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RESUM

En els darrers anys les tecniques de diagnostic de les malalties
infeccioses han realitzat un pas de gegant i han permés la identificacié de
microorganismes que abans amb les eines convencionals no es detectaven.
Aquest augment en la deteccié de determinades infeccions ha portat a un
incrementde la prescripcié d’'antimicrobians que en algunes ocasions el seu
benefici ha estat posat en dubte. Aquest és el cas de dues de les infeccions
més prevalents en pediatria: La infeccié per Dientamoeba fragilisila infeccid
per Helicobacter pylori. Ambdues infeccions sovint no es detecten amb els
meétodes microbiologics convencionals, sent necessari les técniques de
biologia molecular, com la Real-time PCR per arribar al diagnostic. Aquesta
tesi compara la sensibilitat dels metodes convencionals amb la Real-time
PCR, mostrant en les dues infeccions una sensibilitat molt superior per
aquesta ultima. Per una altra part, la deteccié de DNA microbia permet la
identificacié de resistencies antibiotiques, fet que facilita la prescripcié de
tractaments dirigits i individualitzats a cada area geografica. En el cas de
I'Helicobacter pylori hem detectat una resisténcia a la claritromicina del
40%, motiu pel qual , en la nostra area es desaconsellaria el seu Us com a
tractament empiric. Un segon objectiu del nostre estudi, és demostrar la
causalitat de la simptomatologia digestiva i la deteccidé del microrganisme.
Aquesta correlacié si que I'hem trobat en el cas de la infeccié per H. pylori,
perdo no en el cas de la D. fragilis, fet que ens fa plantejar el seu poder
patogen real i per tant la necessitat del seu tractament. L'Us racional del
antimicrobians, coneixer el poder patogen real de certs microorganismes,
saber quan és necessari el seu tractament juntament amb l'estudi de
patrons de sensibilitat en les diferents arees geografiques del nostre pais,
és basic per aconseguir una politica antibiotica que permeti la reduccié de
futures resisténcies, un dels problemes medics més greu de les proximes
décades.
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Resum - Resumen - Abstract

RESUMEN

En los Ultimos afnos, las técnicas de diagndstico de las enfermedades
infecciosas han dado un salto gigante y han permitido la identificacién de
microorganismos que anteriormente no se detectaban con las herramientas
convencionales. Este aumento en la deteccidon de ciertas infecciones
ha llevado a un aumento en la prescripciéon de antimicrobianos, cuyos
beneficios en ocasiones se han puesto en duda. Este es el caso de dos de
las infecciones més prevalentes en pediatria: la infeccién por Dientamoeba
fragilis y la infeccion por Helicobacter pylori. A menudo, estas infecciones
no se detectan con los métodos microbiolégicos convencionales, siendo
necesario el uso de técnicas de biologia molecular, como la PCR en tiempo
real, para llegar al diagndstico. Esta tesi compara la sensibilidad de los
métodos convencionales con la PCR en tiempo real, mostrando en ambas
infecciones una sensibilidad mucho mayor para esta ultima. Por otro lado,
la deteccion del ADN microbiano permite la identificacion de resistencias
antibidticas, lo que facilita la prescripcién de tratamientos dirigidos e
individualizados para cada érea geogréfica. En el caso de la infeccién
Helicobacter pylori, en nuestra poblaciéon, hemos detectado una resistencia
a la claritromicina del 40%, razén por la cual seria aconsejable evitar su uso
como tratamiento empirico. Un segundo objetivo de nuestro estudio es
demostrar la causalidad entre los sintomas digestivos y la deteccion del
microorganismo. Esta correlacion la hemos podido demostrar en el caso de
la infeccién por H. pylori, pero no en el caso de D. fragilis, lo que nos hace
cuestionar su verdadero poder patégeno y la necesidad de su tratamiento.
El uso racional de los antimicrobianos, conocer la patogenicidad real de
determinados organismos y saber cuando es necesario su tratamiento,
junto con el estudio de los patrones de sensibilidad en las diferentes areas
geogréficas de nuestro pais, son fundamentales para lograr una politica
antibidtica que permita la reduccién de futuras resistencias,uno de los
problemas médicos mas graves en las proximas décadas.
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Resum - Resumen - Abstract

SUMMARY

In recent years, diagnostic techniques for infectious diseases have
taken a giant leap forward, enabling the identification of microorganisms
that were previously undetectable with conventional tools. This increase
in the detection of certain infections has led to a rise in the prescription
of antimicrobials, the benefits of which have sometimes been questioned.
This is the case for two of the most prevalent infections in pediatrics:
Dientamoeba fragilis infection and Helicobacter pylori infection. Often,
these infections are not detected using conventional microbiological
methods, necessitating the use of molecular biology techniques, such as
real-time PCR, to reach a diagnosis. This thesis compares the sensitivity of
conventional methods with real-time PCR, demonstrating a much higher
sensitivity for the latter in both infections. Additionally, the detection
of microbial DNA allows the identification of antibiotic resistances,
facilitating the prescription of targeted and individualized treatments
for each geographical area. In our population, we have detected a 40%
resistance to clarithromycin, which is why we discourage the empirical use
of clarithromycin for Helicobacter pylori treatment in our area. A second
objective of our study is to demonstrate the causality between digestive
symptoms and infection detection. We have been able to establish this
correlation in the case of H. pylori infection but not in the case of D. fragilis,
leading us to question its true pathogenic power and the need for its
treatment. Rational use of antimicrobials and the study of sensitivity patterns
in different geographical areas are essential to establish an antibiotic policy
that allows for the reduction of future resistances.
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1. INTRODUCCIO

1.1. TECNIQUES MICROBIOLOGIQUES PEL DIAGNOSTIC DE
PATOLOGIAINFECCIOSA

En els darrers anys les téecniques de diagnostic de les malalties
infeccioses han realitzat un pas de gegant i han permes la identificacié de
gérmens que amb les eines convencionals no es detectaven. Fins no fa
gaire anys el diagnostic de la major part de les infeccions bacterianes i
parasitaries depenien del cultiu i de les técniques de tincié. Poc a poc s'ha
anat avancant i s’han anat introduint noves tecnologies que permeten un
augment de la sensibilitat, una major especificitat, millor valor predictiu
positiu i negatiu i sobretot més rapidesa en la identificacid dels agents
responsables. Aquesta millora ha tingut un impacte transcendental en
I'evolucié dels pacients, ja que ha permes la realitzacié de tractaments
antibiotics dirigits, millorant l'evolucié alhora que han reduit les taxes de
resisténcia a farmacs, associades a I'empirisme.

1.1.1. Técniques de biologia molecular

La tecnica de la reaccié en cadena polimerasa (PCR per les seves
sigles en anglés) va ser desenvolupada l'any 1986 per Kary Mullis (1) i
es considera una de les fites cientifiques més importants de les darreres
decades. En l'actualitat és una eina fonamental en el camp de la medicina
i la seva introduccié ha suposat un gran aveng en la microbiologia clinica.
La técnica de PCR es basa en la cerca i el reconeixement del genoma del
microorganisme. L'avantatge principal és la seva capacitat de detectar els
germens sense la necessitat de que aquests siguin viables. Tot i aixi cal tenir
en compte que un transport o un emmagatzematge no optim pot disminuir
la seva sensibilitat, igual que passa amb altres métodes microbiologics. Es
unatécnicaque es potautomatitzar gairebé al 100% amb inclusié de controls
d'amplificacié, que permeten validar els resultats amb seguretat alhora
que permet la deteccié de un o varis microorganismes en una sola reaccié
(uniplex versus multiplex) que ja existeixen comercialitzats i amb marca CE
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(Comunitat Europea). Les técniques de biologia molecular serveixen per
analitzar els acids nucleics, per detectariperidentificar els microorganismes
alhora que també permeten la diferenciacié de genotips d’'una mateixa
espeécie aixi com també la determinacié de gens de resisténcia a farmacs.
Totes aquestes técniques requereixen una extraccié previa de DNA o RNA.
Aquest punt és clau en tot el procés ja que cal obtenir unes mostres amb
material genetic purificat. En general, s'utilitzen assaigs comercialitzats que
inclouen el seu protocol especific del procés d'extraccié per minimitzar
errors. Els métodes d'extraccié de material genetic necessiten primer
de la lisis cel-lular, seguit de la inactivacié de les nucleases cel-lulars i
finalment es procedeix a la separacié dels acids nucleics. Un cop s'ha
obtingut I'acid nucleic, es realitzara la técnica optima pel seu estudi (2).
Des de les primeres PCRs realitzades fins I'actualitat, aquesta tecnologia
ha evolucionat considerablement, donant lloc a técniques cada cop més
especifiques. En general totes elles pretenen amplificar una porcié d‘acid
nucleic determinada, pero en el que més s’ha evolucionat és en la forma
de detectar aquest producte amplificat. A continuacié es descriuen les
principals técniques usades en |'actualitat.

1.1.1.1. Reaccié en cadena polimerasa (PCR)

La técnica de la PCR consisteix en I'amplificacié d'una regid especifica
del DNA que hem obtingut del procés d’extraccid. Per la seva realitzacié
és necessari uns primers, és a dir, unes seqtencies de DNA que delimiten
la zona d'amplificacié i que sén complementaries a la regié de DNA que
volem estudiar. Per realitzar aquest procés cal un Termociclador, aparell
que mitjancant cicles i amb canvis de temperatura determinats, permetra
amplificar la regié de DNA que volem (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacié de fragment del DNA de forma exponencial. Maria et al. ' (2)

L'avantatge principal de la PCR és la seva alta especificitat i també la
seva gran sensibilitat, ja que la quantitat de DNA necessari per iniciar
I'amplificacié és molt baixa. Tot i aixi presenta alguns inconvenients classics
i coneguts com és el fet de que és una tecnica laboriosa i amb nombrosos
passos que poden facilitar, en alguns d'ells, la seva contaminacié (2).
Per aquest motiu, en els darrers anys s’han desenvolupat técniques que
integren tots els passos de la PCR en una mateixa plataforma, disminuint
aixi tant el risc de contaminacié com el temps de resposta.

Aquestes millores perd no han permes encara solucionar la gran
desavantatge d'aquesta técnica que resideix en el fet de no disposar
del microorganisme viable i per tant de no poder realitzar proves de
susceptibilitat als antimicrobians. Les noves tecniques de seqlienciacio
massiva tenen com a objectiu donar sortida a aquests problemes,
perd requereixen gran quantitat de material genétic que no sempre
s'aconsegueix.
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Dins de les técniques de PCR podem trobar diferents variants amb
diferents caracteristiques i diferents aplicacions facilitant la deteccié de
patogens concrets.

1.1.1.2. PCR en temps real (Real-time PCR)

Es la técnica que més s'utilitza en els laboratoris de microbiologia.
Aquesta variant de la PCR afegeix marcadors fluorescents amb l'objectiu de
saber la quantitat de DNA inicial i per tant permet detectar la preséncia de
variacions genétiques al llarg del procés d'ampliacié (2). La fluorescencia
que s'emet respon al nimero de molécules produides, fet que permet
quantificar-les a mesura que es va produint la reaccié de PCR. A part dels
reactius necessaris de la PCR convencional, la Real-time PCR necessita
sondes marcades amb quimioluminescéncia o fluorescéncia amb capacitat
d'unir-se a la cadena de DNA que volem amplificar (2,3). El marcador més
utilitzat és el fluorofor SYBR Green, el qual només emet senyal fluorescent
quan s'uneix al DNA. La Real-time PCR permet |'obtencié de resultats
de manera més rapida que la PCR convencional i amb una sensibilitat
superior. Aquesta técnica integra i automatitza I'amplificacié i la deteccio
(en alguns casos fins i tot 'extraccié) en un sol instrument i en un sol temps,
millorant l'agilitat i requerint menys ma d'obra en comparacié amb la PCR
convencional. Per altra part, el fet de necessitar poca manipulacié de la
mostra, el risc de contaminacid es minimitza, obtenint per tant, uns resultats
més fiables i segurs.

1.1.1.3. PCR amb transcriptasa inversa (RT-PCR)

La RT-PCR és una variant de la PCR convencional en la que la cadena
que fa de motlle és de RNA enlloc de DNA. A partir d'aquesta cadena
de RNA es sintetitza el DNA complementari (cDNA) sobre el qual es
realitzara la PCR (2). Per tant, la RT-PCR consta de dues fases, primer la
transcripcioé inversa de RNA a DNA i després la PCR sensu estricto sobre
el DNA obtingut (Figura 2). Sobre aquesta prova existeixen també dues
variants:
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e RT-PCR en temps real: combina les dues técniques (transcripcid
inversa + marcatge fluorescent.

e RT-PCR multiplex: permet I'amplificacié simultania de diversos
gens en una sola reaccid, utilitzant per tant més d'un primer.

1= paso -—
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Figura 2. Procés de la RT-PCR. Maria et al. ' (2)

1.1.1.4. Tecniques de seqlienciacié del genoma

La seqlenciacié del genoma consisteix en determinar la seqiiéncia
completa del DNA en el genoma (és a dir, 'ordre de les bases: timina,
adenina, citosina i guanina). Va ser descrita per primera vegada per
Sanger l'any 1974 (4), d'aqui que es coneix amb el nom de seqlenciacid
de Sanger. Els metodes de seqlienciacié es basen en l'activitat de la DNA
polimerasa, que te per funcid la sintesi DNA a partir d'un fragment de DNA,
donant lloc a una cadena complementaria. La sequenciacié del DNA te
moltes aplicacions cliniques, una de les quals és la deteccié de mutacions
especifiques que poden conferir resisténcies antibiotiques (2). En els
darrers anys s'ha desenvolupat les técniques de sequienciacié massiva,
les anomenades next generation sequencing (NGS) (5). Les tecnologies
de sequenciacié massiva permeten obtenir la seqiéncia de nucleotids de
milions de fragments d’ADN en paral-lel, el qué suposa unareduccié enorme
de costosifa accessibles per a tothom estudis genétics abans impensables.
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Una de les aplicacions de la NGS és la determinacié de resisténcies
antibiotiques. Segons dades recents de la WHO publicades I'any 2019 s'ha
estimat que la mortalitat a Europa secundaria a resistencies a antibiotics
és aproximadament de 20000 individus /any, mentre que a nivell mundial
aquesta xifra augmenta a 700. 000 (6). Aquesta xifra s'eleva continuament,
de manera que s'ha suggerit que I'any 2050, les infeccions per patogens
resistents seran la primera causa de mort, per sobre del cancer i de les
malalties cardio-vasculars, provocant més de20 milions de morts/any en tot
el mén En l'actualitat més del 70% de bacteris patogens son resistent com
a minim a un antibiotic (7). La NGS permet una vigilancia epidemiologica
rapida i intensa a fi d'identificar precogcment els microorganismes multi
resistents i elaborar estrategies preventives, amb l'objectiu d'evitar 'Us i el
sobre Us d'antibiotics, disminuir el nimero diagnostics erronis i controlar la
seva prescripcio (8,9).

1.1.2. Diferéncies entre la PCR convencional, la PCR en temps
real i la RT-PCR

De manera esquematica, les diferéncies practiques de les diverses
técniques queden resumides en la Taula 1.

Taula 1. Taula comparativa de les diferents técniques de PCR. Adaptat de Maria et al. (2)

PCR convencional PCR en temps real RT-PCR

Detecta un segment Detecta i quantifica el Sintesi de cDNA a partir

Unic de DNA DNA de RNA. Permet detec-
cio virus RNA

Requereix dos passos Requereix un sol pas Requereix dos passos

Menor sensibilitat Major sensibilitat Major sensibilitat

Menor especificitat Major especificitat Major especificitat

Preu menor Reactiu més cars Cara
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1.2. APLICACIO DE LA PCR I DE LA REAL-TIME PCR EN EL DIAGNOSTIC
DE PATOLOGIA INFECCIOSA DEL TRACTE DIGESTIU EN PEDIATRIA

Les malalties infeccioses del tracte gastro-intestinal sén una causa
important de morbi-mortalitat a nivell mundial, amb una gran varie-
tat de germens responsables que inclou tant virus, bacteris com pa-
rasits (10) Historicament el diagnostic d'aquestes malalties es realit-
zava mitjangant cultius, microscopia Optica, tests d'antigens etc, pero
en els darrers anys, amb la incorporacié de les técniques de biologia
molecular (com les anteriorment esmentades), s’ha millorat extrema-
dament el rendiment dels estudis microbiologics, aconseguint el di-
agnostic etiologic en una gran part dels casos. Aquest és el cas, per
exemple, de la implementacid i comercialitzacié de diferents panells
moleculars multiplex que permeten un diagnostic rapid, amb una
alta sensibilitat i identificant multiples microorganismes alhora (10).
Aquesta millora en el diagnostic ha permes tractar I'agent causal
d’'una manera més precoc i dirigida, millorant I'evolucié, el pronostic
i reduint I'4s de farmacs empirics i en definitiva reduint el desenvolu-
pament de resisténcies antibiotiques. Aquests panells sén molt dtils
sobretot pel diagnostic de gastroenteritis infeccioses (2,10) i estan
dissenyats seguint patrons de diagnostic sindromic. En l'actualitat els
més utilitzats sén Verigene EP, FilmArray Gl i xTAG GPP (Figura 3).
L'4s d'un panell o un altre dependra de diferents factors (rendiment
de la prova, tipus de pacient a estudiar, cost etc. . ). Tot i aixi la rea-
litzacid de cultius continua sent necessaria tant per poder dur a ter-
me estudis d'investigacié epidemioldgica com per coneixer millor la

susceptibilitat a antibiotics.
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Multiplex panel”
Target” Verigene EP  FilmArray GI xTAG GPP
Aeromonas Iuo*
Campylobacter v v v
Clostridium difficile (toxin A/B) v v
Plesiomonas shigelloides v
Salmonella v v v
Yersinia enterocolitica v v RUO
Vibrio spp. v v v
EAEC v
EPEC v
ETEC v v
STEC (stx, and stx,) Ve v v
E. coli 0157 v v
EIEC//Shigella v v/ v
Cryptosporidium v v
Cyclospora cayetanensis v
Entamoeba histolytica v v
Giardia lamblia v v
Adenovirus 40/41 v v
Norovirus GI/GII v v v
Rotavirus A v v v
Sapovirus v
Astrovirus v

“ EAEC, enteroaggregative E. coli; EPEC, enteropathogenic E. coli; ETEC,
enterotoxigenic E. coli (heat-labile toxin/heat-stable toxin); STEC, Shiga-like toxin-
producing E. coli (stx; and stx,); EIEC, enteroinvasive E. coli.

