagen GLAND1 las estructuras
que corresponden a los gérmenes (HP1).

Célculo del area de la imagen MASK1 expresado en pixeles (ARGLAND).

10. Calculo del area de la imagen HP1 (ARHP).

11.Célculo del numero de estructuras independientes en la imagen HP1

(NUMHP).

12.Incorporacién de las variables ARGLAND, ARHP y NUMHP al fichero de

resultados.

13.Borrado de todas las imagenes del analisis y puesta a cero de las variables

numéricas para empezar el proceso de una nueva imagen. Este proceso
iterativo (LOOPIMAGE) se repite hasta que se completa el anélisis de todo el
subdirectorio de trabajo de imagenes.

14.Cada nuevo set de variables, correspondiente a una imagen procesada, se

anade al fichero de resultados.
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15.El fichero de resultados es incorporado a EXCEL 2000 como fichero de
texto codificado. En este programa se calcula, como porcentaje, la densidad
de H. pylorien una glandula en funcién de la siguiente férmula:

DENSIDAD = (ARHP * 100) / ARGLAND

Los pardmetros DENSIDAD y NUMHP se incorporan a la base de datos final
para su analisis estadistico.

Figura 1.- Célculo del area glandular

3. Determinacion de anticuerpos IgG y del fenotijpo bacteriano

A cada sujeto se le extrajo una muestra de sangre para la determinacién de
anticuerpos IgG frente a H. pylori y la identificacién de anticuerpos frente a las
proteinas CagA y VacA de H. pylori en suero. Se empled para ello el test comercial
RIDA® Blot Helicobacter, que consiste en un ensayo tipo Western Blot cualitativo
in vitro para la identificacién de anticuerpos frente a H. pylori. Este test permite
identificar anticuerpos frente a distintas proteinas de H. pylori. cagA, vacA, ureA,
ureB y flagelina.

4. Realizacion de un test del aliento (UBT)

Los sujetos del estudio fueron sometidos a un test del aliento con urea
marcada con carbono isotépico "°C, medido mediante espectrometria de masas. Se
empled el test comercial Taukit®. Se consider6 positiva la prueba cuando la
diferencia entre la muestra postdosis y la basal fue 5%o. (d&tomos de exceso).
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5. Anadlisis estadistico de los datos

Tamano muestral

Estimamos el tamafo muestral minimo en 34 pacientes por grupo
(sensibilidad, resistencia). Fijamos un error o del 5% y un error B del 20%
(potencia del 80%) y obtuvimos un tamaiio muestral global de 68 pacientes. El
tipo de contraste de hip6tesis utilizado para la obtencién de este tamafio muestral
fue bilateral, e hicimos uso de los métodos de calculo de tamarios muestrales para
la comparacion de dos proporciones (sensibilidad-resistencia) en C categorias de la
densidad bacteriana gastrica (escaso, frecuente, abundante) y de la profundidad
(conducto glandular superficial, cuello glandular, glandula profunda).

El tamafo global de la muestra se incrementé hasta 88, al preverse,
aproximadamente, un 20% de pérdidas (pacientes a los que no se les realizarfa
alguna prueba).

El paquete utilizado para la determinacién de este tamafio de muestra fue
el nQuery Advisor 4.0 del afio 2000.

Andlisis estadistico de los datos

Para la elaboracién del andlisis estadistico de los datos se procedi6 a la
realizacion de las siguientes actividades:

a) Depuracién estadistica de los datos: se realizd una verificacion de la
consistencia de la informacion previa a la introduccion de los datos
cuantitativos y durante la misma. Posteriormente, se completé
mediante una exploracién estadistica, con métodos graficos y
analiticos que permitieran la deteccién de posibles observaciones
aberrantes.

b) Andlisis descriptivo: se determinaron medias y varianzas de las
variables cuantitativas. Para las cualitativas, realizamos tablas de
frecuencias. Cuando se consider6 oportuno, se construyeron
representaciones graficas al objeto de clarificar los resultados.

Q) Comparacién de proporciones: para todas aquellas variables de tipo
cualitativo, utilizamos el test de la Chi-cuadrado o test exacto de
Fisher (tablas 2x2 poco pobladas).

d) Comparacion de medias: para la informacion de tipo cuantitativo,
empleamos tests de comparacion de medias, t-Student, U de Mann-
Whitney y ANOVA.

Determinamos, siempre que fue posible, intervalos de confianza para diferencias
de medias al 95%.
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1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Se incluyeron en el estudio a 88 sujetos con infeccion por H. pylori. Se
consider6 la existencia de infeccion por este microorganismo cuando el cultivo de
la bacteria fue positivo o bien cuando 2 de las siguientes pruebas diagnésticas
fueron positivas: test de la ureasa rapida, histologia, serologfa o test del aliento. A
continuacion se engloban, sin separacion, los datos referentes a los sujetos y a las
bacterias.

7.1. Edad

La edad media de los 88 sujetos estudiados fue de 44 afos, estando
comprendida la edad de todos los individuos entre los 20 y los 80 anos.

1.2. Distribucion por sexo

El 60% de los sujetos estudiados eran varones y el 40%, mujeres.

1.3. Caracteristicas de los individuos

Se realiz6 una estratificacién de la muestra objeto de estudio en base a
cuatro criterios de discriminacion:

- Que los sujetos fueran fumadores o no

- En funcién del consumo habitual de AINES

- Enrazén al uso frecuente de antibi6ticos

-y, por Ultimo, en relacién a si habian sido tratados previamente frente a
la infeccién por H. pylori

Tal y como se puede apreciar en la tabla 1, un 45% de los individuos
estudiados eran fumadores, un 20% eran consumidores habituales de AINES, un
10% tomaban frecuentemente antibiéticos, y un 23% habian sido tratados con
anterioridad frente a la infeccién por H. pylori.

Tabla 1.- Caracteristicas de los individuos

o L

Fumadores Consumidores Consumidores frecuentes Tratados frente a ]

habituales de AINES de antibiético Helicobacter pylori.

n % n % n % n % .
40, 45% 18 20% 9 10% 20 23%
48 55% 70 80% 79 90% 68 77 %
88 100% 88 100% 88 100% 88 100%|

P R
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En los 20 sujetos tratados con anterioridad frente a la infeccién por H. pylori
se comprobo la persistencia de la infeccion a los 2 meses de finalizar el tratamiento
mediante un test del aliento. Los pacientes habian realizado tratamiento con una
triple o cuadruple terapia. La triple terapia comprendia el tratamiento con
ranitidina citrato de bismuto o un IBP (omeprazol, lansoprazol o pantoprazol),
claritromicina y amoxicilina o metronidazol. La cuadruple terapia consistia en la
asociacién de omeprazol, bismuto, claritromicina y amoxicilina. La combinacion
mas frecuente fue omeprazol (20 mg/12h), claritromicina (500 mg/12h) y
amoxicilina (1 gr/8h) durante 10 dias (OCA 10). Esta pauta fue realizada por el
20% de los tratados.

1.4. Diagndstico endoscdpico
A todos los sujetos se les realiz6 una endoscopia digestiva alta, con fines

diagnosticos y para la toma de biopsias. La distribucion de las lesiones
endoscopicas en la poblaciéon de estudio se muestra en la figura 2.

Figura 2.- Distribucién de las lesiones gastroduodenales en los individuos

Las lesiones erosivas duodenales en su conjunto (Ulcera duodenal y lesiones
agudas de la mucosa duodenal) fueron el hallazgo méas frecuente, estando
presentes en el 48% (42/88) de los individuos. El segundo diagnéstico en
frecuencia fue el de gastritis cronica superficial (36%, 32/88). En el 5% de los
casos, la mucosa gastroduodenal presentaba un aspecto normal.

1.5. Diagnostico histologico

Como se muestra en la figura 3, el patrén histolégico mas frecuentemente
observado fue el de gastritis crénica no atréfica asociada a infiltrado neutrofilico,
tanto en el antro como en el cuerpo gastrico. Ademas del infiltrado neutrofilico,
existia infiltracion linfocitica de la mucosa antral en el 18.2% de los individuos y, a
nivel corporal, en el 11.8%. El patrén de normalidad en el antro sélo se hallé en el
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1% de los individuos, mientras que, en el cuerpo gastrico, fue un hallazgo mas
frecuente, estando presente en el 18% de los individuos.

Figura 3.- Distribucién de los hallazgos histoldgicos en los individuos

1.6. Diagndstico de la infeccion por H. pylori

Se consider6 diagnostico de infeccion por H. pylorila positividad del cultivo
de la bacteria o la positividad de dos o mas de las siguientes pruebas: test de la
ureasa rapida, histologia, test del aliento o serologia.

La sensibilidad del test de la ureasa rdpida para diagnosticar la infecciéon por
H. pylori fue del 96%, de la serologia del 89% y del estudio histologico del 95%.
El test del aliento se consideré positivo cuando la diferencia entre la muestra
postdosis y la basal fue 5%, (atomos de exceso). Los valores oscilaron entre 7.92 y
88.96 atomos, siendo la sensibilidad del 91%. No existié correlacion entre los
valores del test del aliento y la densidad bacteriana en la mucosa gastrica estimada
mediante el método semicuantitativo (p=0.387).

De los 88 sujetos con infeccion por H. pylori se logrd cultivar el
microorganismo en 82 (93%). En 6 casos (M/V: 3/3) la tincién de gram y el cultivo
de la bacteria fueron negativos. En 3 individuos todas las pruebas diagnosticas,
excepto el cultivo, fueron positivas; en estos casos crecieron microorganismos
contaminantes (presentes en la muestra) incluso en el medio de cultivo selectivo, lo
que impidié la recuperacion de H. pylori. En los otros 3 casos en los que fracasé el
cultivo, sélo existié¢ positividad para H. pylorien 2 pruebas diagnésticas (serologia e
histologia en 2 individuos y test de la ureasa rapida e histologia en un individuo).
Los pacientes estaban diagnosticados de gastritis crénica superficial (4 sujetos) y
lcera duodenal (2 sujetos). Ninguno de ellos habia realizado tratamiento previo
frente a H. pylorini eran consumidores frecuentes de antibioticos.

1.7. Prevalencia de la resistencia

La prevalencia de la resistencia de H. pyloria los diversos antimicrobianos se
determiné tras el cultivo de una muestra de biopsia de antro gastrico de cada
paciente. En los 82 casos en los que el cultivo fue positivo, se determiné la CMI
mediante el método de difusién en agar con tiras de E-test.
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El 50% de las cepas aisladas fueron sensibles a todos los antibiéticos. El
resto fueron resistentes a uno o varios antimicrobianos.

La prevalencia de la resistencia a metronidazol fue del 45% (37/82), a
claritromicina del 15% (12/82) y a ciprofloxacino del 7% (6/82). No se hallaron
resistencias a amoxicilina ni a tetraciclina. (Figura 4)

DOSensibles
BResistentes

Metronidazol Claritromicina Ciprofloxacino

Figura 4.- Prevalencia de la resistencia de H. pylori

En el 13% (11/82) de los casos, las cepas presentaban resistencia a mas de
un antibiético. La resistencia doble estaba presente en el 10% (8/82) de las cepas y
la resistencia triple en el 4% (3/82). (Tabla 2).

Tabla 2.- Resistencia mixta {

. \ n Antimicrobianos

. [Resistencia Triple 3 metronidazol, claritromicina y ciprofloxacino
|Resistencia Doble A 7 metronidazol y claritromicina

|Resistencia Doble B 1 metronidazol y ciprofloxacino

-
s
g
—
-—b

.
e

El 91% (10/11) de los sujetos que presentaban multirresistencia habian sido
tratados previamente frente a la infeccién por H. pylor; siendo las pautas
realizadas mas frecuentemente la asociacion de omeprazol, claritromicina y
amoxicilina durante 7 dias y omeprazol, claritromicina y metronidazol durante 7
dias. Todos los pacientes con resistencia triple (metronidazol, claritromicina y
ciprofloxacino) y todos aquéllos con resistencia doble a metronidazol y
claritromicina habian realizado tratamiento previo.
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2. RELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS Y LA
RESISTENCIA DE H. pylori A LOS ANTIMICROBIANOS

2.1. Edad

No se observaron diferencias en la edad media, entre el grupo de sujetos
con infeccién por H. pylori resistente a alguno de los antibiéticos, y el grupo con
sensibilidad a todos los antibioticos.

