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RESUMEN

Problema a resolver: La enfermedad gastroduodenal por Helicobacter pylori es
un problema de salud en Cuba, con una elevada incidencia de cancer gastrico en
pacientes mayores de 60 afos, lo que provoco 846 fallecidos por esta enfermedad
en el afio 2012. Hasta el momento pocas instituciones de salud del pais
realizaban el diagndstico de laboratorio de H. pylori y se carecia de datos de la
resistencia fenotipica y genotipica de los aislamientos cubanos de H. pylori.

Objetivos: Evaluar el desempefio de diferentes pruebas diagnésticas invasivas y
no invasivas de la infeccion por H. pylori, investigar la susceptibilidad a 5
antimicrobianos y las bases genéticas de la resistencia valorando sus
implicaciones clinico-epidemiolégicas.

Resultados: Las pruebas diagnosticas evaluadas tuvieron un desempefio de
bueno a excelente, detectandose una elevada prevalencia de la infeccién. El
85,7% de las cepas de H. pylori eran resistentes al metronidazol, y tetraciclina y
amoxicilina mostraron una potente actividad in vitro. Se detectd por primera vez en
el mundo 8 nuevas mutaciones en el gen rdxA relacionadas con la resistencia al
metronidazol.

Conclusiones: La combinacion de métodos diagndsticos invasivos y no invasivos

y el uso de la definicién de casos aumenta la confiabilidad del diagnostico de H.
pylori en nuestro pais; la demostracion fenotipica y genotipica de la resistencia a
metronidazol y la excelente actividad de tetraciclina y amoxicilina en aislamientos
cubanos de H. pylori tiene implicaciones terapéuticas. Este representa el primer
estudio en el mundo que utiliza una muestra de biopsia para realizar el diagndstico
por 3 métodos.
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COMUNICACION CORTA

Helicobacter pylori es una bacteria que causa cuadros clinicos diversos que van
desde una infeccién asintomatica hasta el adenocarcinoma géstrico (Yoo et al,
2007). La enfermedad gastroduodenal por H. pylori es un problema de salud en
Cuba, con una elevada incidencia de cancer gastrico en pacientes mayores de 60
afos y 846 fallecidos por esta enfermedad en el afio 2012 (Anuario Estadistico
Salud Cuba 2013).

Para diagnosticar la infeccion por H. pylori se emplean dos tipos de pruebas 1)
invasivas, que requieren de un estudio endoscopico para su realizacion, como la
prueba rapida de ureasa (PRU) el cultivo, la histopatologia y la reaccidon en cadena
de la polimerasa (PCR) 2) no invasivas, que incluyen la prueba de urea expirada,
la deteccion de antigenos en heces y la serologia. En la actualidad no existe un
método Unico que garantice el diagndstico confiable de la infeccion activa por esta
bacteria; las pruebas diagnésticas disponibles en la actualidad tienen ventajas y
limitaciones, por lo que se recomienda la combinacién de métodos y la inclusién
de pruebas de referencia como el cultivo y la histopatologia (McNulty et al, 2011).

Hasta el afio 2005, existian escasos reportes en Cuba sobre el diagndstico de
laboratorio de H. pylori, que se realizaba generalmente mediante la PRU y la
histologia (Mandado et al, 2003, Mulet et al, 2005); la susceptibilidad de esta
bacteria a los antimicrobianos apenas habia sido estudiada y se desconocian las
bases genéticas de la resistencia a los antibiéticos. Ese mismo afio, el Laboratorio
Nacional de Referencia de Microbiologia (LNRM) del IPK incorporé el estudio de la
tematica de H. pylori a las actividades del servicio diagnostico, las investigaciones
y la docencia. Se presentan en este articulo 1) los resultados de la evaluacion del
desempeiio de diferentes pruebas diagndésticas invasivas y no invasivas en los 3
niveles de atencibn de salud 2) la investigacion de la susceptibilidad
antimicrobiana a metronidazol, claritromicina, tetraciclina, amoxicilina vy
ciprofloxacino en aislamientos clinicos de H. pylori 3) el estudio por primera vez en
Cuba de las bases genéticas de la resistencia a metronidazol y claritromicina en
esta bacteria 4) la descripcion del comportamiento de la infeccion por H. pylori
segun variables demograficas, manifestaciones clinicas y hallazgos endoscoépicos
e histopatologicos.