¥ EP, enteric pathogen; Gl, gastrointestinal; GPP, gastrointestinal pathogen panel.

* IUOQ, investigational use only.

“ RUO, research use only.

Figura 3. Comparacié dels panells multiplex més utilitzats en 'actualitat.
Binniker et al

En molts casos l'agent microbiologic identificat és el responsable
de la simptomatologia del pacient, com és el cas de la majoria de
gastroenteritis, perd en altres ocasions aquesta relacié causal no és tant
clara. Aquest és el cas de la infeccié per Dientamoeba fragilis (D. fragilis) i
lainfeccié per Helicobacter pylori (H. pylori). Tradicionalment el diagnostic
de la D. fragilis es realitza per microscopia optica amb la visualitzacié del
parasit. En el cas de I'H. pylori el seu diagnostic es realitza mitjancant el
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cultiu. Ambdues técniques presenten un baix rendiment comportant un
index de falsos negatius molt elevat. La incorporacid de la técniques de
biologia molecular ha aconseguit una millora drastica en la identificacié
d’ambdues infeccions.

1.2.1. Infeccié per Dientamoeba fragilis

1.2.1.1. Epidemiologia

La D. fragilis es un protozou unicel-lular que parasita el budell huma. Tot i
que fa molts anys que es va descriure, el seu cicle vital, el seu mecanisme de
transmissié i la seva capacitat patogena real encara no sén de tot coneguts
havent-hi en l'actualitat diferents hipotesi obertes al respecte (11).

La D. fragilis és un parasit de distribucié mundial, molt present en el
tracte gastrointestinal huma, amb una prevalenca estimada a Espanya al
voltantdel 17,7% (12) i una incidéncia igual o inclis superior a la infeccid
per Giardia (13). La seva prevalenca a nivell mundial és variable en funcié
de l'area geografica, reportant-se en alguns paisos una prevalenca de fins
al 82% (14). Aquesta variabilitat, a part de la seva distribucié geografica,
pot ser deguda als diferents dissenys d'estudi i, especialment, al tipus
de tecnica diagnostica aplicada (cultiu, microscopia optica o biologia
molecular). L'Gs de tecniques de biologia molecular (PCR) n’ha millorat
la deteccid i per tant ha contribuit a augmentar les taxes de prevalenca
(15-17). La Taula 2 mostra un resum de tots els estudis publicats fins al
moment sobre les diferents prevalences de la D. fragilis en funcié del
metode microbiologic utilitzat.
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Taula 2. Prevalenca de la infeccié per D. fragilis en els diferents estudis publicats.
Font: Tesi doctoral Dra. Candela Menéndez Fernandez-Miranda. La numeracié de
referéncies bibliografiques correspon a la tesi de la Dra. Menendez, no a aquesta tesi

Método diagndstico  Referencia bibliogrifica N Pais Prevalencia
Prociv. et al. (34) 260 Australia 1,50%
Cultivo Rayan ef al. (4) 168 Egipto 29,80%

Windsor et al. (55) 976 Reino Unido 2,60%
Avyadi et al. (56) 27058 Tunez 5.50%
Burgafia et al. (57) 13983 Esparfia 8.20%
Calderaro et al. (38) BBRG& Italia 1,68%
Crotti et al. (59) 3139 Italia 3.70%
Crotti et al. (60) 151 Italia 11,30%
Fletcher et al. (61) 910 Australia 12,00%
Girginkardesler et al. (62) 400 Turquia 8,80%
Gonzalez-Moreno et al. 8313 Esparia 1,60%
Timenez et al. (64) 3388 Venezuela 1.80%
Kaminsky e al. (63) 266 Honduras 3,00%

Microscopia Ke_ysmne ef al. (66) 200 Eanan_.ié 8.60%
Lainson et al. (67) 34 (VIH) Brasil 3,00%
Mendez ef al. (68) 82 (VIH) Argentina 25,60%
Millet ef al. (69) 81 EEUU 52,00%
Ortega et al. (70) 150 EEUU 1,30%
Preiss ef al. (71) 123 Alemania 82,90%
Sarkari et al. (72) 1025 Irdn 0,19%
Schuster et al. (73) ar1e Inglaterra 14,60%
Shehata et al. (74) 200 Egipto 8,00%
Stark et al. (75) 6750 Australia 0,90%
Stensvold et al. (93) 106 Dinamarca 11,65%
Windsor et al. (77) 857 Omidn 510%
Aykur ef al. (78) 490 Turquia 12,04%
Bruijnesteijn et al. (79) 397 Paises Bajos 32,00%
Calderaro et al. (80) 491 Ttalia 21,40%
Clemente et al. (81) 575 Italia 14,78%
Incani et al. (82) 228 Venezuela 40, 40%
Jokelainen et al. (83) 142 Dinamarca 68,30%
Tulio et al. (34) 176 Portugal 6,30%
Maas ef al. (85) 163 Paises Bajos 61, %%
Yakoaob et al. (86) 171 Pakistan 4,00%

Reaccibn en 146 nifios <11 a

cadenadela  Ogrenetal. (87) ,_Er?“’f‘m?i Suecia 73,00%

polimerasa (PCR) Profesores: 16
. Nifios: 100
Owgren ef al. (B8) Adultos: 80 Vietnam 5.00%
Sanos: B8

Osman et al. 249 (3-16 afios) Libano 60,6%
Riser et al. (90) 22000 Dinamarca 43,00%
Sarafraz et al. (91) 1000 Irdn 2.30%
Stark et al. (27) 750 Australia 520%
Stark et al. (92) 472 Australia 5.50%
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L'any 2011 segons un article de revisié publicat per Barrat et al. (18), la
distribucié mundial de la D. fragilis en centra en uns focus concrets amb
una concentracié marcadament cosmopolita (Figura 4).

s

Figura 4. Distribucié de la Dientamoeba Fragilis. Les localitzacions on més s'ha
identificat D. fragilis es marquen amb el cercle vermell. Font: Barrat et al (18)

La D. fragilis va ser observada per primera vegada I'any 1909 per Charles
Wenyon que va trobar el parasit en les seves propies femtes, tot i que el
microorganisme no va ser correctament identificat fins I'any 1918 per
Jebbs and Dobell (19) que el van descriure com una ameba binucleada,
fragil i molt labil fora de l'organisme, motiu que li va valdre el nom de D.
fragilis (13). Es una de les infeccions parasitaries més prevalent arreu del
mon, només superada pel Blastocystis hominis (Taula 3).

Taula 3. Prevalenca D. Fragilis. Adaptat de Stark D. et al (9)

Dientamoeba fragilis 5,2%

Endolimax nana 1,3%

Entamoeba coli 0,8%

w |
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El seu hoste principal és 'home, pero també s'ha trobat en primats i
en altres mamifers com ara rosegadors i porcs, perdo amb una incidéncia
desconeguda. Diversos autors han demostrat una incidéncia variable en
funcié del grup d'edat i també en funcié de génere (Figura 5), sent I'edat
pediatrica una de les franges d'edat més afectades (12,19). Alguns estudis
reporten una distribucié bimodal per edat, amb un pic al voltant dels 7
anys i un altre pic als 40 anys, afectant principalment en aquesta franja al
sexe femeni, que probablement correspon a mares de nens infectats (20).
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Figura 5. Distribucié per sexes i franges d'edat. Font: Norberg et al.”

1.2.1.2. Morfologia i cicle vital

La D. fragilis es un protozou flagel-lat que mostra gran similitud
estructural i antigenica amb Trichomonas i Histomonas (19). Pertany a
I'ordre Tritichomonadida, pero tot i que forma part de la familia de protistes
anaerobis flagel-lats, la D. fragilis ha perdut els seus flagels. Per aquest
motiu, i de manera erronia, va ser classificat antigament com una ameba. Es
suggereix que l'etapa de quist és el vehicle que facilita la seva transmissio
fecal-oral entre hostes (15,21). Toti que es desconeix com poden romandre
els trofozoits fora del cos, alguns autors postulen que poden sobreviure
dins dels ous d'helmints com ara I'Enterobius vermicularis o |'Ascaris
lumbricoises (22-24), pero, d'altra banda, altres estudis no han demostrat
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la correlacié entre les infeccions causades per ambdds parasits (22).
La possible transmissié de la D. fragilis a través dels ous de Enterobius
vermicularis podria explicar la seva major prevalenca en poblacié
pediatrica, on la infeccid per oxiurs és més freqient.

Morfologicament la D. fragilis es presenta en tres formes: quist, prequist
i trofozoit (Figures 6 i 7).
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Figura 6. Formes de D. fragilis esquematitzats: quist, prequist i trofozoit.
Font: Stark et al. (25)
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Figura 7. Formes D. fragilis per tincié amb hematoxilina férrica. Trofozoit (a-c);
prequist (d-f); quist (g-i). Font: Stark et al. (25)
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La forma de quist posseeix, tal i com mostren les imatges, una paret
gruixuda, amb una paret interna més irregular i membranosa que envolta
I'estructura nuclear del parasit. Aquesta estructura nuclear es manté identica
en la fase de trofozoit. Entre ambdues parets hi ha un espai anomenat espai
peritrofic. Tots els quists presenten dos nuclis, i cada nucli es fragmenta
en granuls de cromatina, sovint anomenats «paquets de cromatina» (25).
L'estructura de quist poques vegades s'identifica en les mostres de femta.
Per contra, la forma de prequist es troba amb més frequéncia.

Laformade prequist es caracteritza per una estructura esféerica compacta,
amb una reduccié de mida del 50% respecte la forma de trofozoit. Presenta
un citoplasma sense inclusions i més fosc, que indica la seva compactacio.

El trofozoit de la D. fragilis es una estructura pleomorfica i de forma
ovalada o arrodonida. Mesura entre 5-15 micres aproximadament. El
trofozoit és capag¢ de desplagar-se gracies a uns pseudopodes hialins,
disposats en forma de «ventall». El seu grau de mobilitat és depenent de la
temperatura a la que es troba, disminuint a temperatures baixes.

La D. fragilis viu exclusivament en el colon. Tal i com hem dit, els trofozoits
sén molt labils en femta presentant una escassa resisténcia al medi extern.
Peraltra part, la D. fragilis no presenta la forma de quist com a transmissor de
la infeccid, per aixo s'han generat les diverses hipotesi abans esmentades,
sobre la transmissié a través d'ous d'Enterobius parasitats per trofozoits de
D. fragilis.

El cicle vital proposat actualment queda resumit en la Figura 8.
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Trofozoits en
budell prim
huma.

transmissio feco-
oral, a través
d'aliments,
aigua..

Trofozoits,
prequist i quist en
femta

Ingesta de
prequists i/o
quists

Contaminacic
d'aliments i aigua

Supervivéncia en
ous de
neumatode
(Enterobius,
Ascaris)

Figura 8. Cicle vital D. fragilis. Els trofozoits ingerits presents en la llum intestinal es

multipliquen per fisié binaria i s'eliminen per la femta, juntament amb les formes

quistiques i prequistiques, contaminant aigua i aliments. la majoria d'aquests quists

seran vehiculats a través d'ous d'helmints que facilitaran la seva supervivéncia,

infectant altres hostes a través de la via feco-oral i per aliments contaminats, tancant
el cicle. Adaptat de Ogren etal.(22)

1.2.1.3. Mecanismes de transmissio
Classicament tal i com hem dit anteriorment s’han postulat dos

mecanismes de transmissié possibles:

e Transmissié fecal-oral (model classic): Els trofozoits es multipliquen
en el budell prim de I'hoste (humans i altres mamifers) i
posteriorment son excretats a través de la femta. Els trofozoits
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infecten aliments o aiglies que son ingerits per altres hostes
tancant el cicle i perpetuant la infeccio (25,26).

Transmissié per Enterobius vermicularis: Aquesta hipotesi esta
avalada per les altes taxes de coinfeccid, fet que podria explicar
que els trofozoits, que son labils i poc resistents fora del budell, es
vehicularien a través del ous dels oxilrs, parasitant aixi a I'hoste.
Hi ha dos estudis recents que mostren preséncia de DNA de D.
fragilis en els ous d'Enterobius vermicularis aixi com també en la
seva superficie (22,24), donant més forca a aquesta teoria. Tot i
aixi, la preséncia de DNA no confirma I'existéncia de parasit «viu» i
per tant caldrien més estudis en aquest sentit.

S’han proposat altres vies de transmissid, perdo amb menys suport de la

literatura:
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e Transmissi® persona-persona: Teoria avalada per la infeccid

sequencial de D. fragilis intrafamiliar, sense haver identificat com
a vector E. vermicularis (27) i sense haver pogut comprovar altres
focus de infeccid (a través d’animals doméstics o aliments) (28). Hi
ha pocs estudis publicats respecte aquesta via de transmissio

Transmissié zoonotica: Com qualsevol altre infeccid parasitaria la
D. fragilis es podria transmetre a través d'animals. Tot i aixi podria
existir reactivitat creuada amb parasits del mateix ordre, que
podrien portar a resultats falsos positius. Per altre part, en diversos
estudis publicats sembla que la potencial transmissié dels animals
als humans juga un paper minim (28,29).

e Aigua contaminada: Laigua potable contaminada per patogens

pot ser un focus important de transmissié de mdltiples infeccions
provocant brots comunitaris inclis en paisos desenvolupats.
Sovint I'aigua potable es pot contaminar en cas de precipitacions
abundants, problemes de xarxa o de distribucié d4aigua.
Kauppinenet al van publicar I'any 2019 un estudi on van identificar
D. fragilis en mostres d'aigua potable a Finlandia (30).
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1.2.1.4. Clinica

Malgrat els anys que fa que la D. fragilis es coneix, el seu paper
etiopatogenic com a causant de malaltia gastrointestinal és a dia d'avui,
encara controvertit. Sembla que la preséncia de D. fragilis en el budell pot
desencadenar una resposta inflamatoria local. Diversos estudis demostren
que el parasit te la capacitat d'adherir-se a la mucosa intestinal i causar un
dany directe en les cél-lules epitelials, provocant l'alliberacié de mediadors
inflamatoris i provocant de manera secundaria inflamacié del teixit
circumdant (11,13,19,31-33). S'ha suggerit també que la D. fragilis podria
interaccionar amb altres microorganismes presents en el budell, fet que
podria influir en la resposta immune i la fisiopatologia de la infeccid (11).
Per altra banda, determinats estudis han demostrat la presencia del parasit
en femta de pacients asimptomatics (16,21,33-35) mentre que d'altres
mostren possible correlacié entre simptomes i la troballa del parasit, amb
resolucio dels mateixos a l'erradicar la infeccié (12,14). En els casos en que
s'ha relacionat la infeccié amb patologia digestiva, la simptomatologia més
descrita ha estat diarrea (present en la majoria d'estudis en més del 80%
dels pacients), seguida de dolor o malestar abdominal (més de la meitat
dels pacients),urgéncia fecal (40%) i menys freqliientment nausees, vomits
o febre (<10%) (21,32). Una troballa relativament freqiient és l'eosinofilia,
que segons alguns estudis es pot observar fins en el 50% dels pacients
infectats (18,36). Tots els estudis realitzats, pero, acaben concloent que no
es pot assegurar una relacié causal clara i que sén necessaris estudis més
uniformes i amb mida mostral major. En aquest sentit, els estudis publicats
incloent poblacié pediatrica i ben dissenyats (amb comparacié amb grup
control) sén molt escassos i amb resultats contradictoris (36).