2.2. Distribucion por sexo

Estudiando la distribucién de la resistencia en funcion del sexo, se observé
que la infeccién por cepas resistentes a metronidazol fue significativamente mas
frecuente en mujeres que en hombres (59% vs 36%, p= 0.032). La infeccién por
cepas resistentes a claritromicina y a ciprofloxacino también fue mas frecuente en
las mujeres que en los hombres, aunque sin observarse diferencias significativas.
(Figura 5).

60%

50%

4% @ Mujer
S Hombre

30%
20%
10%

0%

Metronidazol

Claritromicina Ciprofloxacino

Figura 5.- Distribucién por sexo de la resistencia a los distintos antimicrobianos.

2.3. Caracteristicas de los individuos

Se estudio la asociacion entre la sensibilidad y las distintas caracteristicas que
presentaban los sujetos en los que se pudo cultivar la bacteria (n=82), como el
tabaquismo, el consumo habitual de AINES, el uso frecuente de antibiéticos o el
tratamiento erradicador previo.
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Tal y como se puede apreciar en la tabla 3, tanto el tabaquismo como el
consumo habitual de AINES y de antibi6ticos se observaron mas frecuentemente
entre los sujetos infectados por cepas resistentes que entre los sujetos con
infeccion por cepas sensibles; sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas.

Sensibilidad a los antimicrobianos segun lascaracteristicas de los individuos.

Tabla3.- %

S
Consumidores frecuentes Consumidores

Fumadores antibiéticos

Isensible
CLAR [Resistente

ISensible
CIPR [Resistente

El 23% de los sujetos de la poblacién de estudio habia realizado
previamente tratamiento erradicador. En funcién de ello, se determiné la
prevalencia primaria y secundaria de resistencia a los distintos farmacos.

@ Resistencia Primaria
@ Resistencia Secundaria

p=0.036 para el metronidazol
p<0.0005 para claritromicina. pNS
Ciprofloxacino para ciprofloxacino

Metronidazol

Claritromicina

Figura 6.- Frecuencia de la resistencia primaria y secundaria de H. pylor..

Para el metronidazol, la tasa de resistencia primaria fue del 39% vy la de
resistencia secundaria del 65%, siendo la diferencia estadisticamente significativa
(p= 0.036). La prevalencia de resistencia primaria a claritromicina fue del 5% vy la
de resistencia secundaria del 45%, siendo significativa esta diferencia (p< 0.0005).
La tasa de resistencia a ciprofloxacino fue también mayor en los sujetos tratados
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previamente que en los no tratados, aunque la diferencia observada no tuvo
significacion estadistica (Figura 6). Se utilizd claritromicina en todas las pautas de
tratamiento, siendo la pauta mayoritaria la compuesta por omeprazol,
claritromicina y amoxicilina. Ninguna de las pautas realizadas contenian
ciprofloxacino.

2.4. Diagndstico endoscopico

Las lesiones en la mucosa gastroduodenal se distribuyeron de forma
homogénea en el grupo con infeccién por cepas resistentes a algun antibiético y
en el grupo sensible a ellos. Las lesiones erosivas de la mucosa duodenal (Glcera y
lesiones agudas de la mucosa) fueron el hallazgo més frecuente en ambos grupos
(tabla 4).

Tabla 4.- Distribucion de las lesiones en la mucosa gastroduodenal en funcion de la sensibilidad de las cepas de 4. Pylori. |

e

12§

700

Lesiones eros\ivas de la § Lesiones erosivés de la Gastritis crénica .

mucosa duodenal (1) mucosa gdastrica (2) superficial Normalidad Total
S . \% n 7% n 7 % n % ] \;}
IMET  [Resistente 19 51% 5 14% 120 32% 1 3%| 37}
. Sensible 21 47% 5 1% 17 38% 2 4% 45
|CLAR IResistente 6 50% 0 0% 5 42% 1 8%
ISensible 34 49% 10| 14% 24 34% 2l 3%
. [CIPR IResistente 4 67% 0 0% 2, 33% 0 0%
. ISensible 36 48% 10  13% 26| 35% 3. 4%

(1) Lesiones erosivas de la mucosa duodenal incluye Ulcera duodenal y lesiones aguda de la mucosa duodenal. - o -

. (2) Lesiones erosivas de la mucosa gaéstrica incluye Ulcera gastrica y lesiones aguda de la mucosa géstrica.

2.5, Diagndstico histologico

El patrén histolégico predominante en los sujetos con infeccién por H.
pylorifue el de gastritis cronica no atréfica neutrofilica, tanto en sujetos infectados
por cepas sensibles a los antibiéticos, como en los infectados por cepas resistentes
a alguno de ellos.

Tabla 5.- Distribucion de la resistencia en los individuos con metaplasia intestinal, }
Metronidazol Claritromicina Ciprofloxacino
Sensibles [Resistentes| Sensibles | Resistentes | Sensibles | Resistentes @
2 5 5 2 6 1
0 2 1 1 2 0
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Se observo la presencia de metaplasia intestinal en el antro gastrico de 7
sujetos, estando presente en dos de ellos, ademas, en el cuerpo gastrico. En el
71% (5/7) de los sujetos con metaplasia intestinal se aislaron cepas de H. pylori
resistentes a metronidazol. En el 43% (3/7) de los casos, existio multirresistencia.
En 2 casos existi6 resistencia simultdnea a metronidazol y claritromicina y en 1
caso, a metronidazol y ciprofloxacino. Sélo uno de los pacientes con
multirresistencia (resistencia simultdnea a metronidazol y claritromicina) habfa
realizado tratamiento erradicador previo, con una pauta que contenia
claritromicina y amoxicilina. No se observé relacion estadisticamente significativa
entre la presencia de metaplasia intestinal y la resistencia de las cepas a
claritromicina (tabla 5).
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3. RELACION ENTRE LA DENSIDAD DE H. pylori EN LA MUCOSA GASTRICA
Y LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

3. 1. Densidad medida de forma semicuantitativa

La densidad bacteriana estimada de forma semicuantitativa fue definida
como escasa, frecuente o abundante, siguiendo la clasificacion de Houston
(updated Sydney System) (156).

3.1.1. Densidad bacteriana en antro y cuerpo gdstricos

Figura 7.- Corte histolégico de mucosa antral, donde se observan
luces glandulares con H. pylorien su interior.

El patron bacteriano prevalente en el antro gastrico fue el abundante (45%
de las cepas sensibles y 63% de las resistentes a algun farmaco), mientras que en
el cuerpo gastrico fue el frecuente (49% de las sensibles y 51% de las resistentes).
No se pudo establecer la significacion estadistica de dicha prevalencia. (Figura 8).

Densidad Bacteriana en Antr;l Densidad Bacteriana en Cuerpo

@ Sensibles a todos farmacos
@ Resistentes a algiin farmaco

Escaso Frecuente Abundante Escaso Frecuente Abundante

Figura 8.- Densidad bacteriana en antro y cuerpo.
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3.1.2. Densidad bacteriana en antro y sensibifidad de los microorganismos a
los antibidticos

Como se refleja en la tabla 6, en ninguno de los casos infectados por cepas
resistentes se observd una densidad bacteriana escasa a nivel del antro gastrico. A
diferencia, en los casos infectados por cepas sensibles, la densidad escasa estaba
presente, al menos, en el 7% de los sujetos.

El porcentaje de sujetos con densidad bacteriana abundante en antro fue
mayor si la infeccién se debia a cepas resistentes que a sensibles, salvo para

ciprofloxacino. No obstante, no se pudo conocer la significacion estadistica de
dicha diferencia.

Tabla 6.- Densidad bacteriana en antro en relacion a la sensibilidad de los microorganismos a los antibioticos

— Metronid‘az‘olx V(}:Iaritromicina' Ci 'rofld\‘xacinow
Sensibles | Resistentes | Sensibles | Resistentes Sensigies Resistente

SE

N

g

el

% ] _n % n % n % n % n % n
|Escasa 1% 5] 0% 0] 7% 5] 0% 0] 7% 5] 0%
|Frecuente  |43% 19]35%  13]39% 27]|42% 5|38%| 28/50% 3
Abundante [46% 20]65% 24}54% 37]58% 7{55% | 41]50%

3.1.3. Densidad bacteriana en cuerpo y sensibilidad de los microorganismos
a los antibidticos

En el cuerpo gastrico, el patrén bacteriano predominante fue el frecuente.
No se observaron diferencias en la densidad bacteriana en funcién de la
sensibilidad antimicrobiana a metronidazol y a claritromicina. En el caso de
ciprofloxacino, el 50% de los sujetos infectados por bacterias resistentes a él
presentaban una densidad abundante, frente al 27% de los infectados por
bacterias sensibles a dicho antibidtico. (Tabla 7).

De forma global, no se observo relacion entre la densidad bacteriana en el
cuerpo gastrico y la resistencia a los antibioticos. (p=0.5)

Tabla 7

- Densidad bacteriana en cuerpo en relacién a la sensibilidad de los microorganismos a los antibi6ticos

Metronidazol Claritromicina Ciprofloxacino

Sensibles | Resistentes | Sensibles | Resistentes | Sensibles Resistentes |

recuente

bundante
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3.2. Densidad estimada de forma automdatica
La densidad bacteriana media en antro, medida de forma automética, fue

mayor que la densidad media en el cuerpo gastrico, sin que se observaran
diferencias significativas (4.08 +/- 2.25 vs 3.78 +/- 2.49).

Media y Desviacién TipicaI

Sensibles Resistentes

Figura 9.- Densidad bacteriana en antro, estimada mediante morfometria,
en relacién con la sensibilidad de las cepas a metronidazol.

En los sujetos infectados por cepas sensibles a metronidazol se obtuvo una
densidad bacteriana de 4.36 +/- 2.46 y en los resistentes de 3.34 +/- 1.42. (p NS).
(Fig. 9).

Reproducibilidad del método morfométrico automdtico

Para comprobar la reproducibilidad del método morfométrico automatico,
dos observadores repitieron en 3 momentos diferentes las mediciones en una
muestra escogida aleatoriamente. No hubo diferencias significativas entre las
distintas mediciones realizadas por cada observador (p=0.25 y p=0.2,
respectivamente) ni entre las mediciones de los dos observadores (p=0.136).
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4.’RELACI(')N ENTRE LA PROFUNDIDAD DE H. pylori EN LA MUCOSA
GASTRICA Y LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

4.1. Profundidad bacteriana en antro y cuerpo gdstricos

La profundidad hasta la que accedian las bacterias en la mucosa gastrica
fue estimada mediante valoracién de los cortes histoldgicos. Definimos tres niveles
en la glandula en funcién de la profundidad: conducto glandular superficial, cuello
glandular y glandula profunda.

Figura 10.-Corte longitudinal de vellosidades gastricas. Entre
ellas se dispone H.pylori.

Como se observa en la figura 11, en la mayoria de los casos, las bacterias se
situaron en el cuello glandular, tanto en el antro (93% de las cepas sensibles y
80% de las resistentes a algiin farmaco) como en el cuerpo géstrico (72% de las
sensibles y 71% de las resistentes). La proporcién de casos con infeccion en la
glandula profunda fue mayor en el cuerpo que en el antro, sin que las diferencias
observadas resultaran significativas.

Eofundidad Bacteriana en Antr—ol fProfundidad Bacteriana en Cuerpzl

o S

100% 100%

80% 80%

60% 60%

40% 40%

@ Sensibles a todos farmacos
B3 Resistentes a algin farmaco

20% 20%

o
Conducto Cuello Glandula Conducto Cuello Glandula
glandular glandular profunda glandular glandular profunda
superficial superficial

0%

Figura 11.- Profundidad bacteriana en antro y cuerpo.
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4.2. Profundidad bacteriana en antro y sensibilidad a los antibioticos

Se observaron bacterias en la profundidad de las glandulas del antro
gastrico solo en el 12% de los casos. En el 87% de los sujetos, las bacterias
estaban situadas en la porcion media de las glandulas, es decir, en los cuellos
glandulares.