Breve descripcion de los principales resultados alcanzados:

I. Evaluacion del desempefio de pruebas diagndsticas invasivas y no
invasivas de H. pylori. Asociacion entre factores demograficos, variables
clinicas y lesiones histoldgicas con la infeccidén por esta bacteria

Estudio IA. Evaluacion de 2 sistemas de PCR (ARNr 16S y ureA) y la PRU en
pacientes adultos en el hospital del IPK

Los valores de sensibilidad y especificidad del PCR ARNr 16S, el PCR ureA y la
PRU fueron de 100%, 90,5% y 85,7% y de 81%, 85,7% y 90,5%, respectivamente.
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Todas las pruebas evaluadas con el cultivo tuvieron valores predictivos positivos
(VPP) por encima del 90% y excelente razén de verosimilitud positiva (RV+ [por
encima de 5]) y razén de verosimilitud negativa (RV- [0]). El PCR ARNr 16S y la
PRU exhibieron valores predictivos negativos (VPN) del 100% y 76%,
respectivamente. Segun la definicion de caso, el 66,7% resultaron positivos a H.
pylori. La presente investigacion exploro la factibilidad de utilizar un fragmento de
biopsia gastrica previamente empleado en el cultivo para su uso en el diagndstico
molecular de esta bacteria, con el proposito de reducir el nimero de biopsias a
estudiar, el trabajo del endoscopista, asi como el riesgo de complicaciones en el
paciente relacionadas con este proceder, sin comprometer la certeza del
diagnostico. Representa el primer estudio que emplea un mismo fragmento de
biopsia gastrica para realizar el diagnoéstico de H. pylori por 3 pruebas. Por otra
parte, al establecer la relacién entre las diferentes pruebas de laboratorio con las
formas clinicas de la enfermedad gastroduodenal, hubo asociacion estadistica
significativa entre la Ulcera péptica y la infeccién por H. pylori (p<0.05) (Llanes, et
al., 2010).

Estudio IB. Evaluacion del cultivo y la PRU en 133 nifios sintomaticos, Instituto de
Gastroenterologia

El cultivo tuvo un 100% de especificidad y la PRU un 100% de sensibilidad con
relacion a la histologia; mientras que los VPN estuvieron por encima del 90% y
ambos méetodos mostraron excelentes valores de concordancia: indice de Kappa
(IK) de 0,94 y 0,85 y de RV+ (10,2 ) y RV- (0,07 y 0 ), para el cultivo y la PRU,
respectivamente Se encontré asociacion estadistica significativa de la infeccion
por H. pylori en los pacientes con sangramiento digestivo alto (p=0,003), y en los
que la biopsia gastrica reveld una gastritis cronica moderada (p=0.04). Este
representa el primer estudio realizado en pacientes pediatricos cubanos que
emplea una combinacion de pruebas invasivas (PRU, cultivo e histopatologia) en
el diagnostico de H. pylori, y permitié detectar una prevalencia de la infeccion del
30.8%, segun la definicion de caso. (Llanes, et al., 2011).

Estudio IC. Evaluacion de la PRU en 153 pacientes adultos del hospital de San
Antonio de los Bafios

La PRU con relacion al cultivo tuvo una sensibilidad del 100%, 82,8% de
especificidad, con un IK de 0,7906; con respecto a la histologia, la PRU mostré
valores de sensibilidad, especificidad e IK de 98,5%, 88,3% y 0,8561,
respectivamente. Se encontr0 una asociacion estadistica significativa de la
infeccion por H. pylori en los pacientes mestizos (RP: 1,60), con nivel escolar bajo
(pacientes iletrados RP: 2,17), o con secundaria basica terminada (RP: 1,57) y que
vivian en condiciones de hacinamiento (RP: 1,94). Los sintomas asociados
significativamente con esta infeccion fueron: epigastralgia (RP: 1,89); acidez (RP:
1,71), halitosis (RP: 1,75), vémitos (RP: 1,58) y sangramiento digestivo alto tipo
melena (RP: 1,74). Asimismo, fue encontrada una asociacion estadistica
significativa de la infeccion con la gastritis cronica activa leve (RP: 6,07), gastritis
cronica activa moderada (RP: 10,13) y gastritis crénica activa severa (RP: 4,50). El
presente estudio es el primero realizado en el territorio de la antigua provincia La
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Habana (hoy Artemisa y Mayabeque), en que se diagnostica la infeccion por H.
pylori por 3 pruebas invasivas y su relacion con variables demogréficas, clinicas,
endoscopicas e histolégicas, con una prevalencia de la infeccion del 47,1%.
(Rodriguez, et al., 2013).