Un estudi recent de Aykur et al. (37) ha estudiat els nivells de
calprotectina fecal (CPF) en pacients infectats amb D. fragilis amb
I'objectiu de demostrar la patogenicitat del parasit. La CPF es una proteina
alliberada per neutrofils, monocits, macrofags i cél-lules epitelials de la
submucosa. La seva excrecié en femta indica inflamacié de la mucosa
intestinal. Aquest estudi va comparar nivells de CPF en pacients infectats
amb D. fragilis i els va comparar amb els nivells de CPF en controls sans
i amb pacients amb simptomes digestius no infectats per D. fragilis. Els
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nivells de CPF en pacients infectats van ser superiors al grup control amb
resultat estadisticament significatiu, perd quan es van comparar amb el
grup amb simptomes pero sense infeccid, tot i tenir uns resultats de CPF
majors, aquests no eren estadisticament significatius. Per tant, aquest
estudi tampoc demostra la possible lesié del parasit sobre la mucosa
intestinal.

En resum, en el moment actual, la fisiopatologia i el poder patogen real
dela D. fragilis encara continua sent objecte de debat. Son necessaris més
estudis, sobretot en poblacié pediatrica, per esbrinar si realment és causa
de patologia intestinal o simplement és una parasit comensal benigneiila
seva troballa en persones simptomatiques és merament incidental.

1.2.1.5. Diagnostic

El diagnostic de la D. fragilis es basa principalment en tres métodes: la
microscopia, el cultiu i la PCR (Taula 4). La Immunofluorescéncia indirecta
(IFl) te una gran especificitat pero escassa aplicacié clinica (38).

® Microscopia: La microscopia Optica és el métode classic de
diagnostic, pero és una tecnica amb especificitat limitada per la
dificil identificacié correcta del parasit, ja que presenta una gran
semblanca morfologica amb altres protozous. Precisament la
«fragilitat» caracteristica de la D. fragilis provoca que sovint no
es pugui visualitzar mitjancant aquest meéetode. La microscopia
Optica requereix una fixacié rapida de les mostres de femta i un
microscopista altament format. Aquesta fixacié es pot realitzar
per diferents métodes (alcohol polivilinic, acetat sodic -acid
acetic formalina, mertiolat iode-formol (MIF), lugol (11,13,39,40).
Un cop fixada la mostra fecal, es procedeix a la tincié. La tincid
més utilitzada actualment és I'hematoxilina férrica de Heidenhain
(25,41). Per augmentar el rendiment de les mostres, es recomana
que aquesta es processi el més rapidament possible després de la
defecacid. En la practica clinica real aquesta rapidesa sovint és poc
viable, donat que les mostres es processen hores (o inclis dies)
després de la seva obtencid, fet que augmenta la taxa de falsos
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negatius (42). Una altra dificultat afegida, és la secreci6 fasica
del parasit i la seva eliminacié intermitent. La carrega parasitaria
pot ser molt elevada un dia, sent practicament inexistent els dies
posteriors.

Amb l'objectiu d'evitar els falsos negatius derivats de I'excrecid
fasica, la majoria del laboratoris han implementat el Triple Test
Fecal (TFT). El TFT consisteix en la recollida de tres mostres de
femta en 3 dies consecutius, processant-les amb técniques que
combinen metodes de fixacié i de concentracio, fet que millora el
rendiment del resultat i per tant s'augmenta la sensibilitat (42,43).
Als pacients se'ls proporciona un kit amb tres tubs (dos tubs amb
fixadoriuntub buit). Aquest procedimentte 'inconvenient que pot
endarrerir el diagnostic tres dies, alhora que sovint molts pacients
no aporten correctament totes les mostres (per excés o defecte de
la quantitat de femta en els diferents tubs). Finalment és necessari
també un microbioleg expert que sigui capag de diferenciar la D.
fragilis d'altres protozous (42).

Cultiu

La D. fragilis a diferéncia d'altres protozous precisa de flora
bacteriana pel seu creixement (cultiu xenic) (44-46), no creixent
en els coprocultius convencionals on s'inhibeix la flora comensal.
Per millorar-ne el rendiment, en general, cal enriquir el medi amb
midé d'arros, citrat ferric, acid ascorbic i L-cysteina (46). Tot i que
el cultiu és més sensible que la microscopia, en general és poc
utilitzat en els laboratoris de microbiologia per la seva laboriositat.

PCR convencional i la Real-Time PCR

Les tecniques de biologia molecular son el diagnostic d'eleccié
per la majoria dels autors (15,29,41,44,47). La técnica de la PCR
permet detectar i amplificar segments especifics de DNA de D.
fragilis. La Real-time PCR redueix a més el risc de contaminacié
del DNA, i per tant permet un diagnostic més rapid i més sensible
que el TFT i la PCR convencional (15,17,42). Stark et al. (44) va
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comparar la microscopia classica, dues técniques de cultiu, la real-
time PCR i la PCR convencional. Va incloure 650 mostres de femta.
En 35/650 va identificar D. fragilis per Real-time PCR, 15/650 per
PCR convencional, 14/650 per cultiu i 12/650 per microscopia. La
sensibilitat i I'especificitat per la Real-time PCR va ser del 100%
respectivament, mentre que per la PCR convencional va ser del
42,9%i1100% respectivament, i del 34,3% i 99% per la microscopia.
Determinant pertant, que la Real-time PCR és el métode diagnostic
d'eleccié per la infeccid per D. fragilis.

Taula 4. Comparacié de les diferents técniques diagnostiques de D. fragilis.
Van Gestel et al. (42)

Availability Worldwide Worldwide Developed countries
Basic laboratory Microscope, skilled technologist, Microscope, skilled technologist fixative, Laboratory with PCR facility, D. fragilis-specific
requirements fixative and staining method concentration method, permanent stain PCR setup
Patient Refrigeration not required after Collecting on 3 consecutive days with No special procedures. Special collection
instructions collecting, but D. fragilis rapidly right fixative immediately after buffers preserve intactness of DNA for
degrades after collection, thus rapid defecation. Refrigeration not required prolonged periods at room temperature
fixation is required after collecting
Laboratory costs €40 for the detection of most common €47 per TFT sample for all enteric €40 for fully automated PCR on D. fragilis
per test” enteric protozoa protozoa (Giardia lamblia, Cryptosporidium,
Entamoeba histolytica and Blastocystis) in our
laboratory
Sensitivity + ++ 4
Specificity + ++ ++40

*Assuming required infrastructure is already present and thus of no consequence on pnce per test.
"There is some discussion as some PCRs may detect a ially fragilis subspecies from pigs (Stark et al,, 2016).

1.2.1.6. Tractament

No hi haun consens claren el tractament de la D. fragilis, tant pels dubtes
sobre la seva veritable capacitat patbgena com pel conegut caracter auto
limitat de la infeccié en la majoria dels casos (42,48). Els estudis publicats
es basen en cohorts petites i no controlades amb placebo, fet que
complica l'evidencia de l'eficacia dels tractament proposats. Tot i que el
farmac més utilitzat és el metronidazol (21,35,49), alguns autors proposen
el clioquinol com antiparasitari de primera linia (31) mentre que d‘altres
recomanen la paromomicina, antiparasitari intraluminal, per presentar una
millor eficacia i menys efectes adversos (21,48,50). La recomanacié actual
del CDC (Centers of Disease Control 2017 (URL. https://www. cdc. gov/
parasites/dientamoeba/health_professionals/index. html) és el tractament
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amb lodoquinol (no comercialitzat en el nostre pais), metronidazol o
paromomicina (Taula 5).

Taula 5. Dosis d'antiparasitaris recomanats

Metronidazol 30-40 mg/kg/dia x 10 dies (31,35)
Paromomicina 25-35 mg/kg/dia x 7 dies (48,50)
Clioquinol 15 mg/kg/dia 5-10 dies (31)

En un estudi recent, van Kalleveen et al. (36) proposen tant la
paromomicina i com el clioquinol com a tractament d'eleccié, per tenir
un espectre més reduit amb menys efectes secundaris en comparacié al
metronidazol, alhora que ambdds presenten una taxa d'erradicacié més
alta que aquest ultim.

1.2.2. Infeccié per Helicobacter pylori

LU'Helicobacter pylori (H. pylori) és una bactéria gram negativa,
d'estructura helicoidal i flagel-lada, identificada per primera vegada I'any
1982 per dos investigadors australians, Barry Marshall i Robin Warren.
Presenta un conegut potencial patogénic, fet que I'ha portat a ser la
principal causa de patologia ulcerosa peptica alhora que se li adjudica
també un poder oncogeénic actualment ja poc discutit.

1.2.2.1. Epidemiologia

L'H. pylori habita en I'estomac huma d'aproximadament el 60% de la
poblacié mundial (51) i que pot conduir a gastritis cronica, Ulcera peptica,
adenocarcinoma gastric i limfoma MALT (limfoma del teixit limfatic associat
a la mucosa) (52). La seva prevalenca és especialment elevada en paisos
de rendes baixes, en els quals aquesta, pot arribar al 80% (53). Aquest
fet és propiciat per condicions higiéniques deficients, aglomeracions o
amuntegament de persones, facilitant la transmissié oral-oral i/o fecal-oral.
S’han publicat recentment dos metaanalisis que mostren dades una mica
diferents pel que fa a la prevalenca de I'H. pylori a nivell mundial. El primer
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d'ells(54) mostra que la major prevalenca és al continent africa on potarribar
al 79%, América Llatina i Carib fins al 63% i Asia al voltant del 54%, trobant
una prevalenca inferior a America del Nord amb un 37% i Oceania amb un
24%. La prevalenca a Europa és variable, mostrant concretament a Espanya
unes taxes entre el 50-60%. Aquest autor suggereix que aproximadament
4,4 bilions de persones estan infectades i que per tant I'H. pylori afecta al
60% de la poblacié a nivell global.

Prevalence
Not known
<20%
20-34.9%

W 35-54.9%

W 55-69.9%

. =70%

Created with mapchart.net @

Figura 9. Prevalenca mundial de |'Helicobacter Pylori. Zamani et al. (52)

Per altra banda, aquest estudi apunta que aquesta taxa global de
prevalenca tant elevada, presenta una tendéncia a la baixa en els paisos
industrialitzats en el que portem de segle XXI. Per contra en els paisos
en vies de desenvolupament, la prevalenca va en augment (54). Dades
també recentment publicades en un segon metaanalisis (52) mostren en
canvi una prevalenca per H. pylori menor (Figura 9). Segons Zamani et al.
(52), en paisos en vies de desenvolupament la prevalenga és del 50,8%
(IC 95%: 46,8-54,7) mentre que en paisos desenvolupats és del 34,7%
(IC 95%: 30,2-39,3) amb una prevalenca global del 44,3% (Figura 10),
a diferéncia de I'estudi de Hooi et al. (54) on es descriu una prevalenca
global del 60%. Un article publicataquest any 2023 mostra una disminucid
progressiva de la infeccié d'H. pylori a nivell global, del 50-55% al 43%
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entre l'any 2014 i el 2020 (55) atribuint aquest descens a la confluencia
de diferents factors com ara la millora de |'estatus sdcio-economics, de les
condicions de vida i millora també en les politiques d’higiene.

Africa e
Asia boe

Europe - e

Latin America & i
the Caribbean |

Northermn America - ——

Continert

Oceania - b ; i

Overall 4 O

T T -1 T T T
0 20 40 60 80 100
Infection rate (%) and 95% CI

Figura 10. Prevalenca de H. pylori en els sis continents. La linea central representa la
prevalenca global a nivell mundial (44,3%). Zamani et al. (52)

En ambdds metaanalisis es mostra una prevalenca a Espanya similar,
amb taxes entre el 60 i el 70%. Pel que fa a la distribucié per géneres,
de manera global, la prevalenca és major en sexe masculi (46,3%)
en comparacié al sexe femeni (42,7%), tot i que la diferéncia no és
estadisticament significativa (52). Si mirem la distribucié per edats, la
poblacié adulta presenta unes taxes d'infeccid superiors que la poblacié
infantil (48,6% enfront de 32,6%) (52) (Figura 11).
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Figura 11. Prevalenca de H. pylori per grups d'edat en els sis continents. a, adults;
C, children. zamani et al. (52)

Tot i aixi, altres autors han mostrat dades diferents pel que fa a la
distribucié per edat i sexe. Ibrahim et al. (56) en un metaanalisis publicat
I'any 2017, avalua un total de 244 estudis la majoria transversals, on mostra
una major prevalenca de la infeccid per H. pylori en sexe masculi tant
en poblacidé infantil (102 estudis. OR=1,02) com en poblacié adulta (169
estudis. OR=1,12). El motiu pel qual el sexe potinfluir en 'adquisicié o en la
persistencia de la infeccio, de moment és desconegut. Tot i aixi, la majoria
dels estudis avaluats en el metaanalisis de lbrahim et al, que mostraven una
major associacié entre sexe masculi i edat infantil, eren estudis realitzats a
Africa i amb mides mostrals petits, i per tant els resultats s'han d'interpretar
amb cautela. Una de les causes que s’ha proposat perjustificar 'augment de
la infeccié en el sexe masculi és la diferéncia d'exposicié a diferents factors
ambientals, com ara el tabaquisme. El tabac s’ha associat a un augment
del risc d'infeccid per H. pylori aixi com també a un major fracas a la seva
erradicacio (57-59). També hi ha factors fisiologics i hormonals que poden
explicar aquesta diferéncia entre sexes, afectant la immunitat i la resposta
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inflamatoria de manera diferents entre homes i dones (60). Els esteroides
sexuals son hormones que actuen sobre multiples organs diana (Sistema
Nerviés Central (SNC), os, organs reproductors, sistema immunitari. . )
i poden influir en el desenvolupament, maduracid i activitat del sistema
immune. Es conegut que la Deshidroepiandrosterona (DHEA) promou la
produccidé de citocines IL2 i IFN, estimulant també el desenvolupament de
laimmunitat cel-lular, mentre que els estrogens afavoreixen l'activacié de les
cél-lules B, estimulades en part per la L4, IL 6 i la IL10 (60). Per tant, aquest
fet podria justificar la diferent respost i per tant la diferent prevalenca de
determinades infeccions entre el sexe masculi i el femeni.

1.2.2.2. Factors associats a la infeccié per Helicobacter pylori

Factors demografics i socio-economics

Diferents estudis (53,61,62) han mostrat que les poblacions amb
major poder adquisitiu i major nivell cultural presenten taxes inferiors de
infeccié per H. pylori. També s’han trobat diferéncies entre zones rurals i
urbanes, amb un augment de la prevalenca en les primeres (75% i 50%
respectivament) (53). En el mateix sentit, la creixent urbanitzacié del
mon rural s'esta associant amb una disminucié progressiva de les taxes
d'infeccié. S'ha vist també que un millor status socio-economic no només
redueix el risc d'infeccio sind que redueix també el risc de presentar lesions
que poden portar a neoplasia gastrica, atrofia i metaplasia intestinal (61).

Dieta i estil de vida

Un estudi realitzat amb 166 adults a Portugal (63) va trobar una major
prevalenca de H. pylori en persones que consumien pocs vegetals i fruites,
alhora que mostraven un elevat consum d‘aliments fregits i de greix saturat.
També s'ha trobat més prevalenca en persones que tenen un elevat
consum de sal, de carn processada, carn vermella i de tabac. En aquest
cas, també presenten més risc de neoplasia gastrica (53,63). Pel que fa
altres components de la dieta (vitamina A, vitamina C, vitamina E, Beta-
carotens, flavonoides), els estudis no sén concloents. Tampoc ho sén pel
que fa a la relacié amb el consum d'alcohol i I'exercici fisic (63). Tot i aixi,
independentment de la infeccié per H. pylori, es manté la recomanacié de

47



Introduccid

reduir I'alcohol i de realitzar una dieta mediterrania per la prevencié del
cancer gastric (64).