Analizando la profundidad a la que accedian las cepas, en relacién a la
sensibilidad de ellas, observamos que, aunque el porcentaje de casos con infeccion
situada en la glandula profunda era mayor si la infeccion estaba producida por
bacterias resistentes a alguno de los antibidticos, no existian diferencias
significativas con respecto al grupo sensible (p=0.07). Como se muestra en la tabla
8, en todos los casos de infeccién por cepas resistentes las bacterias llegaron a
regiones mas profundas, mas alla del conducto glandular superficial.

Tabla 8.- Profundidad bacteriana en el antro géstrico y sensibilidad a los antibiéticos. ]

: e
Metronidazol Claritromicina Ciprofloxacino Global

i, R, 4

Conducto glandular

superficial

Cuello glandular

Glandula profunda

4.3. Profundidad bacteriana en cuerpo y sensibilidad a los antibidticos

A nivel de la mucosa corporal gastrica, en el 72% de los individuos se
encontraron cepas de H. pylorisituadas en los cuellos glandulares, en el 20% en la
profundidad glandular y, en el resto, en los conductos glandulares superficiales.

A semejanza de lo ocurrido en la mucosa del antro gastrico, la proporcion
de casos con microorganismos situados en la profundidad glandular fue mayor
cuando la infeccién se debia a bacterias resistentes que a sensibles. No existieron,
sin embargo, diferencias significativas. (p=0.27) (Tabla 9).

Tabla 9.- Profundidad bacteriana en el cuerpo géstrico y sensibilidad a los antibidticos.

O
Metronidazol Claritromicina Ciprofloxacino Global
Sensibles Resistentes Sensibles Resistentes Sensibles Resistentes Sensibles Resistentes

%

Conducto glandular
superficial
Cuello glandular

z

Glandula rofunda _
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5. FENOTIPO BACTERIANO Y RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La determinacién de la presencia o ausencia de los anticuerpos frente a las
proteinas CagA y VacA en el suero de los pacientes, revel6 que el fenotipo CagA
estaba presente en el 78.8% de las cepas aisladas y el fenotipo VacA en el 54.5%.

Se observd una mayor resistencia a metronidazol en las cepas CagA
negativas y en las VacA negativas, mientras que la resistencia a claritromicina
aparecié con frecuencia superior en las cepas con fenotipo CagA positivo y en las
VacA negativos. No obstante, las diferencias observadas en ambos casos no
resultaron estadisticamente significativas. (Figuras 12 y 13).

Resistencia a Metronidazol

100%

80%

60% O Sensibles
0
@ Resistentes

40%

20%

0%

cagA+ cagA- vacA+ vacA-

Figura 12.- Resistencia a metronidazol en funcién del fenotipo bacteriano.

Resistencia a Claritromicina

100%

80%

DO Sensibles
M Resistentes

60%

40%

20%

0%

cagA+ cagA- vacA+ vacA-

Figura 13.- Resistencia a claritromicina en funcion del fenotipo bacteriano.
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El tratamiento de la infeccion por H. pylori ha supuesto una revolucion en
el campo de la gastroenterologia, al conseguirse con él la curacién definitiva de la
Ulcera péptica. La eliminacion del microorganismo de la mucosa gastrica disminuye
drasticamente el indice de recidiva de Ulcera duodenal y previene las recidivas
hemorragicas ulcerosas. Por todo ello, el tratamiento erradicador constituye una
creciente demanda. Con las pautas de tratamiento actuales (compuestas por la
asociacion de un IBP y dos antibi6ticos) se logra la erradicaciéon del microorganismo
en mas del 80% de los casos, existiendo fracaso terapéutico en el resto de los
pacientes tratados. Son multiples los factores relacionados con el fallo terapéutico
frente a H. pylori; destacando como factor predictivo mas importante la presencia
de resistencias a metronidazol y a claritromicina (36). Con el incremento progresivo
de la prevalencia de resistencias de H. pylori el beneficio obtenido con el
tratamiento se ve comprometido. Cada vez es mayor el nimero de pacientes
diagnosticados de infeccion por H. pylori con métodos no invasivos y tratados
frente a ella por patologias no ulcerosas, de acuerdo con algunas guias
terapéuticas publicadas (203), lo que esta provocando que la resistencia tenga un
mayor impacto clinico.

El tratamiento de la infeccién se realiza de forma empirica por lo que es
esencial conocer la prevalencia local de resistencia de este microorganismo a los
antibidticos. Las tasas de resistencia de H. pylori a los antibibticos experimentan
marcadas diferencias en funcion de la localizacion geogréfica, siendo los datos
obtenidos en otros paises, 0 en otros puntos de Espania, dificilmente extrapolables.

Con estos antecedentes, nuestro primer objetivo al disefiar este trabajo fue
conocer la prevalencia primaria y secundaria de resistencias en la poblacién
perteneciente a nuestra area hospitalaria.

Para el estudio de la prevalencia de la resistencia de H. pylori a los
antibiéticos, procedimos al cultivo de las muestras gastricas de los 88 sujetos
objeto de estudio. Para obtener una potencia estadistica del 80% estimamos el
tamafio muestral en 68 pacientes, si bien aumentamos la muestra hasta 88, al
prever un 20% de pérdidas (pacientes que no se realizaran alguna prueba o cuyo
cultivo fuera negativo). Exceptuando los estudios multicéntricos y las revisiones
sisteméticas (247), que incluyen un gran numero de pacientes, el nimero de
pacientes estudiados en otras series ronda el centenar (248), si bien existen
estudios que incluyen una muestra mayor (249, 250).

Se consideré diagnéstico de infeccion por H. pylori la positividad del
cultivo del microorganismo o la positividad de 2 6 mas de las siguientes pruebas
diagnésticas: test de la ureasa rapida, histologia, test del aliento o serologia. Los
métodos con mayor sensibilidad para el diagnostico de la infeccién por H. pylori
fueron el test de la ureasa rapida (96%) y la histologia (95%). La sensibilidad del
cultivo fue del 93%, del test del aliento del 91% y de la serologia del 89%.

La poblacién de estudio la comprendieron 20 pacientes que habian sido
tratados de la infeccion por H. pylori (fracasando el intento erradicador) y 68
pacientes que no habian recibido tratamiento previo. Las pautas de tratamiento
recibidas por los 20 pacientes fueron la triple terapia con claritromicina y
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amoxicilina o metronidazol o la cuadruple terapia (omeprazol, bismuto,
claritromicina y amoxicilina). Todas las pautas contenian claritromicina. La
combinacion mas frecuente fue OCA 10 (omeprazol 20 mg/12h, claritromicina

500 mg/12h y amoxicilina 1 g/8h durante 10 dias), empleada en el 20 % de los
sujetos.

El 48% de los individuos de la muestra presentaban lesiones en la mucosa
duodenal (Ulcera duodenal -25%- y lesiones aguda de la mucosa duodenal -23%-
), el 36% gastritis cronica superficial y el 11% lesiones erosivas de la mucosa
gastrica (Ulcera gastrica -8%- y lesiones agudas de la mucosa géstrica -3%-).
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1. PREVALENCIA DE LA RESISTENCIA

El estudio debe comenzar con la preparaciéon correcta del paciente antes de
la toma de biopsias. Se requiere que el sujeto no esté expuesto a la accién de
farmacos inhibidores de H. pylori que interfieran en su aislamiento. El tiempo
optimo de blanqueo debe ser de 28 dias tras la toma de antibiéticos (251), de 14
dias tras el consumo de bismuto (252) y de 5 dias tras el tratamiento con IBP (253).
La localizacién de la biopsia no es crucial para el cultivo (254), ya que las paredes
géstricas contactan entre si tras el vaciamiento gastrico y la peristalsis permite la
distribucién del moco por las paredes y el lumen antral (255).

De cada paciente tomamos una muestra de antro para cultivo, segin la
metodologia descrita en la literatura, aislandose H. pylori en las muestras de 82
sujetos (93% de las muestras sembradas). La tincién de gram y el cultivo fueron
negativos en 6 sujetos. En 3 casos crecieron en el cultivo otras bacterias presentes
en la muestra, impdiendo recuperar H. pylori, siendo los deméas métodos (test de la
ureasa rapida, serologfa, UBT e histologia) positivos. En otros 2 individuos sélo se
identificé la presencia de H. pylori mediante serologfa e histologfa, siendo el resto
de las exploraciones diagnosticas negativas. Es posible que las bacterias no fueran
viables en estos 2 casos, ya que ninguna de las exploraciones dependientes del
metabolismo bacteriano (test de la ureasa rapida, UBT o cultivo) fueron positivas.
En el otro individuo, el fracaso en el cultivo bacteriano pudo ser debido a muerte
de la bacteria, ya que se han descrito cepas extremadamente sensibles que mueren
en 20 minutos o bien por fallos en la atmdésfera microaerdfila creada en el
laboratorio. En este caso, la presencia de H. pylorise detecté mediante el test de la
ureasa rapida e histologia. Podrfamos descartar que el fracaso del cultivo fuera
debido a un aclaramiento bacteriano, ya que ninguno de los 6 sujetos habian
recibido tratamiento frente a 4. pylori ni eran consumidores frecuentes de
antibiéticos.

H. pylori es una bacteria de crecimiento lento, muy sensible a la desecacion,
requiriendo unas condiciones 6ptimas de temperatura y humedad para su cultivo.
Es imprescindible que el cultivo se realice en un ambiente microaeréfilo, con alta
humedad y con una temperatura de 35° a 37° C. Todas estas caracteristicas
conllevan a que el cultivo de la bacteria requiera unas condiciones indispensables.
Por ello, algunos autores cultivan varias muestras de mucosa de distinta
localizacion gastrica, con el objeto de disminuir la tasa de cultivos negativos. En el
ensayo multicéntrico MACH 2 (247), llevado a cabo en varios paises europeos, se
determiné la toma de 4 biopsias gastricas de cada sujeto, 2 de antro y 2 de
cuerpo, al igual que en el estudio multicéntrico disefiado por el Grupo Italiano para
el Estudio de la Ulcera Péptica (GISU) (249) .La sensibilidad del cultivo es mayor del
95% en los laboratorios con experiencia (68). En nuestro estudio obtuvimos una
sensibilidad del 93%. La sensibilidad obtenida por otros autores europeos oscila
entre el 67% (249) y el 99% (247).

Las biopsias deben remitirse al laboratorio de microbiologia en el menor
tiempo posible, debido a la alta sensibilidad del microorganismo a la desecacion.
Se aconseja la utilizacién de medios de transporte que garanticen la viabilidad del
microorganismo. Los medios de transporte mas empleados son suero salino,
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glucosa al 20%, medio de Stuart, agar-chocolate y medio con glicerol. La mayoria
de los estudios sugieren que la frecuencia de aislamiento de la bacteria es la misma
independientemente del medio de transporte utilizado (255). Existen discrepancias
en cuanto al tiempo en que H. pylorisobrevive a temperatura ambiente. Han (256)
sugiere que el aislamiento de la bacteria se reduce significativamente después de 6
horas, independientemente del medio de transporte utilizado. Veenendaal (257),
en contraposicién, demuestra que H. pylori puede sobrevivir a temperatura
ambiente durante 24 horas. Roosendaal (258) observa que la supervivencia de las
bacterias en suspension se afecta dramaticamente cuando se incuban a
temperatura ambiente durante un tiempo superior a 6 horas. Este investigador
compara la supervivencia de H. pylori en 5 medios diferentes, hallando que no
existen diferencias significativas en la tasa de aislamiento de la bacteria de los
distintos medios, incluso después de un periodo de 24 horas. Pérez-Pérez (255)
opina que la composicion del medio de transporte no es esencial para la
supervivencia de este microorganismo si se procesa la muestra en menos de 24
horas, por lo que debe permitirse a cada laboratorio la eleccion del medio de
transporte que crea mas conveniente. No obstante, el transporte en el medio
adecuado debe ser una prioridad en aquellas areas en las que, por la falta de
disponibilidad de un laboratorio de microbiologia, se retrase el cultivo mas de 24
horas. En nuestro estudio, procesamos las biopsias en menos de 1 hora desde su
obtencién, considerando oportuno el transporte de ellas en suero salino
mantenido a 4° C.