Estudio ID. Evaluacion del diagndstico serolégico en 163 pacientes adultos en el
policlinico 19 de Abril

Se realiz6 un estudio caso-control anidado donde fueron  seleccionados
aleatoriamente 92 de los 163 pacientes, divididos en 2 grupos de estudio (46
casos, positivos por los métodos invasivos y 46 controles, negativos por los
meétodos invasivos). Para el diagnostico serologico de la infeccién por H. pylori se
utilizé un sistema ELISA comercial (IBL, Alemania), que detecta cuantitativa y
cualitativamente anticuerpos IgG, IgA e IgM. La evaluacion de la serologia reveld
que los mejores parametros estuvieron representados por la sensibilidad (97,83%)
y el VPN (92,73%). El indice de validez fue considerado bueno (80,43%) y el
indice de Youden (0,61) aceptable, pero la especificidad fue de 63,04% En los
pacientes positivos a H. pylori, la IgG arrojo valores de positividad de 97,8%, la
IgM no mostro resultados positivos, mientras que para la IgA, este valor fue de
15,2 %. La disminucion en la tasa de deteccion de H. pylori por métodos invasivos
pudiera deberse a la distribucién parcheada de la bacteria en el estbmago y al
ambiente desfavorable a nivel de la mucosa gastrica que generan las lesiones
premalignas como la atrofia gastrica y la metaplasia intestinal (Yoo et al., 2007).
En nuestro estudio 4 de los 6 pacientes con serologia positiva/pruebas invasivas
negativas tenian metaplasia intestinal y adenocarcinoma gastrico difuso. En estos
pacientes las técnicas seroldgicas pueden resultar de utilidad para realizar el
diagnostico de H. pylori (Zhang et al., 2005). Este constituye el primer estudio en
nuestro pais realizado en la APS en que se emplea la combinacién de métodos
diagndsticos invasivos y no invasivos.

En resumen, la evaluacion de diferentes pruebas diagnosticas en 4 estudios en los
3 niveles de atencibn de salud, en pacientes adultos y nifios, mostrd6 un
desempeiio general de bueno a excelente. La combinacién de métodos invasivos
y no invasivos de diagndstico, el uso de pruebas de referencia y de una definicion
de caso, aumentan la confiabilidad diagndstica de esta infeccion. Particularmente
las ventajas de la PRU la convierten en un método util en los diferentes niveles de
atencion de salud.

Descentralizacion del diagnéstico de la infeccion por H. pylori en los tres niveles
de atencion de salud

El LNRM del IPK ha garantizado el recurso microbiolégico para el diagnéstico
rapido de la infeccién por H. pylori, mediante la PRU, en todos los niveles de
atencion de salud. En la APS, en 1332 pacientes atendidos en 5 policlinicos de la
provincia La Habana entre los afios 2007-2012, el 55,8% resultaron positivos a H.
pylori. En el caso de la atencion secundaria y terciaria de salud, se realizd el
diagnostico a 4580 pacientes en el hospitales del IPK, el hospital lvan Portuondo
de San Antonio de los Bafos y el Instituto de Gastroenterologia, y se detecté un
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41,4% de casos positivos a esta bacteria (Avales de los Jefes de Depto de
Atencion Primaria de Salud y de Hospitales, MINSAP, 2013).

Il. Susceptibilidad antimicrobiana en 70 cepas de H. pylori

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) por el método de difusion
en agar con tiras de Etest (CLSI M100-S17, 2007) en 70 cepas, 40 aisladas de
pacientes adultos y 30 recuperadas de nifios. Se detectd una elevada resistencia
al metronidazol en el 85,7% de las cepas, siendo la CIMgg de 256 pg/ml, lo que
pudiera tener una importante repercusion clinica, ya que valores superiores a 32
pg/ml se asocian con un mayor fallo terapéutico (Gatta et al, 2013). La resistencia
in vitro a claritromicina fue de 11,4%, lo que tiene gran importancia, ya que se ha
demostrado que su aparicion puede reducir hasta en un 60% las tasas de
erradicacion de esta infeccion (Trespalacios et al, 2013). El estudio de la
susceptibilidad a ciprofloxacino revel6 un 14,3% de cepas resistentes. La
tetraciclina y la amoxicilina fueron los antimicrobianos que mostraron la mejor
actividad in vitro frente a H. pylori, con el 100% y el 98,6% de las cepas
susceptibles, respectivamente, lo cual resulta halagiefio pues ambas drogas
estan incluidas en los esquemas terapéuticos de primera linea empleados en el
tratamiento de las infecciones por H. pylori (Gatta et al, 2013). Las cifras de
resistencia observadas pudieran estar en relacion con el amplio uso de estos
antimicrobianos en el tratamiento de las ITS, las IRA, EDA y las infecciones por
protozoarios en Cuba (Llanes, et al., 2010b).