Reservori i transmissio

Hi ha diferents hipotesi sobre el reservorinatural de I'H. pyloriiles seves
vies de transmissiod. Les rutes de transmissié actualment no es coneixen
amb exactitud, perd sembla que la transmissié persona-persona és la via
més probable sobretot en els paisos industrialitzats (65). S’han descrit cinc
possibles vies de transmissié: oral-oral, fecal-oral, gastric-oral, anal-oral i
genital-oral. En un estudi (65) recent es postula la via fecal -oral com la
via més frequent de transmissid. La via gastric -oral quedaria restringida
a la transmissié en nens a través dels vomits. La resta de vies tenen
una freqiéncia poc rellevant. També s'ha descrit la transmissio a través
d'aliments(aigua contaminada, lletno pasteuritzada, aliments crus que han
estat rentats amb aigua contaminada o carn (especialment el porc) (65-
68). La transmissid a través d'aigua contaminada o d‘aliments contaminats
és la via més freqlient en paisos en vies de desenvolupament (65). Es
conegut que I'H. pylori no resisteix massa temps fora de l'organisme, fet
que evidencia que la seva transmissié requereix un contacte interpersonal
estret (67). Tot i aixi alguns estudis indiquen que I'H. pylori és capac de
sobreviure en aigua, llet, fruites i verdures fresques i carns fresques per
sota dels 30° (66). Per altra banda, qualsevol aliment que presenti un pH
entre 4,9 i 6 o que sigui ric en urea (com és el cas de la llet) pot facilitar
també la seva supervivencia (65). Com a reservoris extra-gastrics de I'H.
pylori diferents estudis han demostrat la seva preséncia en mostres de
saliva, llengua, placa dental, teixit amigdalar i en conductes radiculars
dentaris (68,69). Una altra font d'infeccié sén els animals. Diversos autors
han investigat la preséncia de H. pylori en gats, gossos, rates i ovelles,
sent aquestes Ultimes un dels reservoris naturals més probable (69).

48



Introduccié

1.2.2.3. Fisiopatologia i factors de viruléncia

La infeccid per H. pylori no causa malaltia en la majoria de les persones
infectades, pero si que és un factor de risc per Ulcera péptica, sent el
responsable de la majoria de Ulceres gastriques i duodenals. L'any 1994,
I'Oficina Internacional de Investigacié del Cancer va classificar I'H. pylori
com a agent carcinogen en humans, re confirmant-se I'any 2009 en base
a les dades epidemiologiques del moment (68), i acceptant-se cada cop
més, com a causa important de cancer d'estémac i limfoma MALT. També
I'any 1994 el Nacional Institute of Health recomana el tractament de I'H.
pylori per ser la causa principal de patologia ulcerosa péeptica en I'home.
Finalment Marshall i Warren, després de més de 20 anys d'investigacio, van
ser guardonats amb el premi Nobel de Medicina pel seus innombrables
treballs en aquest sentit. Aquest investigadors van trencar un dels dogmes
medics més arrelats fins aquell moment, que relacionaven de manera
historica I'Glcera peptica amb els estils de vida i I'estres.

L'H. pylori te la capacitat de colonitzar i sobreviure en un medi tan hostil,
com és l'acidesa gastrica. Es precisament aquesta acidesa la que protegeix
I'organisme dels multiples microorganismes que ens arriben constantment
per via digestiva. L'Helicobacter posseeix una série de mecanismes que li
permeten adaptar-se al pH acid, migrar cap a la capa de moc, travessar-la i
aconseguir arribar a la mucosa, on desplegara el seu poder patogénic. Els
factors de viruléncia (Figura 10) més rellevants que li confereixen aquesta
alta patogenicitat es detallen a continuacid, de manera resumida:

® Produccié d'ureasa: L'H. pylori no sobreviu en medis acids que
presentin un pH menor a 4. La seva capacitat de sobreviure en
l'estémac és gracies a la produccié d'ureasa, que hidrolitza la urea
en amoni (NH3) i dioxid de carboni (CO,) formant un navol alcali
que lailla de I'acidesa gastrica (68,70). EI NH3 i el CO, difonen cap
a l'espai periplasmatic, on el CO,, gracies a I'accié de l'anhidrasa
carbonica del periplasma es dissocia en HCO3 i H+, fet que permet
una major aclimatacié del la bactéria a l'augmentar el pH fins a
6. 0. Altres gérmens, com el Proteus mirabilis i |'Staphylococcus
saprophyticus també sén productors d'ureasa (70). Aquest entorn
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«alcali» permet la supervivencia de I'helicobacter mentre es
desplacga a cap a la capa mucosa de l'epiteli gastric el qual té ja
un pH més alt. La capa de moc te per funcié protegir la mucosa
gastrica de l'acid clorhidric segregat per les cél-lules parietals
gastriques.

Estructura helicoidal: Aquesta estructura permet a I'H. pylori
enganxar-se a la mucosa gastrica i travessar-la. Lacidesa gastrica
proporciona una elevada viscoelasticitat a la capa de moc,
dificultant I'adherencia dels patogens. Amb l'augment del pH
gracies a l'activitat ureasica del H. pylori, aquesta viscositat es perd,
facilitant la seva adheréncia (70). Per altra part, la seva estructura
helicoidal li confereix un moviment rapid, endinsant-se dins la
capa de moc, arribant a la part més profunda de la paret, on el pH
és més alt. Podriem dir doncs, que el moviment que realitza per
penetra la capa de moc, s'assembla al moviment d'un llevataps.
Alhora la bactéria sintetitza una proteasa que «digereix» el moc,
facilitant la seva penetracié (71).

Flagels: L'H. pylori presenta entre 2 i é flagels que li donen
més rapidesa de moviment. Els flagels estan formats per dues
subunitats proteiques anomenades Flagelines. La flagelina A(FlaA)
que es troba en la regid exterior, i la Flagelina B (FlaB) situada en
la base del flagel. Ambdues subunitats son imprescindibles per
aconseguir una motilitat rapida i perfecta (70). El nimero de flagels
també sembla que ésimportant. Alguns estudis han demostrat una
velocitat major, en un medi viscds, en bactéries que presentaven 4
flagels en comparacié a les que en presentaven 3 (72).

Activitat quimiotactica: Les cel-lules de l'epiteli gastric secreten
de manera continua, substancies quimiques com ara la urea, el
carbonat sodic i el carbonat potassic, que atreuen I'H. pylori cap
un pH més alt, buscant el seu ninxol ecologic natural (70). Tot i aixi
poc es coneix de l'activitat quimiotactica del H. pylori, tot i que
sembla que aquesta disminuiria en pH<3. Aquest moviment de
I'H. pylori buscant aquest pH més elevat és possible gracies a 4
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quimioreceptors: TIpA, TIpB, TIpC i TIpD. Aquests quimioreceptors
sén proteines transmembrana, de les quals el TIpB és el que
juga un paper més important. Consten de dos dominis, un
citoplasmatic i l'altre periplasmatic. La seva funcié és «conduir» la
bactéria cap ala capa mucosa, on el pH com hem dit és més elevat
(70,73,74). La inactivacid del TIpA i del TIpD ha mostrat disminucié
de la colonitzacié de H. pylori en models animals, demostrant la
importancia d'aquests quimioreceptors en la infeccio (74).

Proteines de la membrana externa (PME)

Un cop I'H. pylori ha aconseguit arribar a la capa mucosa, cal que
s'hi adhereixi. Aquesta adherencia ve facilitada per una série de
proteines que es troben en la seva membrana externa. S'han
descrit cinc grans families de PME: BabA (HopS), SabA (HopP),
OipA (HopH), HopQ i AlpA/B (HopC/B ) (73) El mecanisme d'accid
de les diferents proteines de membrana es mostra en la Taula 6.

e BabA (blood antigen binding adhesion): es l'adhesina
més estudiada i caracteritzada. Interactua amb les cel-lules
epitelials a través dels antigens de Lewis B, fucosilats dels
grups sanguinis ABO de I'huma. S’han identificat 3 al-lels
bab (babA1, babA2 i babA3), pero només el babA2 és
funcionalmentactiu (71,73). La unié del babA2 amb l'antigen
de Lewis produeix el trencament de la doble cadena de
DNA, augmentant I'adherencia i facilitant el contacte amb la
mucosa, provocant una intensa resposta inflamatoria.

* SabA (sialic acid binding adhesion): Es |la segona adhesina
millor caracteritzada. El SabA s'uneix als receptors de l'acid
sialic dels antigens de Lewis-syalyl, que estan expressats en el
teixit gastric inflamat. El SabA s'associa al desenvolupament
de metaplasia intestinals, atrofia gastrica i neoplasia gastrica
(71,73,74).

* OipA (proteina de membrana externa inflamatoria): Tots els
H. pylori presenten el gen OipA que codifica per aquesta
proteina, perd només alguns helicobacters I'expressen. La
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OipA, a part de tenir la seva funcié d'adhesid, esta associada
a la resposta proinflamatoria, augmentant la produccié de
IL8 (73).

HopQ: Aquesta adhesina s'uneix al complexe
Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule
(CEACAM). Aquesta interaccié a part de desencadenar
resposta inflamatoria, permet la fosforilacié i translocacié de
la oncoproteina CagA per via T4SS, per mecanisme encara
desconegut. El CagA és una de les proteines que confereix
a I'Helicobacter el seu poder oncogénic. Alguns estudis
epidemiologics apunten que l'al-lel tipus1 del HopQ és més
prevalent en soques de H. pylori asiatiques fet que podria
explicar la distribucié geografica de la neoplasia gastrica
(75).

e Alp A/B: Intervenen també en [|adheréncia del

microorganisme a les cél-lules epitelials gastriques, unint-
se principalment al col-lagen IV i a la laminina de la matriu
extracel-lular. Aquestes proteines tenen un rol clar en la
colonitzacid, pero és dubtés el seu paper en la patogénia de
la infeccid, ja que la seva implicacié en l'activacié del CagA
i en la produccié de IL8 no ha estat encara ben demostrada

(73).

Taula 6. Mecanisme d'accié de les proteines de membrana externa de I'H. pylori.

Matsuo et al. (55)

Outer Membrane Protein Interaction Partner Suggested Protein Function
Lewis B . .
- : _ Adt to host cell, enhanc
BabA (HopS) Globo H hexaglycosylceramide, tranl?:‘_:‘ll“it; ‘:_;bc;eA "H:a ;’[:?4%‘;
Globo A heptaglycosylceramide ) 8 -
SabA (HopP) Sialyl Lewis X, Sialyl Lewis A, Lewis X  Adhesin to host cell
. Adhesion, induction of
OipA (HopH) Not known inflammatory cytokine production
HopQ CEACAML 3,5, 6 Adhesion to host cell,

AlpA /B (HopC/B)

translocation of CagA via the T4SS
Collagen IV, Laminin Adhesion to ECM
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e Lipopolissacarid (LPS): El LPS és factor de viruléncia de baixa
toxicitat si el comparem amb el d'altres bacteris gramnegatius.
Posseeix en el seu antigen O, els carbohidrats de Lewis «x» (Lex)
i/o de Lewis «y» (LeY), el quals tenen la funcié d'evadir la resposta
immune. durant la colonitzacié de l'epiteli gastric, ja que produeix
un mimetisme molecular que protegeix a la bacteria de la resposta
immunitaria de I'hoste. El grau d'expressié d'aquests antigen és
variable entre soques i dependra també del pH i del tipus de
antigen de Lewis que s'expressi en les cél-lules epitelials o en les
cél-lules sanguinies (71).

* Enzims: L'H. pylori sintetitza diversos enzims, com ara mucinases,
lipases, proteases, catalases i dismutases que tenen per funcid
protegir-lo dels metabolits toxics procedents de processos
oxidatius de defensa per part dels macrofags i dels neutrofils.
Produeixen també proteines de xoc térmic (groEL i groEs) que
tenen la capacitat d'augmentar l'activitat ureasica (71). L'H. pylori
produeix també l'enzim gamma-glutamil transferassa (GGT)
que catalitza la conversié de glutamina en glutamat i amoni,
induint l'apoptosiila necrosi tissular. L'activitat de la GGT s'ha vist
augmentada en pacient amb ulcera peptica (76).

e Citotoxina vacuolitzant (vacA): Aquesta citotoxina, codificada
pel gen vacA, la produeixen tots el H. pylori. La seva funcid és
la vacuolitzacié de la cel-lula epitelial, a través de la formacié de
canalstransmembrana, induintsecundariament la seva apoptosis.
També te la propietat d'alliberar el citocrom C de la mitocondria,
el qual acaba d'ajudar al procés apoptotic. L'activitat vacuolitzant
es presenta en el 50-60% de les soques, malgrat que tot els H.
pylori presenten el gen vacA. Aquesta capacitat vacuolitzant no
s'ha trobat en altres espeécies d'helicobacters ni altres bactéries
gramnegatives. El gen vacA presenta un mosaicisme genétic
basat en diferéncies al-leéliques que li confereixen més o menys
citotoxicitat(71).La preséncia devacA potinduirtambé I'expressid
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dela proteina de creixementvascular endotelial (VEGF) implicada
en el desenvolupament de processos neoplasics, per la seva
capacitat neoangiogenica.

Citotoxina cagA: El gen cagA es troba en 60% de les soques
d'H. pylori. Codifica per la citotoxina cagA i és un dels factors
de virulencia més estudiats. Juga un paper molt rellevant en el
desenvolupament de la gastritis atrofica, I'Ulcera pepticai el cancer
gastric. Indueix la produccié de citocines inflamatories, com la IL8
i ajuda al reclutament de leucocits. El gen cagA és el responsable
de la sintesi de fosfataxa SHP-2 (protein tyrosine phosphatase),
relacionada amb la carcinogénesis gastrica, per contribuir a una
proliferacié cel-lular excessiva (74).

* Aspectes immunologics: La infeccié per H. pylori engloba tant

mecanismes de la immunitat innata com de I'adquirida. Alguns
antigens de la bacteria s'uneixen als receptors de membrana de
la cel-lules epitelials gastriques, els anomenats toll-like-receptors
(TLRs). Aquesta interaccié activa les vies de senyalitzacié i la
produccié de diferents citocines (76). Com a conseqiéncia es
produeix una infiltracié de la mucosa gastrica per neutrofils i
cél-lules mononucleades, amb activacié dels limfocits CD4 positius
i en menys intensitat dels CD8 positius.

La Taula 7 mostra de manera esquematica els diferents factors de

viruléncia que intervenen en la infeccié per H. pylori.
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Taula 7. Resum dels factors de viruléncia de I'H. pylori. Adaptat de Brito et al. (76)

Aspectes

Colonitzacio Patogenia : ..
g immunologics

Flagels

Quimiotaxis

Adheréncia

Resposta Th1

Niquel

CD4iCD8 Cél-lules T

En la Figura 12 es mostra de manera esquematica la fisiopatologia de la
infeccié per H. pylori.
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B Motility. urease, adhesins T485-dependent Innate immune evasion
translocation of 1
CagA, heptose I |
metabolites and others
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Layer
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Figura 12. Infeccié per H. pylori i patogénesis. aspectes claus de la colonitzacié bac-
teriana inclouen la motilitat flagel-lar, 'activitat ureasica, els mecanismes d'adhesié
i el dany en l'epiteli gastric a causa de la vacuolitzacid. La citotoxina caga és la res-
ponsable de l'activacié de diferents vies inflamatories que induiran a la infiltracié
de neutrofils i polimorfonuclears (pmn) provocant una gastritis progressiva. Per altra
banda la resposta immune de I'hoste es caracteritza per una invasié de la mucosa
per pmn seguit d'una activacié de la resposta immune innata i adaptativa a través de
la interaccié del complex T helper 1 (TH1), TH17 i cél-lules t reguladores (Treg). Font:
Malfertheiner et als. (55)

1.2.2.. Helicobacter pylori i microbioma

Cada cop existeix més evidencia sobre la importancia de la microbiota
intestinal humana per preservar el nostre estat de salut i mantenir un
sistema immune sa i competent. Algunes substancies produides per la
microbiota, com ara els acids grassos de cadena curta, han demostrat que
poden modular les vies de la inflamacid i la tumorogenesis (77,78). Quan es
produeix una alteracié de la nostra microbiota per preséncia de gérmens
patdgens o bé per Us d'antibiotics, pot haver-hi un impacte negatiu en el
control de la inflamacid i la carcinogenesis (78). La preséncia d'H. pylori
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en la mucosa gastrica es capag d'alterar el microbioma gastric i facilitar
la inflamacid, actuant com a «trigger» de processos neoplasics (79,80).
Classicament s’havia pensat que l'estdmac era un organ esteril degut a
que la seva acidesa impedia el creixement de bactéries. Actualment es
coneix que no és aixi. El microbioma gastric esta representat per 4 phyla
(Proteobacteria,Bacteroides, Firmicutes i Actinobacteria) (78). S'ha observat
que en pacients pediatrics infectats per H. pylori hi ha un predomini de
bacteroides amb una disminucié de Firmicutes i Actinobacteries en
comparacié amb nens noinfectats per H. pyloriipertantamb una disminucié
clara de la diversitat bacteriana habitual ja en edat infantil (81,82). Aquesta
disbiosis podria afavorir canvis inflamatoris i precancerosos actuant de
manera sinérgica amb el conegut poder carcinogen de I'H. pylori (78).

1.2.2.5. Clinica

La colonitzacié de l'estémac huma per I'H. pylori sol produir-se
habitualment durant la infantesa, i persisteix durant tota la vida sense el
tractament adequat. Totes les persones infectades presenten una resposta
inflamatoria i immune davant la bacteria, tot i que aquest fet no es coneix
del cert (83). La persistencia del germen en la mucosa gastrica sembla
que juga un paper important en les malalties associades a la infeccié, com
ara la Ulcera gastrica i duodenal, I'adenocarcinoma i el limfoma MALT.
Tot i aixi, la majoria de les persones infectades per H. pylori (>80%) mai
desenvoluparan cap d'aquestes patologies i romandran asimptomatiques
tota la vida (83). Aquesta dada és de vital importancia de cara a evitar
el sobretractament, ja que no sempre que hi ha colonitzacid, hi haura
malaltia.