Una vez que se recibieron las muestras en el laboratorio, se sembraron en
dos medios, uno selectivo (medio Dent) y otro no selectivo (agar chocolate), siendo
incubadas en microaerofilia durante 7 dias. El uso paralelo de un medio selectivo y
otro no selectivo aumenta la tasa de aislamiento de H. pylori (255). El medio
selectivo aporta antibiéticos al medio nutritivo, lo que evita el crecimiento de
bacterias y hongos de rapido crecimiento que enmascararfan el crecimiento mas
lento de H. pylori No existe acuerdo respecto a los antibi6ticos que deben
anadirse. La combinacién mas frecuente incluye vancomicina, anfotericina B, acido
nalidixico y trimetoprim. Algunos autores (258) recomiendan el empleo de un
medio selectivo que incluya cloruro de trifeniltetrazolio, ya que tifie las colonias de
rojo y facilita su reconocimiento. El tiempo de incubacion ha sido objeto de estudio
por diferentes investigadores (255). Aunque esta variable depende del tipo de
medio de cultivo utilizado (selectivo o no selectivo), se recomienda esperar 10 dias
antes de considerar un cultivo como negativo.

La determinacién de la sensibilidad de H. pylori a los antimicrobianos se
llevd a cabo en los 82 casos en los que el cultivo de la bacteria fue positivo.
Algunos autores consideran que el método de referencia en el estudio de la
sensibilidad de H. pylori es la dilucion en agar. El método utilizado por nosotros
fue la difusién con tiras de épsilon-test (E-test). Este test, diseiado para la
determinacién cuantitativa de la sensibilidad a los antibi6ticos, es una modificaciéon
de los métodos de difusion en agar con discos. En nuestro laboratorio es el
método utilizado rutinariamente para determinar la sensibilidad de bacterias
fastidiosas o de crecimiento lento, por ser de facil realizacion y proporcionar
resultados rapidos con vistas al tratamiento del paciente, siendo esta caracteristica
de gran importancia cuando existe fracaso terapéutico. El E-test ha demostrado ser
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tan preciso como la dilucién en agar para medir la sensibilidad de microorganismos
de crecimiento lento, si bien, su precision en el estudio de la sensibilidad de H.
pylori es objeto de discusion.

Algunos autores han resaltado la excelente correlacién que existe entre los
resultados obtenidos con el E-test y los obtenidos con la dilucién en agar.
Glupczynski (259) evalta el E-test como método de estudio de la sensibilidad de A.
pylori a los antibioticos. Para ello, lo compara con la dilucién en agar en la
determinacion de la sensibilidad a 12 antimicrobianos, hallando que el 86% de los
resultados obtenidos con el E-test y el 99.5% de los obtenidos con la dilucién en
agar se correlacionan en 1-2 diluciones; no obstante para ciprofloxacino y
tetraciclina, los valores de CMI obtenidos con el E-test se sitGan 2 diluciones por
debajo de los obtenidos con la dilucion en agar. Hirschl (260), comparando los
métodos en la determinacién de la sensibilidad de H. pylori a metronidazol, halla
una correlacién elevada (r de 0.96), lo que traduce la alta precision del E-test
respecto al método de referencia. Este autor no halla diferencias significativas
entre las CMI obtenidas por ambos métodos. Cederbrant (261) también evalda
este método, observando que el 81% de los valores de CMI obtenidos mediante el
E-test se sitan dentro de 1 dilucién y el 93% dentro de 2 diluciones de los valores
obtenidos mediante la dilucién en agar. No obstante, los valores de CMI
determinados por E-test fueron menores que los determinados mediante la
dilucién en agar. Van Horn (262), comparando ambos métodos en la evaluaciéon
de la actividad de 5 antimicrobianos, halla una correlacion del 86%. La correlacién
obtenida por Piccolomini (263) es atin mayor (91.1%).

Sin embargo, otros autores han observado una falta de concordancia entre
los dos métodos anteriores en la determinacién de la resistencia a metronidazol.
Mégraud (247) halla una discrepancia del 22% en la tasa de resistencia segun el
método empleado, hallando tasas mas altas con el E-test. Osato (264) también
describe diferencias significativas entre los dos procedimientos, obteniendo mayor
proporcién de cepas resistentes con el E-test. Von Recklinhausen (265) halla una
discrepancia entre los dos métodos del 13.3%. Estos autores observan que las
cifras de CMI se elevan cuando se utiliza el E-test, categorizdndose mas cepas
como resistentes que con la dilucién en agar. Por el contrario, ambas técnicas
tienen una buena correlacién en la determinacién de la resistencia a claritromicina
(247).

Para metronidazol, ninguno de los dos métodos ha sido clinicamente
verificado, de tal forma que, la presencia de resistencia /n vitro a este farmaco no
predice siempre el fallo en el tratamiento. Mégraud sugiere que sélo se puede
predecir el fallo en la terapia erradicadora cuando las cepas no inhiben su
crecimiento con 32 pg/ml de metronidazol (247).

No existe consenso actual sobre los puntos de corte de los antimicrobianos
utilizados en el tratamiento de la infeccién por H. pylori. El NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standard) sélo ha definido la resistencia de H.
pylori a claritromicina, considerando cepas resistentes aquéllas cuya CMI sea igual
o mayor a 1 mg/l (266). Por este motivo y con la excepcion de claritromicina, los
puntos de corte para definir la resistencia en H. pylori dependen del criterio de los
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distintos laboratorios, no existiendo unanimidad entre ellos. En nuestro estudio,
hemos definido los puntos de corte para metronidazol en CMI >8 mg/l, para
claritromicina en CMI>1 mg/l, para amoxicilina en CMI >4 mg/l, para
ciprofloxacino en CMI >4 mg/l y para tetraciclina en CMI >2 mg/l, basandonos en
trabajos anteriores (247). La variacién en estos valores puede modificar las cifras de
prevalencia obtenidas, por lo que serfa aconsejable que la determinacién de la
sensibilidad se realizara bajo las mismas condiciones en todos los laboratorios, con
el fin de que los resultados pudieran ser comparables.

1. 1. Resistencia primaria

En nuestra serie, el 50% de las cepas aisladas fueron resistentes a algin
antibiotico. La resistencia primaria a metronidazol fue del 39%, a claritromicina,
del 5% y a ciprofloxacino, del 5%. No hallamos resistencia a tetraciclinas ni a
amoxicilina.

Es dificil obtener unas cifras precisas de la prevalencia en los distintos
paises, debido a la falta de estudios multicéntricos y a la escasa estandarizacion de
la técnica para determinar la sensibilidad antimicrobiana.

Con respecto a metronidazol, la prevalencia en Espara varia notablemente
entre los diversos estudios, oscilando entre el 12.5% y el 50%, siendo la
prevalencia media del 26% (62). La diferencia geografica de la sensibilidad se puso
de manifiesto en un estudio de Lopez-Brea, detectdndose la maxima resistencia en
la zona central de Espafa y la minima en la zona norte (48). Nuestro grupo habia
analizado previamente la prevalencia en nuestra area en el periodo 1998-1999,
obteniendo una tasa de resistencia a metronidazol del 42% (64). Nuestros
resultados actuales confirman la elevada resistencia a metronidazol que existe en
Sevilla. Sélo en dos de los trabajos publicados en Esparia se supera dicha tasa (62).

En Europa, se han llevado a cabo dos estudios multicéntricos para el analisis
de la prevalencia de la resistencia. En el primero de ellos (41), se estudi6 la
resistencia en 11 paises, siendo la resistencia media a metronidazol del 27.5%,
oscilando considerablemente entre unos paises y otros (desde el 7% de Esparia al
49% de Grecia). El segundo trabajo, mas reciente, fue el estudio MACH 2 (247).
En él se constatd la gran divergencia que existe en las tasas de resistencia entre los
diversos paises, variando la resistencia primaria a metronidazol entre el 16% de
Francia, y el 42% de Noruega.

Nuestros resultados se sitdan en la linea de los paises europeos con mayor
resistencia, sobrepasando los niveles de los paises vecinos. En Italia, Pilotto (249)
halla una prevalencia del 15%, mientras que en Portugal (267), se han
comunicado cifras de resistencia primaria del 30.6%, cifra cercana a la obtenida en
Bulgaria (61). Los valores de prevalencia en nuestro medio se asemejan a los
obtenidos en los paises orientales. Kim (268), en Korea, obtiene una resistencia a
metronidazol del 40.5% y Wong (269), en Hong Kong, del 57%. En Estados
Unidos, Osato (270), en una revision sistematica, obtiene una prevalencia media de
resistencia a este farmaco del 39% mediante E-test, y del 21.6% mediante
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dilucién en agar. Los niveles de resistencia mas elevados se hallaron en el sureste
de Estados Unidos (27.5%) y los mas bajos en el noreste (22.1%), si bien estas
diferencias no tuvieron significacion estadistica.

La tasa de resistencia a metronidazol se ha relacionado también con el
nimero de muestras cultivadas. Wong (269), en un estudio reciente, obtiene una
tasa de resistencia a metronidazol del 32% con el cultivo de una sola biopsia
antral. Esta tasa se eleva hasta el 50% cuando se cultivan 3 biopsias gastricas, de
antro, cuerpo y cardias. Este autor recomienda la toma de biopsias de distintas
localizaciones, ya que este hecho parece estar relacionado con la coexistencia de
cepas de distinto genotipo y distinta sensibilidad en un mismo individuo. La
heterorresistencia a metronidazol, es decir, la coexistencia en un mismo individuo
de cepas de H. pylorisensibles y resistentes a este farmaco, se ha descrito en varios
trabajos anteriores (271, 272). Jenks (273) observa la aparicién de este fendmeno
en ratones infectados por cepas de H. pylori inicialmente sensibles, tras la
exposicién de los animales a una terapia con metronidazol. Este autor ha
observado que, a pesar de que las cepas resistentes surgen de una misma cepa
sensible, el grado de resistencia de ellas es diferente, variando la CMI entre 8 y 64
ug/ml. Los métodos actuales de determinacion de la sensibilidad de H. pylori
pueden subestimar la tasa de resistencia a metronidazol en aquellos individuos
coinfectados con cepas sensibles y resistentes, lo que puede tener una gran
repercusién clinica si se confirma que la heterorresistencia ocurre frecuentemente
tras la exposicién a metronidazol.

La tasa de resistencia primaria a claritromicina fue del 5%, cifra en
consonancia con las publicadas en la literatura e inferior a la que obtuvo nuestro
grupo en el periodo 1998-1999 (64), sin que podamos conocer la causa. La
prevalencia de la resistencia de H. pylori a claritromicina también varia segun el
lugar y el afio de aislamiento de las cepas, estando aumentando de forma evidente
en los ultimos afos. Uno de los primeros estudios para evaluarla se realiz6 en
Francia (44). En él se observé un aumento de la tasa de resistencia desde el 1.9%,
antes de 1993, al 6% en el periodo 1993-1995. En Bélgica (45), se han
comunicado tasas del 8%, mientras que Holanda mantiene una de las tasas mas
bajas en Europa (1.7%) (46). En Europa se puede observar un gradiente norte-sur
en la tasa de resistencias, encontrandose las tasas mas bajas en el norte y las mas
altas en los paises mediterraneos, donde oscilan entre un 10 y un 15%. En Estados
Unidos (58), la resistencia media es del 8%, aunque en algunas zonas se han
llegado a describir tasas del 14%. En Japén se han comunicado tasas mayores,
obteniendo Kato (274) una tasa global del 18.7% en el periodo 1998-99. En
Espaiia, la prevalencia media de resistencias es del 7.1%, siendo la prevalencia
minima comunicada del 1% y la méaxima del 12.7% (62).

la tasa de resistencia primaria a ciprofloxacino fue del 5%. Las
fluorquinolonas incluyen distintos farmacos con actividad frente a H. pylori. Su
eficacia en el tratamiento de esta infeccion se ha limitado a pocos estudios, en los
cuales se ha utilizado como agente Unico o en combinacién con otros. El
aclaramiento bacteriano con el uso de ciprofloxacino en monoterapia es pobre,
originando facilmente resistencia en AH. pylori (70). Existen pocas referencias
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bibliograficas sobre la prevalencia de la resistencia a este grupo antibi6tico, dado
que se reserva como terapia de segunda linea, tras el fracaso de otras opciones
terapéuticas. Entre los trabajos publicados, destaca el de Debets-Ossenkopp (250),
que obtiene una resistencia a trovafloxacino del 4.7%, a pesar de que este
farmaco no estaba comercializado en Holanda en el momento del estudio.
Boyanova (61), en Bulgaria, obtiene una prevalencia primaria del 3.9%.