Ill. Bases genéticas de la resistencia antimicrobiana de H. pylori en Cuba

Se analizaron los cambios en la secuencia aminoacidica y nucleotidica en cepas
de H. pylori altamente resistentes y susceptibles al metronidazol y se compararon
con las secuencias de las cepas de referencia de H. pylori J99 y 26695. Se
observaron mutaciones en el 78.6% de las secuencias del gen rdxA en las cepas
resistentes al metronidazol y en el 66.7% de las susceptibles a esta droga.
Ninguna de las mutaciones en las cepas susceptibles fue similar a las
identificadas en las cepas resistentes, por lo que inferimos que no son esenciales
para causar resistencia. La no ocurrencia de una mutacion unica que explique la
resistencia al metronidazol en los aislamientos cubanos ha sido descrito por
Chisholm et al, 2004. Un resultado interesante de nuestro estudio fue la deteccién
de nuevas mutaciones en el gen rdxA no descritas previamente en la literatura
internacional y responsables de la resistencia: Glu (139)—Stop codon;
Pro(106)—Ser;Val(111)—Ala; Thr(208)—Ala; Asn(14)—Thr; Glu(171)—Lys;
Met(56)—Val; Arg(191)—Lys] y en el gen frxA Glu(199)—codon de parada; codén
de parada en la posicibn 83. Aun cuando el truncamiento en la estructura
aminoacidica de la proteina FrxA reduce significativamente la actividad de esta
enzima, las mutaciones que conllevan a la formacion de codones de parada,
fueron observadas por igual en las cepas susceptibles (66.7%) y resistentes (80%)
al metronidazol y por tanto no son esenciales para producir resistencia a esta
droga, lo cual fue descrito por Matteo et al, 2006. Se demuestra que la resistencia
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clinicamente significativa al metronidazol esta relacionada con las mutaciones en
el gen de la rdxA nitroreductasa y que los cambios en los niveles de resistencia
que exhiben las cepas de H. pylori pueden ser incrementados por la presencia de
mutaciones en el gen frxA; pero generalmente solo si han ocurrido mutaciones en
el gen rdxA.

El analisis del gen 23S ARNr asociado a la resistencia a claritromicina arrojé que,
dos (66.7%) de las 3 cepas resistentes presentaron mutaciones puntuales en las
posiciones A2142G (n=1) y en A2142 y A2143 (n=1). Estas cepas tenian como
caracteristica fenotipica una elevada resistencia a esta droga (CIM >257 ug/mL).
En cambio, 2 cepas sensibles y otra moderadamente resistente con una CIM de 8
ug/mL, no presentaron alteraciones en el dominio V del gen 23S ARNr. Estudios
previos sobre resistencia genética a los macrolidos en cepas de H. pylori han
demostrado que ambas mutaciones en el gen 23S ARNr, son las mas
frecuentemente asociadas con la resistencia de alto nivel a este antibiotico
(Trespalacios, et al., 2013).
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Relacion del Resultado con los Lineamientos Aprobados: Lineamiento 143.
Con este resultado se potencia la calidad en el diagnéstico a 8 instituciones de
salud de 2 provincias del pais, que anteriormente no contaban con el diagnostico
de H. pylori 0o se perfecciond. Lineamiento 147. La provisibn de un nuevo
diagnoéstico permite al médico tratar al paciente infectado por H. pylori, lo que
pudiera evitar la ocurrencia del cancer gastrico, pues esta enfermedad esta
causada por dicha bacteria.

Novedades y aportes

1. La combinacién de pruebas de laboratorio invasivas y no invasivas y el uso de
la definicibn de casos, mejora la confiabilidad diagndstica de la infeccion por H.
pylori en Cuba.

2. Representa el primer reporte mundial en que se utiliza un solo fragmento de
biopsia gastrica para diagnostico de H. pylori por cultivo y 2 métodos de PCR, lo
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gue reduce la carga de trabajo del médico endoscopista, el tiempo de realizaciéon
de la prueba y supone una disminucion de los costos.

3. Se monitorea por vez primera en Cuba los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de H. pylori, demostrandose una elevada resistencia al
metronidazol y una excelente actividad in vitro a la tetraciclina y la amoxicilina,
sugiriéndose el uso de estos ultimos en los pacientes infectados.

4. Primer reporte cientifico en Cuba sobre los mecanismos genéticos de la
resistencia de H. pylori al metronidazol y la claritromicina. Se detectan por primera
vez en el mundo, ocho mutaciones en el gen de la rdxA, relacionadas con la
resistencia al metronidazol y dos mutaciones en el gen 23s ARNr para la
claritromicina.

Beneficios sociales:

- Los resultados de las pruebas de susceptibilidad y del estudio de las bases
genéticas de la resistencia antimicrobiana, evidencian la necesidad de trazar
nuevas pautas en el tratamiento de la infeccion por H. pylori en Cuba, lo que
contribuira a la mejoria de la calidad de vida de los pacientes afectados.

- La generalizacion del diagnostico de H. pylori a los 3 niveles de atencién de
salud repercute favorablemente en el manejo terapéutico del paciente, lo que
pudiera reducir la ocurrencia de formas graves y complicadas de la infeccion como
la Ulcera péptica sangrante, perforada y el cancer gastrico
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