Manifestacions gastrointestinals:

e Gastritis cronica: Secundaria a la inflamacié de l'epiteli gastric i al
dany de la mucosa. La causa més freqlient de la gastritis cronica a
nivell mundial és la infeccié per H. pylori. Generalment la gastritis
cronica és asimptomatica. La infeccié produeix una afectacié de
les cel-lules D responsables de la produccié de Somastostatina
(SMS) de manera que hi ha una disminucié dels nivells de SMS,
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la qual cosa estimula les cél-lules G de I'antre, que augmenten la
produccié de gastrina, estimulant a la seva vegada la produccid
de HCl per les cel-lules parietals gastriques. Laugment de I'acidesa
afavoreix la Ulcera gastro-duodenal (68).

Ulcera péptica: La patologia ulcerosa és una causa de morbi-
mortalitat freqlent a nivell mundial. Sovint cursa també de manera
asimptomatica. Les formes simptomatiques expressen un ventall
de manifestacions cliniques molt amplia: distensié abdominal,
epigastralgia-dispépsia, sensacié de plenitud, nausees, sacietat
precog i dolor abdominal (68). Les causes més frequients de ulcus
sén la infeccié per H. pylori i el consum de antiinflamatoris no
esteroidals (AINES)o ambdds.

Cancer gastric: El cancer gastric la cinquena neoplasia més
freqlent a nivell mundial i la tercera causa de mort per etiologia
oncologica. Elsfactors de risc més coneguts de cancer gastricsén la
infeccid per H. pylori, l'edat, I'elevat consum de sal i el baix consum
de fruites i vegetals (68). Tal i com s’ha explicat anteriorment,
algunes soques d'H. pylori expressen factors de virulencia amb un
elevat poder oncogenic, fet que apunta que la infeccid no tractada
juntament amb factors ambientals predisponents i determinants
genetics de I'hoste poden comportar el desenvolupament de
la neoplasia. Alguns estudis apunten que l'elevat consum de sal
afavoreix el creixement de les soques cagA, i per tantincrementant
el risc oncogénic (68,84-86). Per contra, l'all, la cldrcuma, la
vitamina C i aliments rics en licopens sembla que tinguin efecte
protector, disminuint la incidéncia de la infeccié i per tant reduint
el desenvolupament de neoplasia gastrica (87-89). Alguns autors
apunten que una dieta rica en verdures i fruites i baixa en sal i carn
processada te un alt poder profilactic en les taxes d'infeccié de H.
pylori i reduint per tant, el risc de neoplasia gastrica (68).

Limfoma de teixit limfoide associat a mucosa (MALT): La relacié
causal entre el limfoma MALT en mucosa gastrica i la infeccié per
H. pylori s’ha demostrat ampliament en la literatura. Sén limfomes
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de baix grau, perd que poden evolucionar cap a la neoplasia. En
la etapa precog del limfoma el tractament inicial (i sovint Unic) és la
erradicacié de la infeccid. En fases més avancades sera necessari
associar tractament immunosupressors i /o quimioterapia (20).

Manifestacions extraintestinals:

e Anémia ferropénica i déficit de Vitamina B12: L'H. pylori produeix
una hipo/aclorhidria i una atrofia gastrica. Aquests dos factors
redueixen l'absorcié correcta del ferro. S'ha vist que aquest déficit
de ferro sembla que és més marcat en pacients infectats que
sobrexpressen el gen sabA (91), conegut factor de viruléncia com
s'ha referenciat préviament. Per altra banda, la gastritis atrofica
redueix la sintesi de factor intrinsec per la cél-lula parietal gastrica
(CPG), fet que redueix secundariament la correcta absorcié de
vitamina B12, empitjorant I'anemia (68).

e Parpura Trombocitopénica Idiopatica (PTI): La PTl és una
malaltia autoimmune causada per la produccié danticossos
dirigits contra antigens de superficie de les plaquetes. Diferents
estudis han demostrat que en pacients amb PTI i infectats per H.
pylori, l'erradicacié de la infeccié ha millorat significativament la
plaguetopénia (92,93). El mecanisme d'accié més ampliament
acceptat és la reaccid creuada entre els anticossos dirigits contra
els antigens de superficie de I'H. pylori (sobretot cagA i vac A) i
els antigens de superficie plaquetar (GP llb/llla, GP Ib/IX, and
GP la/lla). Un altre mecanisme proposat és la interaccié entre la
IgG anti-H. pylori en pacients infectats i la preséencia de factor de
Von Willebran present en la membrana cel-lular d'algunes soques
de H. pylori fet que provocaria l'activacio i 'agregacié plaquetar,
contribuint encara més a la disminucié de les plaquetes circulants
(94).

e Halitosis: la prevalenca de I'halitosi varia en la poblacié general
entre un 22-50%. Multiples estudis han intentat demostrar una
relacié causal entre lainfeccid per H. pyloriila preséncia de I'halitosi
(95,96). Tot i aixi, donat que la causa més freqlient de I'halitosi és
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una deficient higiene buco-dental, no s'ha pogut establir, fins ara
una correlacié clara amb la infeccié ni una millora de I'halitosi amb
I'erradicacié de I'H. pylori en pacients infectats (97).

Dolor abdominal recurrent: No s’ha establert una relacié causal
entre la infeccié per H. pylori i el dolor abdominal recurrent sense
signes d'alarma (98). Es consideren signes d'alarma el dolor intens
en quadrant superior o inferior, hematémesis, vomits persistents,
pérdua involuntaria de pes, melenes, antecedents familiars o
personals de malaltia inflamatoria intestinal etc. .

¢ Talla baixa: Hi ha molts pocs estudis ben dissenyats que avaluin

la relacié entre la infeccid H. pylori i el retard de creixement, i la
millora d'aquest amb l'erradicacié de la infeccié. En I'actualitat es
desaconsella la investigacio sistematica de I'H. pylori dins 'estudi
del nen amb talla baixa (98).

En poblacié adulta s'ha intentat relacionar la infeccié H. pylori
amb esteatosi hepatica no alcoholica, resisténcia a la insulina,
hepatocarcinoma, litiasis biliar, malaltia de Parkinson, malaltia
d'Alzheimer, malaltia cardio-vascular, esclerosis multiple, asma etc.
.Entotes elles encara que no s’ha establert una relacié causal clara
a dia d‘avui (51).

1.2.2.6. Diagnostic

Quan cal investigar I'H. pylori?

Segons les darreres guies pediatriques publicades l'any 2017 «Joint

ESPGHAN/NASPGHAN Guidelines for the Management of Helicobacter
pyloriin Children and Adolescents» (Update 2016) (98), les recomanacions

actuals per investigar la infeccié per H. pylori en pediatria serien les

seglents:
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® Pacients amb Ulcera gastrica o duodenal.

e Anémia ferropénica refractaria al tractament amb ferro, havent

descartat préviament altres causes malabsortives.
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* PTlcronica (PTl ), entenent com a cronica una durada superior a 6
mesos i que no ha respos al tractament convencional.

* No es recomana la investigacié de H. pylori en nens amb talla
baixa, dolor abdominal recurrent, antecedents familiars de
neoplasia gastrica o limfoma MALT i com a estudi inicial d'anémia
ferropénica.

Técniques diagnostiques

El diagnostic de la infeccié per H. pylori es pot realitzar a través de
técniques no invasives o tecniques invasives. Entenem com a no-invasives,
meétodes indirectes que no permeten la comprovacié directa de la
infeccid i per tant, sén métodes menys especifics i amb un valor predictiu
positiu (VPP) molt més baix, que aquelles técniques que si permeten la
visualitzacié del germen o la comprovacié directa de la seva preséncia en
mucosa gastrica. Els métodes invasius requereixen de la realitzacié d’'una
fiobrogastroscopia (FGS).

Test no invasius
e Testde l'alé o de urea 13 (TAU-C"3)

Es basa en la capacitat de I'H. pylori de produir ureasa. S'administra
urea marcada amb Carboni 13 (,,C-urea) per via oral. En cas
d'haver-hi H. pylori en l'estémac, la ureasa que produeix catalitza
la hidrolisi de la ,,C-urea, donant lloc a dioxid de carboni marcat
(,,CO,) i amoni.

Ureasa
(NH,),CO + H,0 €O, + 2NH,

El ,,CO, marcat s'absorbeix i difon cap al pulmo, on s'excreta
juntament amb CO, fisiologic, detectant-se en laire espirat,
mitjancant un espectrometre de masses (99). Hi ha altres germens,
a part de I'H. pylori, capacos de produir ureasa, com seria el cas
de la Klebsiella pneumoniae i el Proteus mirabilis, presents en la
cavitat oral. Per tant la presencia d'aquestes bacteries pot donar
resultats falsos positius (100). Per contra, el tractament previ amb
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farmacs inhibidors de bomba de protons (IBP) o el tractament
amb antibiotics poden negativitzar la prova, donant lloc a falsos
negatius. En aquest cas, es recomana suspendre el tractament
entre 2 i 4 setmanes abans de la realitzacié de la seva realitzacié.
No hi ha dades en el seu Us en nens menors de 6 anys.

Antigen H. pylori en femta (SAT)

La sensibilitat i especificitat de I'Antigen d'H. pylori en femta
(SAT) es del 92-94% i 94-97% respectivament (101,102). Es una
prova facil i barata de realitzar que permet per altra banda,
emmagatzemar les mostres congelades. Hi ha diversos métodes
desenvolupats perdetectarl'antigen H. pylorienles mostresfecals,
com ara I'lmmunoassaig enzimatic (EIA), la Immunocromatografia
(ICA)(103,104)idarreramentla quimioluminiscencia (CLIA)(105),
que permet automatitzar el procés. En tots els métodes es poden
utilitzar anticossos monoclonals o policlonals. Els anticossos
monoclonals presenten en general una sensibilitat més elevada
(104,106,107). No s'han vist diferéncies per edat, ni per preséncia
de sang en femta ni per tractament previ amb IBP (69, (108,109),
tot i que hi ha estudis que refereixen que la precisié del SAT si
que es pot alterar per tractament previ amb IBP, sagnat digestiu
alt o per tractament amb N-acetil-cisteina (109,110). Cal tenir en
compte també que la conservacié deficient de la mostra (elevat
temps de transport i temperatura per sobre 25°) pot disminuir
també la seva sensibilitat (109).

Serologia

Com tota infeccié I'H. pylori desencadena tant resposta
immunologica com produccié d‘anticossos. En les primeres
fases de la infeccié es produeix IgA, IgM i IgG mentre que en
la fase cronica s'observa basicament produccié de IgA i IgG.
La IgA i la IgG esta present en serum, orina i saliva. No és un
test util per discriminar infeccié activa, tenint un valor predictiu
positiu molt baix. Es desaconsella com a técnica diagnostica de
la infeccié per H. pylori en tots els grups d'edat (100). Per altra
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banda, tampoc és util pel control post-erradicacid, ja que la IgG
es manté positiva tot i haver erradicat I'H. pylori (111).

Test invasius

Els tests invasius es consideren el gold standard per la deteccié de I'H.
pylori tant en nens com en adults en comparacié als test no invasius, ja
que cap d'aquest darrers metodes permeten demostrar la presencia real
de la bacteria en mucosa gastrica. Els métodes invasius requereixen de
la realitzacié d'una FGS per tal de poder obtenir biopsies de diferents
localitzacions i realitzar tant estudi microbiologic com histologic. Les guies
actuals (98) recomanen la presa d'un minim de 6 biopsies: 2 bidpsies
d'antre i 2 de cos gastric per realitzar estudi anatomo-patologic a fi d'aplicar
la Update Sydney System (112) i com a minim una biopsia d’antre i una de
cos per estudi microbiologic. També es recomana una biopsia extra per
realitzar estudis complementaris, com ara el Clotest’.

Amb les mostres de mucosa gastrica obtingudes es poden realitzar els
seglents estudis: Estudi histologic, estudi microbiologic i test rapid de la
ureasa.

e Estudi histologic

L'examen histologic proporciona una valoracié completa de la
mucosa gastrica i per tant permet realitzar un diagnostic més
precis. La confirmacié histologica de la inflamacié de la mucosa
és fonamental pel diagnostic de la gastritis i la seva classificacio,
detectant al mateix temps zones de metaplasia intestinal. Els
canvis histologics de la gastritis aguda i cronica s’avaluen seguint
la classificacié de la Sydney System. Aquesta classificacid pretén
definir les gastritis en funcié del grau d'infiltracié de cél-lules
mononuclears, del grau d'activacié dels neutrofils, del grau d'atrofia
glandularidel grau de metaplasia, classificant en lleu, moderada o
severa alhora que també valora la densitat de H. pylori present en
la mucosa (113) (Taula 8). En la Figura 13 es mostra d'una manera
grafica una escala visual dels diferents graus de gastritis.
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Taula 8. Update Sydney Classification for chronic gastritis. Do Lh et al. (113)

Histologic 5 Grade
properties e Mild Moderate Severe
Lymphocyte and Chisoiic Lymphocyte and
inflammation plasma cell in lamina 1+ infl ez plasma cell n lamina
propna propnia
Neutrophilic Neutrophilic
I nfiltration in lamina B EE . infiltration in lamina
Neutrophil activation propia;or sapericial <1/3 Neutrophil activation pmmzorsuperﬁml
epithelum epithelium
Loss of corpus and Loss of corpus and
Glandular atrophy il il 1+ Glandular atrophy P
Intestinal metaplasia Intestmal metaplasia
Intestinal metaplasia of mucosal <1/3 Intestinal metaplasia of mucosal
epithelium epithelium
Helicobacter pylori Helicobacter pylori 1+ 2+ 3+
intensity

Mild

Moderate

Marked

H. pylori

Neutrophils

) :‘...:1'
.

Mononuclear Cells

{

?
s

Marked

A

Atrophy: Antrum

Intestinal Metaplasia

Figura 13. Escala visual analogica per la classificacié de les gastritis segons
la Sydney System. Sipponen et al.(112)
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La identificacié del H. pylori per histologia es determina basicament
per dues tecniques: la tincié d'Hematoxilina&Eosina (H&E) i la
Immunohistoquimica (IHQ).

1. Tincié Hematoxicilina&Eosina

Es la técnica standard i de rutina per la valoracié de la inflamacié de
la mucosa alhora que permet valorar també la preséncia de I'H. pylori.
La sensibilitat de la tincié de hematoxicilina&Eosina (H&E) és entre el 70-
95%, podent millorar aquestes taxes si s'augmenta el temps d'exposicid a
I'hnematoxilina (114). Lespecificitat de la tincié per H. pylori també és molt
alta (100%). En cas de poca densitat bacteriana o de morfologia habitual
alterada, la H&E pot presentar falsos negatius, havent de realitzar aleshores
altres técniques com la Immunohistoquimica (IHQ) (100,114). S'ha descrit
que després de tractament amb farmacs inhibidors de bomba de protons
(IBP), I'H. pylori pot adoptar una estructura més «cocoide», complicant la
seva identificacié. S'ha descrit una taxa de falsos negatius del 30% després
del tractament amb IBP (115). Una altra desavantatge a tenir en compte de
la H&E és que aquesta tincié no marca de manera especifica la bacteria i
tendeix a deteriorar-se amb el temps, la qual cosa dificulta la re-avaluacid
de la mostra (116). Tot i aixi en preséncia d'abundants bacteris, i amb
estructura conservada, no hi ha diferéncies significatives entre la tincié H&E
i laHQ, sent d'eleccié en aquest casos la H&E (Taula 9).

2. Técnica Immunohistoquimica (IHQ)

La tincid de IHQ s'ha convertit en I'standard d'equivalencia per la
deteccié de I'H. pylori, mostrant una sensibilitat i una especificitat del 100%
en multiples estudis (117-119). La desavantatge principal és el seu alt cost
i la no disponibilitat en molts paisos. La técnica de IHQ utilitza anticossos
policlonals de conill especifics contra antigens termoestables que només
presenta |'H. pylori, marcant el bacteri de manera especifica i prolongada,
ja que no es deteriora amb el pas del temps, a diferéncia de la tincié H&E
(116).
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Taula 9. Comparacié entre la tincié d’hematoxicilina-eosina (H&E) i la immunohisto-
quimica (IHQ) per detectar H. pylori en mucosa gastrica. Adaptat de Batts et al (120)

Comparacio entre H&E i1 IHQ per detectar H.pylori en bidpsies gastriques

Conclusions d’estudi  Hartman et al (83) Smith et al #2 (%) Wang et al " (%)
(%)

Sensibilitat H&E 93 91 95-100

Especificitat H&E 100 100 100

Sensibilitat 97-100 100 100

immunohistoquimica

Especificitat 100 100 100

immunohistoquimica

3. Tinciéd amb Giemsa

La tinci6 amb Giemsa és barata i és la técnica d'eleccio en molts
laboratoris de Anatomia Patologica. La seva sensibilitat és similar a la tincié
de H&E (120).