En contraste a la resistencia a claritromicina, metronidazol y ciprofloxacino,
no hemos observado resistencia a amoxicilina. La resistencia estable a amoxicilina
fue descrita por Van Zwet (67) en 1998, en un paciente que en los 6 afios
anteriores habfa recibido 12 ciclos de tratamiento con amoxicilina por infecciones
respiratorias. En él se aisld6 una cepa de H. pylori resistente a 8 pg/ml de
amoxicilina, permaneciendo estable la resistencia tras congelacién a -80°C. En la
mayoria de las cepas resistentes aisladas la resistencia suele ser inestable,
perdiéndose esta caracteristica tras la congelacién de las bacterias. Este fendmeno
ha sido descrito en otras especies bacterianas que muestran tolerancia a los
betalactdmicos, como Streptococcus pyogenes o S. aureus (275). Han (276)
confirma que existe resistencia estable e inestable en 4. pylori. Dore (277) observa
que tras la pérdida del fenotipo de resistencia por congelacién es posible su
recuperacion mediante el paso de las cepas por placas con gradientes de
antibiético. Este autor sugiere que el mecanismo de resistencia puede estar
relacionado con el desarrollo de tolerancia por la cepa, definiéndose ésta como la
razén entre la concentracién minima bactericida (CMB) y la CMI. La resistencia a
amoxicilina se asocié6 con una razon CMB/CMI>32. Deloney (66) también ha
conseguido aislar una cepa con resistencia estable, tras haberla mantenido
congelada durante 6 meses. En contraposicion a Dore, observa que el cociente
CMB/CMI en las cepas resistentes a amoxicilina oscila entre 1y 4, describiendo dos
mecanismos de resistencia en H. pylori. En su estudio determina que existe una
alteracion en la PBP1, proteina de la membrana celular bacteriana que actda como
punto de unién a los betalactdmicos. Las cepas resistentes tienen el mismo numero
de proteinas que las sensibles, pero su afinidad por los betalactamicos esta
reducida. En las cepas resistentes también ha observado que la permeabilidad de la
membrana celular a amoxicilina es menor que en las cepas sensibles, lo que podria
ser explicado por una alteracién en alguna proteina de la membrana externa,
como las porinas. En la cepa aislada por Deloney se observé resistencia cruzada
con otros betalactamicos, hallazgo también descrito por otros autores (276, 278).

En general, la prevalencia de resistencia a amoxicilina es escasa (247, 249,
250), aunque en algunos estudios se han hallado tasas inesperadamente altas. En
Italia se han descrito tasas del 31% (279) y del 45% (280), considerandose
resistentes con valores de CMI>8 mg/l. En Brasil (248) la frecuencia de resistencia
es del 29% (CMI>8 mg/l) y en México (281), del 18.5% (CMI>4 mg/l), si bien en
este Ultimo caso las cepas presentaban resistencia inestable. En China (282) se ha
descrito una prevalencia del 71.9% (CMI>0.5 mg/l), lo que equivale a una
frecuencia de 41.2% considerando el punto de corte en CMI>8 mg/l.

En el presente trabajo tampoco hemos observado resistencia a tetraciclina.
En el estudio que anteriormente se llevd a cabo en nuestro hospital (64),
detectamos una cepa resistente en un paciente que habia realizado previamente
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tratamiento erradicador con una pauta cuya composicién desconocemos. El uso
extensivo de tetraciclina en el dmbito sanitario y veterinario, donde se emplea
como factor de crecimiento en la alimentacién animal, ha provocado la aparicién
de resistencias en casi todas las bacterias. Durante muchos arios, se ha empleado
en combinacion con metronidazol y subcitrato de bismuto coloidal para el
tratamiento de la infeccién por H. pylori. La resistencia de este microorganismo a
tetraciclina fue descrita por Midolo (283), tras aislar una cepa resistente en un
paciente que habia recibido tratamiento frente a esta bacteria. En la mayoria de los
estudios publicados no se ha observado resistencia a este farmaco (48, 250). En
Italia, Realdi (284) observa una tasa de resistencia a tetraciclina del 14% vy a
doxiciclina del 33.3%, definiendo la resistencia para ambas a partir de CMI>2
mg/l. En Brasil (248), se ha observado una prevalencia del 7% (CMI>2 mg/l) y en
China (282), del 58.8% (CMI>16 mg/l). Kwon (285) aisla 29 cepas resistentes a
este antibiético, permaneciendo estable la resistencia en 27 de ellas. En todas las
cepas existié resistencia cruzada a metronidazol. La resistencia a tetraciclina y
metronidazol se transfirié desde las cepas resistentes a tetraciclina a las sensibles,
lo que sugiere que la resistencia a tetraciclina puede estar asociada con la
resistencia a metronidazol, pero no al contrario. La resistencia cruzada entre los
dos farmacos también ha sido observada por otros autores (61, 283). Se
desconoce si este mecanismo forma parte del mecanismo de adquisicion de
multirresistencia observado en otras bacterias gram-negativas (286).

La heterogeneidad existente entre las distintas publicaciones en las cifras de
prevalencia de la resistencia de H. pylori a los distintos antimicrobianos puede ser
debida a la variabilidad metodolégica, ya que no existe un método universalmente
aceptado para evaluar la sensibilidad in vitro de H. pylori a los antibiéticos. El
empleo de E-test, en lugar de la dilucién en agar, podria justificar las elevadas
cifras de resistencia a metronidazol obtenidas en nuestra serie. Los puntos de corte
empleados por cada autor para definir la resistencia también son diferentes, dado
que no existen normas especificas que los definan, con excepcion de
claritromicina. Todo ello contribuye a que exista disparidad entre los resultados de
los distintos estudios.

1.2. Resistencia secundaria

La tasa de resistencia a todos los antimicrobianos se elevé
considerablemente en los individuos que habian realizado tratamiento erradicador
previamente. El porcentaje de resistencia secundaria a metronidazol fue del 65%,
frente al 39% de resistencia primaria, observandose una diferencia significativa en
la prevalencia entre los expuestos y los no expuestos a tratamiento erradicador. No
obstante, en s6lo una minorfa la pauta terapéutica erradicadora incluyé
metronidazol. Jenks (273) comprueba, en un modelo animal, el efecto del
tratamiento erradicador en la resistencia a metronidazol. Tras el fracaso de la
terapia compuesta por omeprazol, claritromicina y metronidazol durante 7 dias en
cepas previamente sensibles, obtiene un 20% de resistencia a este farmaco. Estos
resultados demuestran que A. pylori adquiere facilmente resistencia a
metronidazol /n vivo y que el uso previo de antibiéticos origina resistencias en
cepas anteriormente sensibles.
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El incremento mas notable en las cifras de resistencia se observé con
claritromicina. La prevalencia se elevé desde un 5% en los no tratados, a un 45%
en los tratados, siendo la diferencia significativa (p<0.0005). Este hecho podria
tener su explicacién en que todos los individuos realizaron tratamiento con pautas
que contenfan claritromicina, siendo la combinacidon méas frecuente la compuesta
por omeprazol, claritromicina y amoxicilina durante 10 dias. Se confirmarfa, asi,
que el fracaso de una primera pauta erradicadora con claritromicina causa la
aparicion de resistencias secundarias a este antibi6tico. Por ello, tras el fracaso de
una pauta con claritromicina no se debe aconsejar la inclusién de este farmaco en
un segundo régimen.

La resistencia a ciprofloxacino fue tres veces mayor en los individuos que
habian realizado tratamiento erradicador previo (5% en los no tratados y 15% en
los tratados previamente), aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa. El hecho de no observarse significacion estadistica, en contraposicion
a lo que ocurre con metronidazol y claritromicina, puede deberse a que ninguno
de lo tratamientos realizados por los pacientes incluyeron quinolonas. Heep (287),
en Alemania, describe una tasa de resistencia secundaria menor, del 9%.

1.3. Multirresistencia

La multirresistencia tiene una gran repercusion clinica, ya que disminuye la
eficacia de las pautas terapéuticas y limita el empleo de pautas de rescate. Los
antibidticos mas eficaces frente a H. pylori pertenecen a 4 grupos, existiendo
resistencia cruzada entre los farmacos de un mismo grupo. Debido a ello, la
multirresistencia hace necesaria la busqueda de nuevos componentes activos
frente a esta bacteria.

En el presente estudio hemos obtenido una tasa de multirresistencia
elevada (13%), en comparacién con la referida por otros autores en paises como
Holanda (250), con un 2.6% de resistencia doble (metronidazol y claritromicina o
trovafloxacino), o Jap6n (274), con un 2.3% (metronidazol y claritromicina).
Hallamos resistencia doble en el 10% de las cepas (la mayorfa a metronidazol y a
claritromicina) y triple (metronidazol, claritromicina y ciprofloxacino) en el 4%.
Todos los pacientes con resistencia triple y con resistencia doble a metronidazol y
claritromicina habian sido tratados previamente frente a la infecciéon por H. pylori
con pautas de tratamiento que contenfan claritromicina. En un caso existio
resistencia doble a metronidazol y ciprofloxacino, sin que existiera antecedente de
tratamiento erradicador.

Las cifras obtenidas se mantienen en la linea de paises como Brasil, donde
la prevalencia de resistencia primaria a los antimicrobianos es mayor (248). Torres
(281), en Meéxico, observa que el 30% de las cepas aisladas presentan
multirresistencia, siendo el 18% de ellas resistentes simultaneamente a
metronidazol y claritromicina y el 87% a metronidazol, claritromicina y
amoxicilina, si bien la resistencia a esta ultima fue inestable. Estas cifras tan altas
hay que interpretarlas dentro del contexto de un pais donde la prevalencia de
resistencia primaria es, de igual forma, muy elevada (77% a metronidazol, 24% a
claritromicina y 18.5% a amoxicilina). En China, Wu (282) observa que el 39.2%
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de las cepas presentan resistencia simultanea a metronidazol, amoxicilina y
tetraciclina. La elevada prevalencia de multirresistencia en China puede ser
secundaria al wuso extensivo de estos antibidticos en dicha regién.
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2. RESISTENCIA Y VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS

En este trabajo hemos estudiado la posible influencia de distintos factores
determinados por el huésped en la resistencia de H. pylori.

2.1. Fdad

En nuestra serie comparamos la edad media entre el grupo de pacientes
infectados por cepas sensibles y el grupo infectado por cepas resistentes, sin que
hallaramos diferencias significativas. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por otros autores, como Pilotto (249) o Kim (268), los cuales tampoco observan
relacion entre la edad y la resistencia. Otros autores han estudiado la resistencia
por grupos de edad. Osato (270) observa diferencias en el patrén de resistencias a
metronidazol y a claritromicina en funcién de la edad, observando un descenso
significativo en la resistencia a partir de los 70 afios. Fraser (288) observa que la
resistencia a metronidazol, pero no a claritromicina, se asocia significativamente a
la edad juvenil. Parsons (289) coincide con este ultimo autor, hallando relacion
significativa entre la resistencia a metronidazol y la juventud (p<0.0001), pero no
entre ésta y la resistencia a los macrélidos (p=0.16). Perri (290), en un estudio
sobre los factores predictivos de fracaso terapéutico, considera la edad mayor de
45 anos como factor predictivo de éste, con una odds ratio de 2.35, aunque no
parece que este hecho esté relacionado con la resistencia a los antimicrobianos.
Las discrepancias observadas en las distintas publicaciones pueden ser debidas a
los diferentes criterios utilizados en la clasificacién de los grupos etarios.