4. Tincions de plata

Actualment en desus en la majoria de centres degut a la seva laboriositat.

Estudi microbiologic

L'estudi microbiologic es fonamenta sobretot en les técniques
tradicionals de cultiu i recentment amb les técniques de biologia molecular
basades en la Real-Time PCR.

1. Cultiu microbiologic

L'H. pylori és un microorganisme molt labil. L'exit del cultiu i de
I'aillament de I'H. pylori de les biopsies gastriques és una tasca desafiant
que depén de multiples factors que poden dificultar el creixement de
la bactéeria, com ara la preséncia de flora comensal, I'interval de temps
entre I'obtencié de la mostra i el seu processament, el medi de transport
fins arribar al laboratori, la temperatura, la contaminacié de la pinces
de biopsia amb formol etc. (121). Hi ha també factors del propi hoste
que poden dificultar el rendiment del cultiu, com ara preséncia de
gastritis aguda amb alta activitat, sagnat en tracte digestiu alt, consum

66



Introduccié

d‘alcohol, i Us de farmacs (IBP, antagonistes receptor H2, antibiotics)
(98,101,115,122,123). Es per aquest motiu que la ESPGHAN ha publicat
recentment un protocol (98) sobre la recollida de mostres gastriques a fi
de millorar les taxes de rendiment dels cultius. En aquest document en el
que es fa especial émfasis en els seglients aspectes:

e Assegurar que el pacient no ha pres antibiotics en les darreres 4
setmanes prévia a la realitzacié de la FGS i per tant de l'obtencio
de mostres per cultiu.

e Suspendre el tractament amb IBP al menys dues setmanes abans
de larealitzacié de la FGS, ja que els IBP suprimeixen la replicacid
de I'H. pylori.

e Obtenir varies mostres de diferents trams: 2 biopsies d'antre i 2
biopsies de cos abans de passara duodé i abans d'agafar mostres
per histologia (possible contaminacié del material d'endoscopia
per formol).

* Introduir les biopsies en un medi selectiu de transport o en 1-2
mL de sérum sali fisiologic (SSF) i mantenir en nevera a 4° fins a
ser enviada al laboratori de microbiologia.

* Entregarla mostra en ma al microbioleg a fi de realitzar la sembra
el més rapid possible al laboratori.

® Encasdenoserpossible el processamentimmediat, cal congelar
les mostres a -80°.

El H. pylori és capag de créixer en diversos medis de cultiu suplementats
amb diversos factors per afavoreix el seu creixement. Es un microorganisme
que requereix atmosfera microaerofila amb una humitat del 95%. Per
considerar el cultiu com a negatiu es recomana una incubacié de fins a
10 dies. Els medis de cultiu solids més frequents sén I'agar Mueller-Hinton
i agar Columbia suplementats amb nutrients derivats de la sang, sérum
de cavall, lisat d'eritrocits i hemina, extracte de llevat o sérum bovi fetal
entre altres. Amb l'objectiu d'evitar el sobrecreixement d'altres bacteris que
poden acompanyar el H. pylori, pot ser necessari també |'Gs de inhibidors
que no afectin la seva viabilitat, com ara la vancomicina, el sulfametoxazol,
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el trimetroprim als quals I'H. pylori és resistent in vitro (124,125). El cultiu
de I'H. pylori presenta una especificitat del 100% pero una sensibilitat
molt variable (depenent de les condicions de recollida, de transport,
temps d'exposicié a medi aerobi i condicions inherents al propi laboratori
(101,121). Aquesta sensibilitat pot variar entre el 40-80% (101,115), tot i
que en alguns centres de referéncia concrets reporten taxes de sensibilitat
del 90% (126). Per altra banda, s'han realitzat estudis en cultius de mostres
d'obtencié menys invasiva, com ara saliva, suc gastric o femta amb resultats
variables i poc extrapolables a la practica clinica real (126). El darrer
Maastricht VI/Florence consensus de l'any 2022 (127) afirma que el gold
standard per testar la sensibilitat antibiotica continuen sent les técniques
basades en el cultiu, perd donada la seva escassa sensibilitat i la inversid
de temps que requereix, insisteixen en la importancia d'avancar en la
investigaci6 de metodes cultiu-independent que permetin estudiar les
resisténcies antibiotiques de manera més efectiva, com ara les técniques
de biologia molecular.

2. Técniques de biologia molecular: Real-Time PCR

La Real-Time PCR presenta una sensibilitat i una especificitat superior
al 95%. Es una tecnica que permet detectar H. pylori en situacions on el
cultiu i el test rapid de la ureasa presenten més taxes de falsos negatius,
com és el cas de pacients amb sagnat digestiu o bé en casos de poca
carrega bacteriana (101,128). Altres avantatges de la Real-time PCR és que
permet l'obtencié de resultats de manera rapida i no requereix especials
condicions de transport, a diferéncia del cultiu. Momtaz et al (129) van
comparar genotips de I'H. pylori de mostres de saliva, placa dental, biopsia
gastrica i femta, demostrant una gran variabilitat de genotips en les
diferents mostres d'un mateix pacient, fent palés que una mateixa persona
pot presentar diferents soques de H. pylori de manera simultania. Aquest fet
impossibilita I'extrapolacié de resultats obtinguts de mostres de facil accés
(saliva, placa dental, femta) amb la preséncia de lesié gastrica secundaria
a la infeccid. Per tant, en l'actualitat la mostra Optima per realitzar Real-time
PCR continua sent la mucosa gastrica. Per una altra banda la PCR permet
també la deteccié de mutacions que confereixen resisténcia antibiotica,
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sobretot per macrolids i fluoroquinolones, aixi com també la possibilitat
de identificar factors de virulencia com el CagA i VacA. Les mutacions
genetiques responsables de la resistencia antibiotica més conegudes
fins al moment sén les seglents: Claritromicina (23S rRNA), quinolones
(gyrA gene), tetraciclina (16S rRNA), rifabutina (rpoB gene) i amoxicil-lina
(pbp-1a gene). La resistencia al metronidazol és molt més complexa i no
depéen només de mutacions concretes. Actualment existeixen pocs kits
comercialitzats que permetin la deteccié de les diferents resisténcies
antibiotiques, a excepcié de la claritomicina, de la qual si que que hi ha
més opcions comercialitzades (130).

A continuacié es detallen els mecanismes d'accié dels principals
antibiotics que s'utilitzen pel tractament de I'H. pylori i dels mecanismes de
resisténcia que la bactéria ha aconseguit desenvolupar.

Resisténcia a claritomicina i quinolones

Les mutacions genetiques que confereixen resisténcia a la claritomicina
i ales quinolones sén les que estan més ben caracteritzades a data d'avui.
En comparacié a altres macrolids, la claritromicina és la que presenta
una major estabilitat en medi acid i per aquest motiu és el macrolid més
ampliament usat en les pautes de tractament erradicador de I'H. pylori
(131). La resistéencia a la claritromicina es deu, amb excepcions puntuals,
basicament a tres mutacions (A2142C, A2142G i A2143G) de la subunitat
ribosomal 23S codificat pel gen del RNAs 23S (normalment dues copies
per soca). La claritromicina s'uneix a la subunitat 23S del ribosoma
bacteria, inhibint la seva funcié i impedint la sintesi proteica (130). Una
mutacié a aquest nivell impossibilita la unié de la clatiromicina a la
subunitat 23S i per tant la seva accié antibacteriana queda inhabilitada.
Aquestes mutacions son facilment detectables per técniques de biologia
molecular a partir de mostres de mucosa gastrica(127,132). Les mutacions
A2142CiA2143 G sén les responsables de més del 90% de la resisténcia
a claritomicina en paisos desenvolupats (133). Un altre mecanisme de
resistencia descrit és un sistema de bombes que faciliten la sortida d'agents
antimicrobians (entre ells la claritromicina) de l'interior de la bactéria,
reduint la seva concentracid intracel-lular. Aquest mecanisme és conegut
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com a «multidrugs efflux pumps» i és un dels mecanismes responsables
de resisténcia a macrolids en bacteris Gram-negatius el que s'ha proposat
també per I'H. pylori (133,134).

En el cas de la levofloxacina, la mutacié es troba en el gen de la gyrasa
gyrA(127). La levofloxacina inhibeix la DNA girasa i per tant altera la sintesi
del DNA bacteria, impedintlareplicacié de la bactéria(135) Els mecanismes
de resisténcia d'ambdds farmacs queden detallats en la Figura 14.

- -
ey - €)==
l

Protein synthesis and Protein synthesis and DNA replication and DNA replication and
bacterial survival bacterial survival bacterial survival bacterial survival

Figura 14. A: Mecanisme d‘accié de la claritromicina; B Mecanisme d'accié de la

levofloxacina. CLAR®: Claritromicin sensible; CLARR:Claritromicin resistent. LEVOS®:

Levofloxacin sensible. LEVOR:Levofloxacin Resistent; MUT: mutacié. Font: Smith et
al. (130)

Resisténcia a tetraciclines i rifampicina

La tetraciclina actua unint-se a la subunitat 30S del ribosoma microbia,
inhibint la sintesi proteica. Es ben conegut que mutacions en el gen 16S
rRNA impossibiliten la unié del farmac al ribosoma, i per tant bloquegen el
seumecanisme d’accié (131). Toti aixi alguns estudis han mostrat resistencia
a tetraciclina tot i abséncia de la mutacié en 16S rRNA, fet que confirma
que la resisténcia pot ser multifactorial, incloent tant alteracions en la unié
al ribosoma com alteracions en la permeabilitat de la membrana (136). Per
altra banda, la rifabutina (RBU) (derivat semi-sintétic de la rifampicina) ha
mostrat també activitat contra bacteries tant gram-positives com gram-
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negatives, formant part de tractaments de segona linia per l'erradicacié
de I'H. pylori. La RBU s’'uneix a la subunitat- de la RNA polimerasa DNA-
depenent (rpoB RNA) inhibint la transcripcid i comportant la mort de la
bactéria (137). Mutacions en el gen rpoB RNA polimerasa conferiran per
tant resisténcia al farmac (131).

Resisténcia a penicil. lines

L'amoxicil-lina és un antibiotic fonamental en la terapia erradicadora de
I'H. pylori, formant part de totes les pautes de primera linia (98,127,138).
L'amoxicil-lina s'uneix a les Proteines d'unié a la Penicil-lina (PBPs acronim
de penicillin binding proteins). Les PBPs estan localitzades en la superficie
de la membrana bacteriana, facilitant I'entrada de l'antibiotic a l'interior
del microorganisme. Un cop dins, el farmac bloqueja la sintesi de la paret
bacteriana, provocant un desequilibri osmotic que acabara amb la lisis
cel-lular. El mecanisme de resisténcia que I'H. pylori ha creat enfront les
penicil-lines consisteix en mutacions de les PBPs, principalment la PBPs
que és la que presenta major afinitat per I'amoxicil-lina (139).

Resisténcia a metronidazol

El metronidazol (MTZ) és un nitroimidazol que s'administra en forma
de pro-farmac, de manera que és necessaria la seva reduccié, que es du
a terme per determinades nitroreductases com la piruvat-ferredoxina-
oxidoreductasa microbiana, per passaralaformaactiva(131).Un cop activat,
el MTZ produeix radicals nitrosos que causen la ruptura de les cadenes
del DNA bacteria induint la mort cel-lular. El mecanisme pel qual I'H. pylori
aconsegueix la resistencia és complex i multiple (135). Com a minim s’han
descrit 4 mecanismes de resisténcia diferents: 1 preséncia de bombes de
flux que faciliten la sortida del metronidazol de l'interior de la bactéria. 2
mutacié dels gens responsables de la sintesi de les nitroreductasses que
activen el farmac. 3 estimulant l'activitat del sistema de destruccié de
radicals Iliures. 4 augment de l'activitat dels enzims responsables de la
reparacié de DNA (Figura 15). En soques H. pylori resistents a MTZ s’ha
observat una sobre expressid de la superoxid dismutassa, la qual redueix
els radicals lliures produits per l'accié del metronidazol (140).
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(4) oM repair enzymes

Figura 15. Mecanismes de resisténcia de I'H. pylori a metronidazol.
Font: Alba et at. (135)

Evolucié de les resisténcies desenvolupades per I'H. pylori

Segons dades del Registre Europeu de H. pylori (Hp-EuReg),
actualment la resisténcia a claritromicina, metronidazol i levofloxacino
son del 25 %,30% i 20% respectivament. Les resisténcies a tetraciclines
i @ amoxicil-lina sén minimes, situant-se per sota del 1% (55). Les guies
internacionals recomanen abandonar els tractament amb claritromicina
en arees on la resisténcia a claritromicina sigui superior al 15% (141). En
arees del Sud d’'Europa s’han observat taxes de resisténcia a claritromicina
del 30% i a Xina fins al 50% (142).

La resisténcia a metronidazol és superior al 25% en molts paisos,
pero el seu impacte es menor pel que fa a l'eficacia del tractament quan
s'utilitza formant part de terapies triples o quadruples, ja que existeix una
incongruéncia entre els resultats in vitro i la seva eficacia clinica in vivo,

sobretot amb el sinergisme que presenta quan s'associa a sals de bismut
(55,143).

e Test rapid de la ureasa (RUT)

El test rapid de la ureasa (RUT) és una eina diagnostica molt atil,
que es basa en un gel d'agar que conté urea i un indicador de
pH. Sobre el gel d'agar es col-loca la mostra de biopsia gastrica.
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En presencia de H. pylori productor d'ureasa, es produeix una
alcalinitzacié del pH secundaria al desdoblament de la urea
en amoni i bicarbonat. El canvi de pH es tradueix en un canvi
colorimeétric de groc a vermell, que ens indica la positivitat de la
prova. El resultat es llegeix en un termini de temps de maxim 24
hores, obtenint per tant un diagnostic més rapid que les tincions
histologiques i que els métodes microbiologics (144). Segons
diferents autors la seva sensibilitat és del 75-100% i la seva taxa
d'especificitat varia entre el 85-100% (145,146). La sensibilitat del
RUT esta influenciada per la densitat bacteriana que contingui
la mostra i de la seva viabilitat. Cal un minim de 10* colonies de
microorganismes per positivitzar el test. Una baixa densitat de
bactéries es pot donar en condicions post-tractament antibiotic,
en sagnat digestiu, consum de IBP i d’antagonistes de receptor
H, (145). Tot i aquest inconvenients, el RUT presenta diverses
avantatges com ara el seu baix cost, la seva rapidesa i la seva
facilitat de realitzacié, que fan que esdevingui una eina molt
util en el diagnostic de la infeccidé per H. pylori. En Taula 10 es
resumeixen les avantatges, limitacions, sensibilitat i especificitat
dels diferents métodes diagnostics.
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Taula 10. Comparativa dels metodes diagnostics invasius

i no invasius de la infeccié H. pylori

Métodes Avantaiges Limitacions Sencibilitat Especificitat
Mo invasives  Test alé TAU-C™  Alta precisio; Gtil Baixa especificitat i alts 75-100% 77-100%
abans | després resultats falsos positius en
tractament nens petits (<6 anys), falsos
negafius en pacients
receptors bismut, antibidtics
Prova antigen en Rapid, faeil i Resultats falsos negafius en 67-100% 61-100%
femta (SAT) rendible; no edat en pacients receptors bismut,
dependent; itil antibibtics; dependéncia
abans | després precisio valor punt de tall i
tractament estat del tractament
Serclogia Barat; ampliament Incapacita per detectar B5% T9%
disponible infeccid aguda versus
cronica; baixa sensibilitat en
nens; no fiable per confirmar
eradicacio infeccio
Invasives Histologia Observa grau Observador depenent; 66-100% 94-100%
d'atrifia; taxes requereix temps; necessitat
dinflamacio; d'habilitats especials i costos;
metaplasia intestinal Falsos negatius en
gastrica i malignitat  camegues bacterianes
baixes per presa prévia
d'antibiotics o IBP
Test rapid Alta sensibilitat Dependéncia precisio 75-100% 84-100%
ureasa (B0%) i especificitat  segons nombre i localitzacio
(100%); rapid, barat  biopsies, densitat de bacteria
Cultiu Determinacid patrd  Car; requereix temps; depén  55-65% 100%
de resisténcia d'habilitats del professional i
antimicrobiana; alta medi de cultiu
especificitat
Reaccio en Rapida; alta Resultats falzos positius 75-100% 84-100%
cadena de sensibilitat i dequt a la deteccid de DNA
polimerasa especificitat; de bacteries mortes
determinacio de
susceptibilitat

antimicrobiana

La necessitat actual d'obtenir mostres gastriques per realitzar els
meétodes de sensibilitat antibiotica, obliga a la realitzacié de test invasius
a fi de poder prescriure una terapia dirigida i eficac. L'endoscopia és un
procediment lent, car i que no esta a l'abast de tots els centres. Es per
aquest motiu, que en els darrers anys s'estan desenvolupant técniques
per determinar la sensibilitat antibiotica en mostres de facil obtencio,
com poden ser les mostres fecals. Aquest métodes es basen en el mateix
principi que la prova d'antigen en femta. Les técniques de PCR poden
detectar canvis en el DNA que es correlacionen amb la resistencia
antibiotica. Actualment aquest kits només estan comercialitzats als Estats
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Units i de moment només determinen la resisténcia a claritomicina. A
data d'avui encara no es disposen de kits per avaluar la sensibilitat a la
resta d'antibiotics (147). En aquest sentit les NGS permeten coneixer
la susceptibilitat antibiotica en tot tipus de mostra, i per tant també
en mostres fecals, tant fresca com congelada. Les NGS sén capaces
d'obtenir la informacié sobre les resistencies dels sis antibiotics més usats
(amoxicil-lina, metronidazol, claritromicina, levofloxacino, tetraciclina i
rifabutina) (147) Aquests avencos en el camp de la microbiologia obren
un nou escenari tant en el diagnostic com en el tractament de la infeccid
per H. pylori, simplificant el seu maneig alhora que permetran millorar
significativament les taxes d'erradicacié al poder realitzar un tractament
dirigit basat en mostres de facil obtencid, com sén les mostres fecals.