2.2. Distribucion por sexo

Estudiando la distribucion de la resistencia en funcién del sexo, observamos
que la infeccién por cepas resistentes a cualquiera de los antibiéticos fue mas
frecuente en mujeres que en hombres (59% vs 36% para metronidazol, 16% vs
14% para claritromicina, 10% vs 6% para ciprofloxacino), siendo sélo significativa
para el caso del metronidazol. El sexo femenino ha sido identificado como factor
de riesgo para la resistencia a metronidazol (270, 291), aunque no todos los
estudios coinciden en ello (274). La causa de las diferencias en la prevalencia de la
resistencia observadas entre sexos parece ser el uso mas frecuente de metronidazol
por las mujeres que por los hombres, dada la accién de este farmaco en el
tratamiento de las infecciones ginecolégicas. Ha quedado bien establecido que
una sola terapia con metronidazol induce resistencias a este farmaco en H. pylori
(273). Parsons (289) observa diferencias en la distribucion de la resistencia segun el
sexo hasta los 60 afos, edad a la cudl se equiparan las incidencias.

2.3 Tabaco

Estudiamos si existia relacién entre el tabaquismo y la resistencia a los
antimicrobianos, debido a que en algunos estudios se ha publicado que la eficacia
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de las pautas de tratamiento es menor en los pacientes fumadores. Perri (290)
identifica el tabaco como factor predictivo de fallo terapéutico, con una odds ratio
de 1.37.

Al igual que lo observado por Pilotto (249), los resultados de este estudio
no muestran la existencia de relacién entre ambas variables. Witteman (292), sin
embargo, encuentra una asociacion significativa entre la resistencia a metronidazol
y el habito tabaquico, si bien su estudio esta limitado por la escasa poblacion que
estudia.

2.4. Consumo frecuente de antibioticos

Otra de las variables estudiadas fue la influencia del consumo frecuente de
antibidticos en la resistencia. Analizamos el consumo de antibiéticos de forma
global, ya que no tuvimos acceso a conocer las distintas familias de
antimicrobianos recibidas por los pacientes, al ser un dato recordado en pocas
ocasiones por ellos. El desconocimiento de este dato pudo suponer la introduccion
de un sesgo en el estudio de esta variable. El consumo frecuente de antibi6ticos
fue un antecedente mas frecuente entre los individuos infectados por cepas
resistentes (resistentes vs sensibles: 14% vs 10% a metronidazol; 25% vs 9% a
claritromicina; 17% vs 11% a ciprofloxacino), aunque no de forma significativa
(tabla 3).

Actualmente se piensa que la resistencia de H. pylori a los antimicrobianos
es una consecuencia directa del consumo de antibi6ticos en la comunidad, al igual
que ocurre en otras especies bacterianas. La estrecha asociacién entre el uso
generalizado de los antibioticos y la aparicién de cepas resistentes es una evidencia
de ello. Ello se debe a que el uso extensivo de los antimicrobianos favorece la
seleccion de cepas resistentes por eliminacion de los competidores sensibles. En
Japén, la prevalencia de resistencia primaria a metronidazol es del 12.4% vy a
claritromicina del 12.9% (274). Dado que en dicho pais no esta aprobado el uso
de antibidticos en el tratamiento de la infeccion por H. pylori las tasas de
resistencia descritas se deben, con gran probabilidad, al uso de estos farmacos en
el tratamiento de otras infecciones de la comunidad, bien génitourinarias o
respiratorias.

En los paises desarrollados, la prevalencia de resistencia a metronidazol
oscila entre el 10 y el 50%, mientras que en los paises subdesarrollados se acerca
al 100% (36). La elevada prevalencia en estos Ultimos parece tener relacion con el
uso frecuente del nitroimidazol en el tratamiento de algunas infecciones
parasitarias, como la amebiasis y la giardiasis. En un estudio multicéntrico europeo
(41) se puso de manifiesto que los sujetos tratados previamente con
nitroimidazoles para el tratamiento de otras infecciones tenfan una mayor tasa de
resistencia. Jenks (273), a través de un modelo animal en ratones, demuestra que
H. pylori adquiere resistencia estable /n wivo tras un ciclo de tratamiento con
metronidazol en monoterapia. Estos resultados confirman que la exposicion de
una poblacion clonal de H. pylori a las dosis de metronidazol normalmente
utilizadas para el tratamiento de la infeccién por bacterias anaerobias o parasitos,
origina resistencia a este farmaco. Wang (293) observa que la preincubacion de A.
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pylori con 2 pg/ml de metronidazol aumenta la frecuencia de mutaciones
espontaneas que confieren resistencia a él. En consonancia con ello, Sisson (294)
determina que el metronidazol es mutagénico, actuando a través de la
fragmentacién del ADN en H. pylori. No obstante, segun Debets-Ossenkopp (250),
aunque el consumo de metronidazol sea similar en una poblacién, se pueden
observar diferentes tasas de resistencia a este farmaco en ella.

La diferencia en la prevalencia de resistencia a claritromicina también refleja
el uso variable de este farmaco en los diferentes paises. Asi, en los paises
mediterrdneos, donde la politica antimicrobiana es menos estricta que en los
paises del norte de Europa, las tasas de resistencia son mayores. En este sentido, el
creciente uso de los macrélidos, sobre todo en el tratamiento de las infecciones
respiratorias, repercute en la prevalencia de resistencias bacterianas. Un andlisis
llevado a cabo en Finlandia (295) confirm6 que los niveles de resistencia a
eritromicina entre las cepas de S. pyogenes se correlacionan significativamente con
el consumo de este farmaco por la poblacién. En Japén (296), el aumento del
consumo de eritromicina durante los afios 70 provocd un rapido incremento en la
tasa de resistencia de S. pyogenes a este antibidtico. La asociacion del uso
intensivo de antimicrobianos con la resistencia se ha demostrado en repetidas
ocasiones en las Gltimas décadas, en bacterias como S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa o Neisseria gonorrhoeae (297), por citar algunos ejemplos. Melander
(298) observa, en la poblacion infantil, una correlacion significativa entre el uso de
antibioticos y la frecuencia de resistencia de Streptococcus pneumoniae en la
comunidad.

Seppélé (295) demuestra que es posible el descenso en el consumo de
antibidticos en la comunidad tras la aplicacion de unas normas para su uso y, lo
que es mas importante, que tras el seguimiento de ellas, se logra una disminucion
de la resistencia antimicrobiana. Por ello, es necesario el control y la vigilancia de la
resistencia, aplicando medidas que disminuyan el consumo de antibiéticos en los
hospitales, en las granjas de animales y en la comunidad. Para que esta politica
llegue a ser una medida de salud publica efectiva se requiere la informacion y
educacién de médicos, veterinarios y pacientes.

2.5. Consumo habitual de AINES

La relacién entre la resistencia y el consumo frecuente de AINES por los
pacientes fue otro de los aspectos contemplados en nuestro estudio. Los
consumidores habituales de estos farmacos estaban infectados mas
frecuentemente por cepas resistentes a los antibiéticos, aungue no existié relacion
significativa entre ambas variables (resistentes vs sensibles: 29% vs 17% a
metronidazol; 33% vs 20% a claritromicina; 50% vs 20% a ciprofloxacino).

2.6. Diagndstico endoscopico e histolégico

Las lesiones gastroduodenales se distribuyeron de forma similar en el grupo
de pacientes infectados por cepas sensibles y en el infectado por cepas resistentes,
tanto macroscépica como histolégicamente (Tabla 4). Las lesiones erosivas de la
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mucosa duodenal (llcera duodenal y lesiones aguda de la mucosa duodenal)
fueron el hallazgo endoscépico mas frecuente, en los sujetos infectados por cepas
sensibles y en los infectados por cepas resistentes. El segundo diagndstico en
frecuencia en ambos grupos fue la gastritis crénica superficial. Nuestros hallazgos
coinciden con los de otros autores (249, 268), que tampoco observan diferencias
en las lesiones gastroduodenales producidas por cepas sensibles y resistentes. De
estas observaciones podria deducirse que las lesiones gastroduodenales producidas
por H. pylorino dependen de la resistencia de esta bacteria a los antibioticos.

Dore (279) observa que los pacientes infectados por cepas sensibles a
amoxicilina presentan un patrén histolégico de gastritis cronica activa mas severo
que los infectados por cepas resistentes. Este autor sugiere que las cepas
tolerantes a amoxicilina crecen de forma mas lenta que las sensibles, lo que
originaria una menor tasa de muerte celular y una menor liberacién de productos
bacterianos. De esta forma, habria una menor estimulaciéon de las citoquinas del
huésped y una menor inflamacién de la mucosa.

Un hallazgo interesante en nuestro estudio fue la alta tasa de resistencia
encontrada en los sujetos con metaplasia intestinal antral. De los 7 casos en los
que se observé histolégicamente la presencia de metaplasia intestinal en el antro
gastrico, sblo se aislaron cepas sensibles a todos los antibiéticos en 2 de ellos. En el
71% (5/7) de los sujetos con metaplasia intestinal en el antro gastrico se aislaron
cepas resistentes a metronidazol (tabla 5). No pudimos establecer la magnitud de
la relacion entre ambas variables, ya que, aunque aplicamos el test exacto de
Fisher para muestras poco pobladas, mas de 2 casillas de la tabla de contingencia
presentaban una frecuencia esperada menor al valor 5, lo que invalidaba el
resultado del test. En el 43% (3/7) de los casos con metaplasia intestinal, la
infeccion fue debida a cepas multirresistentes. En 2 casos existié resistencia a
metronidazol y claritromicina y en 1 caso, a metronidazol y ciprofloxacino.
Respecto a la claritromicina, no observamos relaciéon estadisticamente significativa
entre la metaplasia intestinal y la resistencia de las cepas a ella. Dado que la
metaplasia intestinal no es un hallazgo frecuente, se precisan estudios con mayor
numero de pacientes para determinar la relacién entre este patron histolédgico y la
resistencia a metronidazol.
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3. RESISTENCIA Y DENSIDAD BACTERIANA

El andlisis de la densidad de H. pylorien la mucosa géstrica ha preocupado
a los patélogos y gastroenterélogos desde el conocimiento de esta bacteria por su
posible relevancia en las enfermedades digestivas y su importancia epidemiolégica.

El grado de colonizacién de la mucosa gastrica por H. pylori se ha
considerado un factor determinante de virulencia y patogenicidad. En estudios
previos se ha observado una relacion directa entre la densidad bacteriana y la
infiltracion de la mucosa gastrica por neutréfilos y linfocitos (299). La densidad
abundante también se ha correlacionado con la lesién epitelial en términos de
degeneracion epitelial y deplecion de moco, habiéndose constatado que los
sujetos con Ulcera duodenal tienen una mayor densidad antral (300). Atherton
(301) demuestra que la densidad bacteriana en el antro de los pacientes ulcerosos
es 5 veces mayor que en los no ulcerosos (p=0.005). Cuando estudia la
distribucién de las cepas en el antro, observa que la densidad media de las cepas
mas virulentas (cagA+AacA sT) es 4 veces mayor que la de las cepas cagA-VacA s2
(p=0.02). Este autor defiende la hipétesis de que el genotipo bacteriano determina
el grado de infiltracién bacteriana. Khulusi (300) observa que en el antro gastrico
de los pacientes ulcerosos la densidad es 7 veces mayor que en los no ulcerosos,
existiendo un valor de densidad de la infeccion critico (10° uf/mg), por debajo del
cudl no se observan lesiones ulcerosas en la mucosa. Hui (302) halla que la
densidad antral aumenta la tasa de recurrencia ulcerosa y Banerjee (303) observa
una relacién directa entre el grado de densidad bacteriana y la produccion basal de
acido.