1.2.2.7. Tractament

L'H. pylori infecta el 50% de la poblacié mundial i fins a un 90% de la
poblacié de paisos en vies de desenvolupament, afectant a més de 4
bilions de persones. Establir unes pautes de tractament homogeénies
per a una infeccié tant estesa és molt dificil, ja que cada continent, pais
i inclis cada zona geografica del mateix pais poden tenir i tenen patrons
de resistencia també diferents (148). Per optimitzar el millor possible el
maneig de la infeccio, és imprescindible el coneixement dels patrons de
resisténcia locals i individuals a fi de realitzar un tractament dirigit i eficac,
evitant I'empirisme.

Hi ha multiples guies de maneig de I'H. pylori amb recomanacions de
tractament de primera linia en poblacié adulta: Maastricht V/ Florence
Consensus Report (Europa) (127), Toronto Consensus (141), i I'American
College of Gastroenterology Clinical Guideline (149) (Nord-Ameérica).
Les guies europees i americanes recomanen quadruple terapia, amb o
sense bismut, durant 10-14 dies en arees resistents a claritromicina. Les
pautes que contenen bismut inclouen, a part del bismut, IBP a dosis altes
i dos antibiotics (basicament metronidazol i tetraciclines). Les pautes
que no contenen bismut, inclouen IBP a dosis altes i tres antibiotics
(classicament amoxicil-lina, claritromicina i metronidazol). Amb aquestes
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pautes l'objectiu és aconseguir taxes d'erradicacié >90%. En I'European
Registry on Helicobacter pylori management (Hp-EuReg) (150) es va
analitzar el tractament de I'H. pylori durant un periode de 5 anys (2013-
2018), incloent un total de 21. 533 pacients. Van evidenciar més de 100
pautes de tractament de primera linia diferents, 2/3 amb triple terapia
i 1/3 quadruple terapia i regims de tractament inferiors a 10 dies, amb
fortes diferéncies regionals. Aquest estudi evidencia la falta d'adheréncia
als darrers consens, on es recomana el switch de triple a quadruple terapiai
durades de tractament no inferiors a 10 dies. Aquesta manca d'actualitzacié
en la practica clinica real provoca una baixa taxa d'erradicacié (<80%),
lluny de l'actual llindar d'acceptacié proposat en >90%. En aquest mateix
registre, s'evidencia que en les arees on si es van aplicar les recomanacions
actualitzades, van millorar clarament les taxes d'eficacia, aconseguint un
90% d’erradiacié de la infeccid. Aquest registre a més, mostra un alt Us de
claritromicina, que fins i tot en pautes de 14 dies, presenta una eficacia
inferior al 50%. Tot i que els llindars de resisténcia a la claritromicina no
estan estudiats en totes les arees geografiques, es considera area CLA-
resistent si mostren taxes de resistencia >15%-20% (135,151). A Espanya,
Alarcén et al. (152), van definir I'any 2016 unes taxes de resisténcia a
Claritromicina del 51%, a metronidazol del 39%, a amoxicil-lina del 8,5%,
a tetraciclines del 0,6% i a levofloxacino del 6,7 %. Les guies europees
actuals nomésrecomanen |'is de la claritomicina en les zones que mostren
una resisteéncia <15% i en pacients que no hagin rebut macrolids (153). A
Asia, la Chinese guideline recomana en cas de tractament empiric, pautes
de 10-14 dies amb terapia quadruple (154). A Asia presenten una alta
taxa de resisténcia a claritromicina (20-50%), a metronidazol (40-70%) i
a levofloxacino (20-50%) (130). Tot i aixi, en el cas de les Korean (155)
i Japanese (156) guidelines es continua recomanant triple terapia amb
claritromicina com a tractament de primera linia, tot i que especifiquen
que en cas de no coneixer sensibilitat antibiotica, s'optin per pautes que
incloguin metronidazol.

A part de la antibioticoterapia, la pedra angular del tractament
erradicador és la supressié acida. El tractament amb inhibidors de bomba
de protons (IBP), com el omeprazol, lansoprazol, esomeprazol, pantoprazol
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o rabeprazol a dosis doble a I'standard és essencial per provocar una
supressié acida potent, amb l'objectiu d'aconseguir i mantenir un pH
intragastric igual o superior a 6. Aquest augment del pH optimitza
I'estabilitat, la biodisponibilitat i I'eficacia dels antibiotics (55,157). Els IBP
de nova generacié com l'esomeprazol o el rabeprazol han mostrat taxes
d'erradicacié de H. pylori superiors als obtinguts amb els IBP de primera
generacié (com l'omeprazol). Aquest benefici s’ha observat sobretot en
pautes amb esomeprazol a dosis de 40mg al dia i en aquells pacients
metabolitzadors rapids de la CYP2C19,en els quals 'omeprazol a dosis
standard és menys eficag. Tot i aixi en l'actualitat no hi ha recomanacions
clares del I'is d’esomeprazol o rabeprazol com a pauta inicial en la infeccid
per H. pylori (158). Tots els IBP, excepte el rabeprazol es metabolitzen a
nivell hepatic per la via del citocrom CYP2C19. Aquest isoenzim presenta
una distribucié molt polimorfica, existint una gran variabiliatinter-individual.
Segons la seva activitat, la poblacié general es divideix en metabolitzadors
rapids i en metabolitzadors lents (159). Els metabolitzadors rapids o
ultrarapids requereixen dosis de IBP més altes (sobretot afecta més a
omeprazol i lansoprazol, afectant menys a I'esomeprazol (ja que te una
vida mitja més llarga) i no afectant gens al rabeprazol), mentre que els
metabolitzadors lents, amb dosis standard assoleixen una bona supressié
acida. Aquesta variabilitat en I'activitat enzimatica canvia considerablement
segons l'étnia (157) (Taula 11). El 60% dels caucasics sén metabolitzadors
rapids, ultrarapids o normals mentre que el 60% dels asiatics sén
metabolitzadors intermitjos o lents (159). En I'actualitat no hi ha cap guia
disponible sobre la necessitat del genotipar el gen de la CYP2C19 en el
pacients infectats per saber si sén metabolitzadors rapids o no (160). Per
tant les recomanacions actuals suggereixen dosis altes (dobles) de IBP en
totes les pautes de tractament de la infeccié per H. pylori, excepte en el
cas que el IBP prescrit sigui el rabeprazol (157,158). Altres antiacids, com
els antagonistes de la histamina (anti H2) han quedat totalment obsolets
i no tenen cap paper en el tractament de la infeccié per H. pylori, ja que
el seu poder antiacid és molt menor. Tenir un bona supressié acida a
part daugmentar l'eficacia dels antibiotics, permet també afavorir la
replicacié de I'helicobacter, motiu pel qual encara fa més susceptible la
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bactéria a l'accié dels antibiotics. Per altra banda, les pautes que contenen
claritomicina i/o metronidazol aconsegueixen, en general un millor control
del pH acid ja que sén inhibidors de la CYP2C19, augmentant per tant la
vida mitja dels IBP (157).

Taula 11. Distribucié dels fenotips de la CYP2C19 segons les diferents étnies.
Font: El Rouby et al (160)

Predicted CYP2C19 phenotype whites African Americans Asians

CYP2C19 ultrarapid metabolizer (UM) 5% 4% ~1%

CYP2C19 rapid metabolizer (RM) 27% 24% 2-16%
CYP2C19 normal metabolizer (NM) 42% 39% 23-45%
CYP2C19 intermediate metabolizer (IM) 27% 32% 46-47%
CYP2C19 poor metabolizer (PM) 3% 4% 12-15%

En la Taula 12 es mostren les principals caracteristiques
farmacocinétiques dels diferents IBP

Taula 12. Ppi: Proton Pump Inhibitors. Propietats farmacocinétiques dels IBP.
Font: El Rouby et al (160)

Omeprazole  Esomeprazole  Lansoprazole  Dexlansoprazole  Pantoprazole Rabeprazole

PPI (OME) (ESO) (LNZ) (DEX) (PNZ) (RPZ)

Bioavailability (%) 30-40% 64-90% 80-85% NA % 52%

Time to plasma peak levels (Tmax) 05-35h 15h 17h 1-2h 2-3h 2-5h

Volume of distribution (L/Kg) 0.13-0.35 022-0.26 04 054 0.15 034

Clearance (mL/min) 400-620 150-266 400-650 190-193 90-225 160-330

Protein Binding % 95% 95% 9% 96% 96% 95-98%

Half-life (T1/2) 05-1h 1.3-16h 1.6h 1-2h 1-1.9h 1-2h

Hepatic metabolism CYP2C19 CYP2C19 CYP2019 CYpP2C19 cyr2019 Nonenzymatic clearance,
(major), (major), [major), (major), (major), minor metabolism through
CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP2C19
(minor) (minor) (minor) (minor) (minor)

Fraction of CYP2C19 metabolism >80% ~70% >80% >80% >80% Minimal

Inhibition of CYP2C19 Yes Yes No No No No

Pharmacokinetics Nenlinear Nonlinear Linear Linear Linear Linear

En alguns pocs paisos (entre ells Japd), des I'any 2015 s'utilitza uns
nous supressors de l'acidesa gastrica, els P-CAPs (Potassium-competitive
acid blockers) El més utilitzat en l'actualitat és el vonoprazan. Les pautes
que inclouen vonoprazan han demostrat taxes d'erradicacié >80% inclus
en soques de H. pylori resistents a claritromicina, tot i utilitzant macrolids
(161,162). Els tractaments basats amb Vonoprazam i claritromicina és la
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pauta actualment més prescrita a Japo. Les taxes d'erradicacié basades
amb aquesta combinacid en arees sensibles a claritromicina arriben fins al
98%, mentre que en arees resistents a claritromicina sén aproximadament
del 85% (163). EIl mecanisme d'accié del vonoprazam és mitjancant la
inhibicié de la bomba H*, K* ATPasa, competint amb el K*, de manera
que suprimeix la secrecid acida per part de la cel-lula parietal gastrica,
aconseguint un efecte anti-acid més potent que els IBP (163). Esta aprovat
al Jap6 des de l'any 2015. La Food Drug Administration (FDA) I'ha aprovat
I'any 2022. A Europa, I'Agéncia Europea del Medicament (EMA) encara
no I'ha aprovat. No hi ha estudis de seguretat en nens a data d‘avui. Tot
i que sembla un farmac prometedor i que pot aconseguir altes taxes
d’erradicacié malgrat les resisténcies antibiotiques, de moment no es pot
incloure en les guies de tractament en el nostre medi.

En referéncia a les sals de bismut (subnitrat, subsalicilat i subcitrat de
bismut), el seu efecte beneficids en la patologia ulcerosa gastrica i en la
dispépsia, és ben conegutdes del segle XIX(164,165). El seu Us esva anar
reduintprogressivamentambl’arribadadelsIBP.Aquestessalss’hidrolitzen
en l'estémac, formant polimers insolubles amb efecte bactericida, motiu
pel qual actualment s'inclouen en les pautes de tractament de I'H. pylori.
El seu mecanisme principal d'accié és impedint I'entrada d’hidrogenions
a l'interior del citoplasma, bloquejant aixi la replicacié bacteriana (166).
Actualment s'afegeix en pautes antibiotiques estandards de tractament
d'H. pylori per contrarestar les resistencies antibiotiques. Fins al moment
no s’ha reportat existeéncia de fracas terapeutic a les sals de bismut. El seu
maxim inconvenient és la dosificacié en pediatria i la no disponibilitat en
molts paisos. A Espanya esta comercialitzat en forma de comprimit, sent
dificultosa sovint la seva administracié en edat pediatrica.

En adults, amb l'objectiu de millorar I'adheréncia al tractament, es
disposa d'una presentacié comercialitzada amb tres farmacs en la mateixa
capsula (subcitrat de bismut, metronidazol i clorhidrat de tetraciclina),
conegut com a Pylera®. Al Pylera® cal afegir a més un IBP, a fi de realitzar
la quadruple terapia, tal i com recomanen les guies actuals. Aquest
medicament no esta recomanat en poblacié <18 anys.
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Un altre diferéncia molt important en el maneig de la infeccié entre
poblacié adulta i poblacié pediatrica, és que en la primera es recomana
I'estrategia «test and treat», és a dir, el tractament empiric de I'H. pylori
en cas de tenir simptomatologia compatible i un test no invasiu positiu
(127,155,156,167,168). Les guies pediatriques, en canvi, no contemplen
el «test and treat», i especifiquen la necessitat d'un test invasiu que
demostri la preséncia de H. pylori en mucosa gastrica, abans d'iniciar
tractament erradicador (98,138).

Els diferents regims de tractament recomanats en poblacié adulta
segons les diferents guidelines publicades, queden resumits en la Taula
13.

En referéncia al tractament en pediatria, les guies més actuals son les
publicades de manera conjunta per les societats cientifiques europees
i nord-americanes (ESPGHAN i NASPGHAN respectivament) I'any 2016
(98).En aquestes guies, es fa un émfasis especial en la necessitat de I'estudi
i coneixement del patré local de resisteéncies antibiotiques, a fi d'escollir
la terapia més adient i eficag. En el cas de no tenir aquesta informacio,
la recomanacié és evitar sempre el regims que incloguin claritromicina.
Una altra de les recomanacions que es realitzen, és I'Gs de dosis altes
de IBP i d'amoxicil-lina per aconseguir taxes d'erradicacié >90%, amb
durades de tractament entre 10 i 14 dies. La «V conferéencia Espafiola de
Consenso sobre el tratamiento de la infeccidn por Helicobacter pylori»
estableix com a punt de partida augmentar per sobre del 90% les taxes
d'erradicacié de H. pylori en els casos on s'utilitza la terapia empirica.
Aquest consens s'ha publicat I'any 2022 (169). De manera que, en
situacions on es desconeix la susceptibilitat antibiotica la recomanacio
en poblacié pediatrica és I'administracié a dosis altes en regim de triple-
terapia amb IBP, amoxicil-lina i metronidazol, com a tractament de primera
linia. Les pautes que contenen bismut es reserven com a tractament de
segona linia, sempre depenent de la seva disponibilitat. Les pautes de
tractament en pediatria i les dosis recomanades queden resumides en la
Taula 14 i 15 respectivament.
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Taula 13. Tractaments recomanats en poblacié adulta segons les diferents guies
publicades. Font suzuki et al. (170)

Guideline Regimenis) Treatment
duration,
days

Maastricht V/Flarence Im areas of low [<15%) CLA resistance

Consensus Report [3] Standard triple therapy 14

(PPI + CLA + AMO)
(PPl + CLA + MET)

In areas of high (>15%) CLA resistance

Bismuth quadruple therapy

(PPl + bismuth + 2 kinds of antibiotics) 14
Concomitant quadruple therapy

(PPl + AMO + CLA + MET/TIN)

Toronto Consensus [4] Im areas of low (<15%) CLA resistance
Standard triple therapy
(PPl + CLA + AMIO) 14
(PPl + CLA + MET)
(PPl + AMO + MET)

Im areas of high (>15%) CLA resistance

Bismuth quadruple therapy

(PPl + bismuth + TET + MET) 14
Concomitant quadruple therapy

(PPl + AMO + CLA + MET)

ACG Clinical Guideline [5] In areas of low (<15%) CLA resistance and
in patients without previous macrolide
exposure "
Standard triple therapy
(PPl + CLA + AMIO)
(PPl + CLA + MET)