Otros autores han destacado la importancia de la carga bacteriana en el
fracaso del tratamiento erradicador. Moshkowitz (243) describe una significativa
reduccion en la tasa de erradicacion con la triple terapia clasica en aquellos sujetos
con una densidad antral abundante. Asi, en los pacientes con baja densidad
bacteriana (actividad ureédsica medida mediante el test del aliento menor a 200
cpm) la tasa de erradicacion fue del 87.8%, en los pacientes con densidad
intermedia (200-400 cpm) del 69.5% y en los de alta densidad (>400 cpm) del
37.5% (p< 0.05). En esta linea, Perri observa que la densidad bacteriana es un
factor predictivo del fallo de la triple terapia formada por un IBP, claritromicina y
amoxicilina (290). Peterson (304), sin embargo, no halla correlacién entre la
densidad bacteriana y la eficacia del tratamiento erradicador con claritromicina en
monoterapia.

Los trabajos previos que relacionan la densidad bacteriana con el fracaso
terapéutico nos hicieron plantearnos si, en estos casos, el fracaso farmacolégico
serfa secundario a la resistencia de esta bacteria a los antibiéticos. Hasta el
momento, todos los mecanismos conocidos de resistencia a los antimicrobianos en
H. pylori son genéticos (293). H. pylori adquiere resistencia a través de mutaciones
puntuales en el genoma. Las mutaciones puntuales ocurren de forma espontanea
(51). Las bacterias se multiplican rapidamente, dependiendo la adquisiciéon de
resistencia de la frecuencia de las mutaciones naturales que las confieren. Wang
(293) determina la frecuencia y la tasa de mutaciones de las cepas de H. pylori que
adquieren resistencia. La frecuencia de mutaciones espontaneas para la
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adquisicion de resistencia a rifampicina oscilé entre 5x10® y 1.5x107, siendo similar
a la frecuencia para ciprofloxacino. La tasa de mutaciones que confieren resistencia
a claritromicina y metronidazol se estimé en menor a 107 por divisién bacteriana,
tasa 20 veces menor que aquélla para rifampicina. Desde este punto de vista, la
resistencia puede considerarse un fenémeno estadistico. Cuanto mayor sea el
ndmero de microorganismos, mayor tasa de multiplicacién bacteriana y mayor
probabilidad de adquisicién de resistencias habra. Nuestra hipétesis de trabajo se
centrd en estudiar si la densidad bacteriana en la mucosa gastrica era un
determinante de la resistencia a los antibidticos.

H. pylori se distribuye por toda la mucosa gastrica, habiéndose descrito en
antro, cuerpo y cardias. La distribucién bacteriana no es homogénea, siendo la
infeccién mayor en el antro, si bien, autores como Genta (305), Carvahlo (306) y
Bayerdorffer (307) defienden la homogeneidad de la distribucion. Dada la
dificultad metodolégica del estudio de miuitiples biopsias gastricas, y aun
conociendo los posibles errores de muestreo, decidimos tomar sélo dos biopsias
gastricas de cada paciente, una del antro y otra del cuerpo gastricos para el
estudio de la densidad. Las biopsias se tomaron de la misma localizacion en todos
los sujetos.

La densidad de 4. pylori en la mucosa gastrica fue determinada mediante
dos métodos, uno semicuantitativo y otro automatico.

3. 1. Estudio semicuantitativo

El estudio morfoldgico de las biopsias fue el método empleado para realizar
la valoracién semicuantitativa de la densidad. Las preparaciones histolégicas fueron
estudiadas al microscopio 6ptico por un observador experimentado, siendo todas
ellas revisadas por la misma persona. La densidad fue estimada de forma subjetiva,
segun la metodologia de Houston (updated Sydney System) (156), escala a la que
afiadimos un quinto grado, determinado por abundantes microorganismos
formando nichos o microabscesos. El estudio histolégico es el método de
referencia para el estudio de la densidad bacteriana en la mucosa gastrica.
Presenta el inconveniente de estar sometido a la subjetividad del observador,
dependiendo, en gran medida, de su experiencia. Para intentar disminuir la
diferencia de criterios entre observadores, se introdujo una escala analoga visual,
que permite una mayor concordancia entre los observadores (156). Esta escala
estandarizada representa graficamente la mucosa gastrica con distintos grados de
infiltracion por H. pylori No obstante, la escala no logra obviar algunas dificultades
del diagnostico. Estas dificultades se hacen mas aparentes en los casos en los que
existe metaplasia intestinal en alguna porcién de la biopsia, la cudl no suele estar
colonizada por los microorganismos. La opinién de los observadores sobre si debe
estimarse la densidad en la pieza entera o s6lo en la regién que presenta epitelio
gastrico no es unanime (156).

En todas las biopsias estudiadas observamos bacterias, siendo clasificadas
dentro de los grados 1, 2 y 3, es decir, presencia de escasos, frecuentes y
abundantes gérmenes. En nuestro estudio encontramos que la densidad
bacteriana en el antro era mas frecuente que en el cuerpo gastrico (densidad

90



H. pylori y Resistencia V.- Discusién

abundante en antro vs cuerpo: 45% vs 23% en los sensibles a todos los
antibidticos; 63% vs 34% en los resistentes a algunos. Figura 8), lo que se ajusta a
los estudios ya publicados. No pudimos establecer la significacion estadistica de
esta relacion, debido a que algunos de los subgrupos estudiados (densidad escasa
en antro) estaban poco representados en la poblacién de estudio, no siendo valida
la aplicacion del test estadistico. Este patron topografico se mantuvo tanto en los
casos infectados por cepas sensibles como en los infectados por cepas resistentes a
algin antibiético. Un hallazgo interesante es que en ninguno de los individuos
infectados por cepas resistentes observamos escasas bacterias en el antro (tabla 6).

La carga bacteriana fue mas abundante en el caso de infeccién por cepas
resistentes, tanto en el antro como en el cuerpo gastrico (resistentes vs sensibles:
63% vs 45% en el antro; 34% vs 23% en el cuerpo). En el cuerpo gastrico esta
relacién carecié de significacion estadistica (tabla 7). En el antro gastrico no
pudimos establecer la significacién estadistica porque algunos patrones de
densidad (densidad escasa en los individuos infectados por cepas resistentes)
fueron poco frecuentes entre la poblacién de estudio, lo que invalido el test
estadistico (tabla 6). Partimos de un tamafo muestral inicial de 88 casos. Como el
cultivo bacteriano fue positivo en el 93% de los sujetos, la poblacion de estudio
disminuy6 a 82 casos. Al estudiar la densidad en este grupo, observamos que el
patrén bacteriano escaso fue infrecuente en la poblacién (5 casos entre los
sensibles a metronidazol y ninglin caso entre los resistentes a este antibiético), por
lo que seria necesario ampliar el tamafio muestral para poder conocer la
significacion estadistica de esta relacién.

3.2. Estudio morfométrico automdtico

La morfometria es especialmente Gtil para evaluar cambios cuantitativos,
proposito para el cudl es superior a la descripcién visual. Es de gran utilidad para
cuantificar pardmetros morfolégicos que hasta ahora eran descritos de manera
subjetiva. El grosor de la mucosa, el contaje de células o el calculo de areas de
estructuras, por ejemplo, pueden ser calculados automaticamente con la ayuda de
un analizador de imagenes, lo que elude la participacién del observador,
permitiendo el andlisis a ciegas de las muestras. Esta técnica ha sido utilizada
ampliamente en diversos campos de la investigacion. Se ha demostrado que es un
método fidedigno y reproducible para la evaluacién de la severidad y extension de
la fibrosis hepética (308). Zaitoun (309) estudia el tejido hepatico en pacientes con
hepatitis crénica C mediante un sistema computerizado de analisis de imagenes.
En las biopsias hepéticas cuantifica distintos pardmetros, como el grado de
esteatosis o la fraccion de éarea de tejido con fibrosis. Aplicando este método,
Oloffson (310) estudia la frecuencia y distribucion de las poblaciones leucocitarias
en las amigdalas palatinas y Salvato (311) establece el numero y porcentaje de area
que ocupa el lecho vascular en el bronquio en los pacientes asmaticos. El grupo de
Mittal (312) aplica una modificacién del método para medir los cambios en el
grosor de la musculatura esofdgica durante la deglucién. En la mucosa gastrica se
ha empleado para cuantificar la masa de células parietales (313), para cuantificar
las células G (314) o para medir la atrofia gastrica antral (315). Valenzuela (316)
estudia la densidad celular y el 4rea canalicular de las células parietales gastricas.
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Basandonos en los trabajos anteriores, nos propusimos aplicar el método
morfométrico en el estudio de la densidad de 4. pylorien la mucosa gastrica. No
existen referencias bibliograficas de que se haya empleado anteriormente en la
cuantificacion bacteriana, por lo que no podemos comparar nuestros resultados
con otros trabajos. El procedimiento que aplicamos, y que ha quedado descrito en
el método, es una variaciéon del método disefiado por Valenzuela (316).

La densidad bacteriana media en el antro fue mayor gque en el cuerpo
gastrico (4.08+2.25 vs 3.78+2.49, p NS) (figura 9), siendo estos resultados
concordantes con los que obtuvimos con la evaluacién semicuantitativa de las
muestras. Estudiamos la posible relacion entre la densidad bacteriana antral y la
sensibilidad de las cepas a metronidazol, sin que observaramos relacion
estadisticamente significativa entre ellos (densidad de la cepas sensibles:
4.36%2.46; densidad de las resistentes: 3.34+1.42, p NS). Smith (317) investiga /n
vitro el efecto de la densidad bacteriana en la activacion del metronidazol. En
contra de nuestra hipétesis, observa que la resistencia a metronidazol se ve
comprometida cuando existe una alta densidad bacteriana en el cultivo. Este
hallazgo parece ser debido a que la alta densidad bacteriana crea un
microambiente con bajo redox y baja tension de oxigeno, lo que permite que se
reduzca el metronidazol y, con ello, se active.

Distintos autores han intentado encontrar métodos de medida
cuantitativos, que afladan precision y que obvien la subjetividad del observador.
Rauws (318) ha utilizado el test respiratorio de la urea (UBT) como método
cuantitativo para medir la carga bacteriana. En su estudio halla una buena
correlacién entre este método y la histologia. Posteriormente, este procedimiento
se ha validado en otros estudios (243). En nuestro trabajo no hemos hallado
correlacion entre los valores obtenidos en el test del aliento y la densidad
bacteriana en la mucosa gastrica (p=0.387). Por tanto, pensamos que el UBT no es
un método preciso para la cuantificacién bacteriana en la mucosa gastrica. La
precision de la técnica depende de muchos factores, como el vaciamiento gastrico,
el consumo de antibidticos o IBP en los dias previos o la existencia en el estémago
de otras bacterias productoras de ureasa. El resultado del test no sélo depende de
la cantidad de bacterias presentes en la mucosa, sino también de la capacidad
ureasica de éstas.

Atherton (301) ha desarrollado el cultivo cuantitativo como medida més
reproducible que la histologia para determinar la densidad bacteriana, estimando
la carga bacteriana a partir del nimero de colonias. En el antro gastrico, la
correlacion entre ambos métodos fue de r=0.44 (p=0.027), mientras que en el
cuerpo la relaciéon fue méas pobre (r=0.26, p=0.2). Este método también presenta
limitaciones. En los casos en que la infeccion es abundante, mas de un
microorganismo puede contribuir a la formacién de una sola colonia, por lo que la
cuantificacion de ellas no es una estimacién exacta de la densidad.

El método cuantitativo desarrollado por nuestro grupo es util como
herramienta para medir la densidad bacteriana, siendo un método aplicable en
investigacion clinica. Como ventaja frente al método semicuantitativo, permite la
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cuantificacion numérica de la densidad bacteriana, estimando de forma mds
exacta el numero de bacterias de la mucosa gastrica; por ello, este método es mas
preciso que el semicuantitativo para la determinacién de la carga bacteriana.

Un inconveniente del método semicuantitativo, que obvia este método, es
la subjetividad del observador. La lectura de la densidad, que en el método
semicuantitativo depende directamente del observador y, por tanto, de su
experiencia y preparacion, pasa a ser un proceso automatizado, dependiente de la
computadora, siendo el observador un sujeto pasivo que interviene sélo en la
seleccion del area a estudiar. La automatizaciéon del proceso aporta
reproducibilidad a la técnica. Para comprobarla, dos observadores repitieron en
tres momentos diferentes las mediciones en una muestra escogida aleatoriamente,
no observandose diferencias intraobservador, ni interobservador.

El método cuantitativo presenta, no obstante, ciertas limitaciones. Para que
sea valido, las muestras gastricas deben presentar unas condiciones ideales,
condiciones que son dificiles de reunir en la practica diaria. Los cortes histolégicos
deben ser de 3 um de espesor, conteniendo todo el grosor de la mucosa,
incluyendo la muscularis mucosa. Los cortes deben estar bien orientados, es decir,
deben observarse todas las capas celulares de la mucosa. Las glandulas deben
estar cortadas longitudinalmente, para que se estime la densidad bacteriana en la
glandula completa. El espesor de la mucosa y la orientacion que presentan las
preparaciones dependen, en gran medida, de la forma en que se toman las
biopsias asi como del procesado de las muestras. Los defectos en la tincién
también empobrecen los resultados de la técnica, ya que interfieren en la
discriminacion del rango de grises que lleva a cabo la computadora, fundamental
para seleccionar y extraer de la imagen de la mucosa las estructuras
correspondientes a los microorganismos. Por todo ello, la precision de la técnica
depende del correcto procesado de las biopsias y de la minima variabilidad que
exista entre las preparaciones histoldgicas de los sujetos.
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4. RESISTENCIA Y PROFUNDIDAD BACTERIANA EN LA MUCOSA

La sensibilidad a los antibiéticos en H. pylori es mayor in vitro que in vivo,
hecho que puede atribuirse a las condiciones especiales de la cavidad gastrica. Es
posible que algunos antibi6ticos no alcancen concentraciones superiores a la CMI
de H. pylorien la mucosa gastrica, o que éstas no permanezcan elevadas el tiempo
suficiente. Cooreman (319) demuestra que la amoxicilina alcanza la CMB de H.
pylorien la capa mucosa gastrica solo en la mitad de los individuos tratados y que,
en aquéllos en los que la alcanza, dicha concentracién se mantiene menos de 60
minutos. En su trabajo observa que tanto en el fundus como en el cuerpo gastrico
la concentracién de los antibiéticos es menor a la CMB de H. pylori. El estbmago
es, por tanto, un medio hostil para el uso eficaz de los antimicrobianos. El variable
pH gastrico, la secrecién activa, la gruesa capa mucosa, el vaciamiento gastrico y la
descamacion celular dificultan la accién farmacolégica.

La terapia topica frente a H. pylori es poco efectiva, debido a que no logra
alcanzar concentraciones suficientes en el lugar donde las bacterias residen y se
multiplican. H. pylori ocupa muchos nichos, adhiriéndose a las superficies celulares
y habitando en el interior de las glandulas mucosas, sitios donde la difusién de los
antibiéticos estd limitada. Se ha observado que la menor tasa de crecimiento
alcanzada por las bacterias situadas en nichos provoca un aumento en la tasa de
resistencias, si bien esta observacién no ha sido estudiada en H. pylori (320, 321).
Segun Jorgensen (271), la situacion de H. pylori debajo de la capa de moco y en el
interior de las glandulas, lugares donde la penetraciéon antibi6tica es menor, puede
explicar la propensién al desarrollo de resistencias.

Con el fin de conocer la profundidad hasta la cuél accedian las bacterias en
la mucosa gastrica, estudiamos cortes histolégicos de mucosa gastrica orientados,
en los cudles se apreciaban las glandulas en toda su longitud. Los cortes
histolégicos fueron observados al microscopio 6ptico a 100 aumentos. En dichas
preparaciones observamos que las bacterias accedieron hasta el cuello glandular
en la mayoria de los casos, tanto en el antro (87% de los sujetos) como en el
cuerpo gastrico (72%).

Ante la hipétesis de que las bacterias situadas mas profundamente en las
glandulas adquirieran mayor tasa de resistencia, derivada de la adaptaciéon a la
exposicién a concentraciones bajas del farmaco, estudiamos la relacién entre la
profundidad y la sensibilidad farmacoldgica.

En nuestro analisis observamos que la proporcion de casos con infeccion en
la glandula profunda era mayor si la infeccién se debia a cepas resistentes a algin
antibiético que a cepas sensibles, tanto en el antro (20% vs 5%) como en el
cuerpo gastrico (27% vs 15%), aunque esta relacion carecié de significacion
estadistica. No existen precedentes en la literatura que hayan estudiado esta
relacién y puedan, por tanto, corroborar estos resultados. De nuestros resultados
se deriva el hecho de que, probablemente, la menor eficacia farmacol6gica
relacionada con la situacién de las bacterias en la mucosa se deba a un mecanismo
de dosis farmacoldgica y no a un mecanismo de resistencia.
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Otros autores han estudiado la relacion entre la situacion de H. pylorien la
mucosa gastrica y la resistencia de este microorganismo a los antimicrobianos.
Mégraud (322), a través de un modelo /in vitro, observa que la sensibilidad a
amoxicilina es mayor en las cepas de H. pylori que se encuentran dispersas en el
moco que en aquéllas que estan adheridas a las células. En contraposicion, Simala-
Grant (323) observa que la adherencia de esta bacteria a las células de cultivo
celulares humanos no incrementa la resistencia a los antimicrobianos. Este autor
demuestra que la sensibilidad a claritromicina y amoxicilina es idéntica en los
microorganismos adheridos y en los dispersos en el moco.

Varios autores (324, 325) han observado la presencia de H. pylori en el
interior de las células epiteliales gastricas. Bjorkholm (326) demuestra el proceso de
invasion activa de las bacterias hasta situarse en el citoplasma celular. Es posible
que esta localizacién constituya un santuario para las bacterias, donde son
resistentes a los antibidticos de accion extracelular, como la amoxicilina.
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5. RESISTENCIA Y FENOTIPO BACTERIANO

La determinacion del fenotipo bacteriano fue realizada mediante un ensayo
tipo Western Blot en suero, que nos permitié la determinacién en el suero de los
pacientes de la presencia de anticuerpos frente a CagA y VacA. Actualmente la
PCR es considerada como la técnica de referencia para la deteccién de los factores
de virulencia cagA y vacA. Esta técnica determina el genotipo bacteriano en
muestras gastricas, siendo mas sensible y especifica que el Western Blot en suero.
Otra ventaja frente a éste es que permite la determinaciéon de los subtipos s y m
del gen vacA, subtipos relacionados con la virulencia. Como inconvenientes, es
mucho mds cara y requiere mayor especializacion que el Western Blot, motivos
que nos hicieron escoger ésta como técnica diagnéstica.

El fenotipo CagA estuvo presente en el 78.8% de las cepas aisladas. El 37%
de las cepas CagA-positivas presentaron resistencia a metronidazol, y el 13% de
ellas, a claritromicina, sin observarse relacion significativa entre el fenotipo CagA y
la resistencia. El fenotipo VacA estuvo presente en el 54.5% de las cepas aisladas.
El 36% de las cepas VacA-positivas fueron resistentes a metronidazol y el 10%, a
claritromicina. Tampoco se observé relacion significativa entre el fenotipo VacA y
la resistencia de las cepas a metronidazol y a claritromicina.

Existen pocos trabajos en la literatura que hayan estudiado la relacion entre
el fenotipo bacteriano y la resistencia. Damaso (327) publicé un estudio donde
observa que las cepas mas virulentas (cagA-positivo y vacA s7) muestran menores
porcentajes de resistencia a claritromicina y metronidazol. En nuestro estudio,
observamos que las cepas CagA-positivas presentaban un menor porcentaje de
resistencia a metronidazol (CagA-positivas vs CagA-negativas: 37% vs 42%), pero
no a claritromicina (CagA-positivas vs CagA-negativas: 13% vs 8%), si bien sin
diferencias significativas. La determinaciéon del genotipo en el estudio de Damaso
fue llevada a cabo mediante PCR. El método empleado por él para la
determinacion de la sensibilidad fue dilucién en agar, mientras que nuestro grupo
utilizé el E-test. La diferente metodologia empleada en ambos trabajos puede
explicar la diferencia observada en los resultados.

Otros autores han estudiado la relaciéon entre el genotipo bacteriano y el
fracaso terapeutico frente a H. pylori L6pez-Brea (328) no halla relacion entre los
genotipos de las cepas y el fallo terapéutico frente a ellos, como serfa esperable si
hubiera relacién entre los genotipos de las cepas y la resistencia de éstas. Van
Doorn (329), por el contrario, observa que la eficacia del tratamiento es
significativamente mayor en los sujetos infectados por cepas cagA+VacA si.
Atribuye este hecho a que estas cepas, mas virulentas, provocan mayor
inflamacién de la mucosa, siendo éste el ambiente donde mejor difunden los
antibiéticos. Broutet (330) coincide en sus hallazgos con los de Van Doorn,
ofreciendo otra posible explicacion. Segin este autor, el crecimiento de las cepas
cagA+ podria ser mas rapido que el de las cagA-, por lo que los farmacos serian
mas eficaces en dichas cepas, al ser éstos mas activos durante la division celular.
Tras los resultados obtenidos en nuestro estudio, podriamos concluir que no
hemos encontrado relacién entre el fenotipo de H. pylori y la resistencia de esta
bacteria a los antimicrobianos.

96



VI.- Conclusiones

97




H. pylori y Resistencia VI.- Conclusiones

1. El diagnéstico de la infeccién por H. pylori se basé en la positividad del cultivo
o de dos 0 mas de las siguientes pruebas: test de la ureasa rapida, histologia,
serologia o test del aliento. Bajo estos criterios, la sensibilidad del test de la
ureasa rapida para el diagnéstico de la infeccién por H. pylori fue del 96%, de
la serologia del 89%, del estudio histologico del 95%, del test del aliento del
91% y del cultivo del 93% .

2. En nuestra érea sanitaria, la prevalencia de resistencia primaria de H. pylori a
metronidazol es del 39%, a claritromicina, del 5% y a ciprofloxacino, del 5%.
No se han observado resistencias a tetraciclina ni a amoxicilina.

3. La tasa de resistencia secundaria de H. pylori a metronidazol es del 65%, a
claritromicina del 45% vy a ciprofloxacino del 15%.

4. la tasa de resistencia de H. pylori a metronidazol es significativamente mayor
en las mujeres que en los hombres (59% vs 36%, p=0.032). No hemos
observado diferencias en funcién del sexo en la tasa de resistencia a
claritromicina y ciprofloxacino.

5. En nuestro estudio no hemos observado que el consumo de tabaco, AINES o
antibidticos influyan en la tasa de resistencia de A. pyfori a los antibiéticos.

6. El fracaso previo en el tratamiento de la infeccién por H. pylori se asocia, de
forma significativa, con la resistencia a metronidazol (tratados vs no tratados:
65% vs 39%, p=0.036) y a claritromicina (tratados vs no tratados: 45% vs 5%,
p<0.0005).

7. Latasa de resistencia a metronidazol y ciprofloxacino se eleva tras el fracaso del
tratamiento erradicador frente a H. pylori, aunque estos farmacos no se utilicen
en la pauta erradicadora.

8. Los individuos infectados por cepas de AH. pylori resistentes a los
antimicrobianos presentan una mayor densidad bacteriana en la mucosa antral
que los infectados por cepas sensibles, aunque no pudimos establecer la
significacion estadistica de esta relacion. No hemos encontrado relacion
estadisticamente significativa entre la densidad bacteriana en el cuerpo gastrico
y la resistencia de las bacterias a los antibi6ticos.

9. El método morfométrico automatico desarrollado por nuestro grupo es un
método reproducible, con aplicaciones en investigacién clinica.

10.En nuestra experiencia, el porcentaje de sujetos con infeccion por H. pylori
situada en la profundidad glandular fue mayor cuando la infecciéon se debia a
bacterias resistentes a algunos de los antibiéticos que a bacterias sensibles,
aunque no encontramos significacién estadistica.

11.No encontramos relacion entre los fenotipos bacterianos CagA y VacA y la
resistencia de H. pylori a metronidazol y claritromicina.
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