In areas of high (>15%) CLA resistance or in
patients with previous macrolide exposure
Bismuth quadruple therapy

(PPl + bismuth + TET + MET)

Concomitant quadruple therapy

(PPl + AMO + CLA + MET)

10-14

Fifth Chinese Maticnal Bizmuth quadruple therapy
Consensus Report [6] (PPl + bismuth + 2 kinds of antibiotics)

Korean Guideline 2020 [7] Standard triple therapy 14
(PPl + CLA + AMO)

Sequential therapy

PPl + AMOYS days followed by PPl + CLA +
MET/S days) 10
Concomitant quadruple therapy

(PPl + AMO + CLA + MET)

10-14

Japanese Guideline 2016 [8]  Standard or vonoprazan triple therapy
(PFIFP-CAB + AMO + CLASMET)

ACG, American College of Gastroenterology; AMO, amouicilling CLA, clarithromycin;
MET, metronidazole; P-CAB, potassium-competitive acid blocker (vonoprazan); PP, proton
pump inhibitor; TIN, tinidazole; TET, tetracycline.
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Taula 14. Tractament de primera linia basat en resultat cultiu H. pylori.
Modificat de Jones et al. (98)

Tractament primera linia amb cultiu positiu | segons antibiograma

Susceptibilitat antimicrobina HP Tractament recomanat

Sensibilitat a CLA | MET IBP-AMO-MET 14 dies a dosi estandard
IBP-AMO-CLA 14 dies a dosi estandard
Terapia seqiiencial

Resistent a CLA, sensible a MET IBP-AMO-MET 14 dies o sals de bismut®

Resistent a MET, sensible a CLA IBP-AMO-CLA 14 dies o sals de bismut®

Resistent a CLA | MET o desconeguda  IBP-AMO-MET 14 dies a dosi altes
d’amoxicil-lina o sals de bismut-IBP-AMO-MET

AMO: amoxicil-lina; CLA: clarfromicina; IBP: inhibidor de la bomba de protons, MET:
metronidazol. .
& Terapia sequencial 10 dies: IBP-AMO 5 dies + IBP-CLA-MET 5 dies. Es igual d'efectiva
en pacients amb soques H. pylor sensibles, perd no s'ha d'usar si hi ha resisténcia a
MET o CLA o si la sensibilitat és desconeguda.
bt La quadruple terapia amb sals de bismut consisteix en IBP-bismut-amoxicil-lina
-metronidazol o |IBP-bismut-amoxicil-lina-claritromicina.
En cas dal-lérgia a penicil-lina: si la soca és sensible a CLA | MET, utilitzar triple terapia
amb dosis estandard amb MET en lloc FAMO; si la soca és resistent a CLA, s’han
d'utilitzar sals de bismut amb tetraciclines en lloc dAMO si el nen és major de 8§ anys.

Taula 15. Dosis estandard de tractament en pediatria. Modificat de Jones et al (98)

Dosis estandard farmacs

Famac Dosi estandard Dosi maxima diana
IBP= 2 mg/kg/dia 80 mg
Amoxicil-lina® 50 mg/kg/dia 2q

Claritromicina 20 mg/kg/dia 1g

Metronidazol 20 mg/kg/dia 159

Sals de bismut: 8 mg/kg/dia <10 anys: 240 mg

=10 anys: 480 mg
3 Dosi IBP referides per a esomeprazol, omeprazol o rabeprazol. En cas d'is de
lansoprazol: 1,5 mg/kg/dia, maxim 60 mg/dia. Administrar 15 minuts abans dels apats.
b Amoxicil-lina a dosis altes: 75 mg/kg/dia, maxim 3 g al dia.
¢ Sals de bismut: repartit en 2-4 dosis al dia.
Tots els fammacs s’administraran en dues dosis diaries: INBP 15-20 min abans i els
antibidtics durant o en acabar esmorzar | sopar
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Un cop escollida la terapia i la dosis a prescriure, I'éxit del tractament
dependra sobretot de I'adheréncia al mateix. Per tant és imprescindible
emfatitzar aquest punt tant als pares com als pacients. Un cop finalitzat,
caldra un control post-erradicacid, que es realitzara amb un test no invasiu
com a minim a les 6 setmanes (171) després d’'haver finalitzat la terapia
erradicadora. Un periode inferior a 6 setmanes pot detectar fraccions
d'antigen de bactéria no viable. Aquest test, tant pot ser per SAT o per
TAU-C™3(98,138).

L'ds dels probiotics com a tractament coadjuvant de moment encara
és controvertit (98,127). La suplementacié amb probiotics pot millorar
'adherénciaaltractament, al reduirels seus efectes adversossobretota nivell
gastrointestinal i per tant pot contribuir a augmentar l'eficacia de la terapia
erradicadora. Els suposats efectes beneficiosos dels probiotics, es basen
en diferents possibles mecanismes d‘accié: funcié barrera, competéncia
amb I'helicobacter per I'adheréncia a la mucosa, produccié de substancies
antimicrobianes (acids grassos de cadena curta com l'acid acetic, I'acid
propionic o l'acid lactic) o la modulacié de la resposta immunologica
estimulant la produccié de citocines amb accié antiinflamatoria (172,173).
Tot i aixi, I'heterogeneitat dels estudis publicats, la no uniformitat del tipus
de probiotic usat, les diferents dosis utilitzades i les diferents pautes de
durada, dificultat la realitzacié de recomanacions concretes (172,174).
Malgrat totes aquestes limitacions, recentment la ESPGHAN ha publicat
una actualitzacio sobre I'Gs de probiotics en pediatria, recomanant I'Us de
Saccharomyces boulardii durant el tractament de la infeccié per H. pylori,
a fi d'augmentar les taxes d'erradicacid i disminuir els efectes secundaris a
nivell digestiu (grau d'evidencia molt baix; recomanacié débil) (175).

En la Figura 16 es resumeixen els punts claus en el desenvolupament de
la recerca, diagnostic i tractament de la infeccid per H. pylori.
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1982: Descobriment de I'Helicobacter pylori per Marshall i warren

1989: r1.pilory re-nombrat de Compylobacter pyiori

1990: Descobriment d'altres espécies d's.pylori en patologies humanes
Primer assaig que confirma que I'erradicacio d'H.pyion cura les Ulceres duodenal

() 1991: Primera evidéncia epidemiolégica d'H.pylon com a factor de risc de cincer gastric
Publicacié d'un nou sistema de classificacié de Ia gastritis [Sydney System)

() 1992: Inici de la recerca de la vacuna experimental d’H.pylori
Teixit limfoide associat a la mucosa gastrica curable per erradicacio de M. pylori

() 1994: WHO dedlara I't pylori com z carcinogen classe |
Linstitut Nacional de Salut dels EEUU recomana l'erradicacid d'H.pylori @n malaltia d'(lcera péptica

) 1996: itzacio del sistema de ificacio de la gastritis (Sydney-Houston System)
Uinforme de Consens de Maastricht | introdueix la primera guia clinica internacional pel maneig
(incloent triple terapia per 7 dies)

1999: L'alta eficicia de Ia triple teripia PPI en I'erradicacié de PH.pylori confirmada en estudis controlats
L ]
aleatoris esdevé Festandard giobal per la malaitia d'Gicera péptica

() 2000: LUinforme de Consens de Maastricht Il Fenfocament d- en pacients adults
<45 anys en Atencio Primaria amb persisténcia de dispépsia amb abséncia de simptomes d'alarma
(Veficacia del tractament ha de ser sempre confirmat amb test d'alé *C-urea o endoscopia)

@ 2001: Primer estudi prospectiu perprovar I' H.pilery com a factor clau en el desenvolupament del cancer
gastric

2004: Primer estudi aleatoritzat controlat sobre I'erradicacio d* H.pilory com a prevencio del cancer gastric

2005: Premi Nobel a Marshall i Warren
UInforme de Consens de Maastricht lll/Florence recomana la seleccié de malalties extragastriques.
com a indicacié de l'erradicacié d” H.pilory

) 2010 Terapia quadruple amb Bismut esdevé el tractament de primera linia en regions amb alta
resisténcia a claritromicina

La durada de |a Triple terapia PPl s’estén a 14 dies.

Linforme de Consens de Maastricht IV/Florence presenta una serie d'innovacions en el maneig:
screen-and- r considi los a les arees/c itats amb alta incid&ncia de cancer gastric
Primer estudi aleatomzat controlat sobre la vacuna preventiva en I'inici de la infeccid d"H.pilory

@ 2012: Guia clinica pel maneig de les condicions pre-canceroses i lesions estomacals (MAPS) en la
vigilancia de gastritis atrofica

® 2013: Nombrosos estudis sobre |a prevencié de cancer gastric amb H.pilory screen-and-treat en la
poblacié general

¢ 2015: Consens Kyoto de la Gastritis defineix I'associacié d’ H.pilory screen-and-treat en la poblacio general
Linforme de Consens de icht V/Florence re terapia indivi i en l'er i6
de la infeccié d’ H.pilory, encara que siguin asimptomatics, per prevenir complicacions relacionades

© 2016: Es acids i de potassi iva més efectiva als PPIs en doble
i triple terapia

() 2019: Elconsens de Taipei en screen-and-treat per la prevencic de cancer gastric recomana oferir terapia
d'erradicacié a tots els individus infectats per H.pilory | considerar cribatge massiu i erradicacié d
H.pilory a tota la poblacié amb alt risc de cancer gastric

Actualitzacié de la guia clinica MAPS (MAPSII)

) 2021: Uinforme de Consens de Maastricht Vi/Florence fixa I'enfoc en el tractament basat en la
susceptibilitat antibidtica, estratégies en la prevencid de cdncer gastric i nous coneixements en la
relacio entre H.pilory i microbiota intestinal
Figura 16. La linia del temps resumeix les troballes més rellevants en la recerca de la
infeccié per H. pylori, des de la seva descoberta l'any 1982 fins l'actualitat. Adaptat
de Malfertheiner et als. (55)
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1.2.2.8. Helicobacter pylori i vacuna

En els darrers anys, diversos laboratoris i empreses han posat el focus
en l'elaboracié d'una vacuna contra I'H. pylori. Tot i aixi, actualment tots els
assaigs estan encara en una fase molt primerenca (pre-clinica o fase 1).
Malgrat els esforcos, la tasca de trobar una vacuna eficag és molt complexa,
degut a que I'H. pylori és un microorganisme extremadament adaptat al
medi i té la capacitat d’evadir el sistema immunitari de I'hoste, perpetuant
la seva infeccié. La seleccid de l'antigen idoni també és un punt important.
En general les vacunes que van dirigides a un sol antigen, han mostrat ser
menys eficaces (176,177).
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2. JUSTIFICACIO DEL TREBALL

Tal i com ha quedat referenciat en la introduccié, la infeccid per
D. fragilis i la infeccié per H. pylori, son dues entitats molt freqlents en
la poblacié general, adquirint-se en la major part dels casos en l'edat
pediatrica. En primer lloc, és basic saber quan cal buscar la infeccid, en
segon lloc cal saber quina és I'eina diagnostica més precisa i adequada pel
seu diagnostic i en darrer lloc és imprescindible establir criteris concrets
de tractament i algoritmes terapeéutics eficacos. El seu sobrediagnostic i
el sobretractament que sovint es realitza, poden empitjorar les taxes de
resisténcies a antibiotics, que com ja s’ha dit anteriorment, sera la principal
causa de mortalitat a nivell mundial, en les proximes decades.

En els darrers anys hi ha hagut un interés creixent en la infeccié per D.
fragilis i s'han publicat nombrosos estudis que avalen el seu rol patogenic
com a causant de simptomatologia gastrointestinal i per tant justificant el
seu tractament (16,18,19,21,31-33,36,49,178). La majoria d'estudis, pero,
no sén en poblacié pediatrica i no es compara amb grup control.

Es per aquest motiu que vam creure necessari realitzar un estudi
prospectiu, cas-control en poblacié pediatrica que pogués donarinformacié
sobre la correlacié entre la preséncia de simptomatologia digestiva
d'etiologia incerta i la preséncia de D. fragilis, realitzant posteriorment
un seguiment evolutiu en els casos simptomatics positius que van rebre
tractament antiparasitari.

Pel que fa a la infeccié per H. pylori, sabem també que esta ampliament
estesa i ampliament tractada (i sovint sobretractada) en el nostre medi.
Tot i que les guies pediatriques no contemplen l'estrategia Test and
Treat (98,138), que és la recomanada en la poblacié adulta (68,103),
hem comprovat que en la practica clinica real, existeix poca adheréncia a
aquestes recomanacions. Es conegut que es realitza una recerca creixent
de la infeccié en casos no justificats, pautant-se tractaments empirics que
en molts casos contenen claritomicina, sense conéixer amb certesa quines
taxes de resistencia tenim l'area geografica on exercim. Es per aquest
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motiu que també vam creure necessari estudiar la poblacié pediatrica
de la nostra area amb simptomatologia compatible amb infeccié per H.
pylori, comparar diferents métodes diagnostics i coneixer les nostres taxes
de resistencies locals amb l'objectiu de poder elaborar algoritmes de
tractament dirigits, en les casos en que realment és confirma la infeccié i
on el tractament realment si és justificat.

En aquest sentit, i per tenir més informacié sobre el maneig real de la
infeccié per H. pylori en el nostre ambit assistencial, vam realitzar dues
enquestes en referéncia a 'abordatge de I'H. pylori a peu de pacient: la
primera enquesta va anar dirigida als gastroenterolegs pediatrics de tot el
territoricatala, responsables de la consulta especialitzada (tots ells membres
del Grup de Treball de Gastroenterologia Pediatrica de la Societat Catalana
de Pediatria (SCP). La segona enquesta va anar dirigida als pediatres
d'Atencié Primaria de la nostra area sanitaria, és a dir de la Metropolitana
Nord. Els resultats d'ambdues enquestes s'exposen en l'annex 1.
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3. OBJECTIUS | HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesi principal al plantejar aquesta tesi, és demostrar i recolzar
que les tecniques de biologia molecular, en concret la Real-time PCR, son
superiors alestécniques microbioldgiques convencionals pel diagnostic de
dues de les infeccions més freqlients del tracte digestiu en edat pediatrica,
alhora que deteccié del DNA microbia permet l'estudi de resisténcies
antibiotiques en infeccions amb baixa carrega microbiologica, que
podrien donar resultats falsos negatius per les técniques microbiologiques
convencionals.

La tesi, a més, té una serie d'objectius concrets per cada una de les dues
infeccions, que es detallen a continuacié:

3.1. OBJECTIUS EN LA INFECCIO PER DIENTAMOEBA FRAGILIS

* Objectiu 1: Demostrar que la Real-time PCR pel diagnostic de la
infeccié de D. fragilis és més sensible que la microscopia optic a
en mostres de femta

* Objectiu 2: Coneixer el paper etiopatogenic de la D. fragilis en
nens amb simptomatologia gastrointestinal, en els quals s’hagin
exclos altres causes organiques (infeccioses o no).

* Objectiu 3: Avaluar si el tractament i I'eliminacié de la D. fragilis en
casos simptomatics resol la clinica gastrointestinal.

3.2. OBJECTIUS EN LA INFECCIO PER HELICOBACTER PYLORI

* Objectiu 1: Demostrar que la Real-time PCR és més sensible que
el cultiu convencional per la determinacié de la infeccié per H.
pylori en mucosa gastrica

® Obijectiu 2: Descriure la correlacié entre clinica digestiva, preséncia
de H. pylori i lesid histologica en mucosa gastrica
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e Objectiu 3: Comparar la sensibilitat de les diferents técniques de
determinacié de H. pylori (histologiques i microbiologiques)

e Objectiu 4: Demostrar que la nostra area de influéncia sanitaria és
altament resistent a claritromicina (resisténcia >20%)
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4. APROVACIO DEL COMITE D'ETICA

Ambdods estudis compten amb l'aprovacié del comite d'etica de
I'Hospital Germans Trias i Pujol (Annex 2)

e Titol del projecte: Diagnostic de la Dientamoeba fragilis. Paper
etiopatogenicen simptomatologia digestiva en pacients pediatrics.

Data d'aprovacié CEIC: 27 d'octubre 2017.
Codi registre: PI-17-166.

e Titol del projecte: Infeccid per Helicobacter pylori en poblacid
pediatrica en |area Barcelones-Metropolitana Nord. Incidéncia,
caracteristiques cliniques i estudi de resistencies antibiotiques.

Data d'aprovacié CEIC: 11 de gener 2019.
Codi registre: PI-18-220.

Tots els pacients/ tutors legals inclosos en ambdds estudis van acceptar
participar de manera voluntaria i varen signar el consentiment informat.
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5. MATERIALS | METODES

5.1. INFECCIO PER DIENTAMOEBA FRAGILIS

5.1.1. Poblacié de pacients

Estudi prospectiu cas-control realitzat en I'Hospital Germans Trias i Pujol
(HGTIP) entre l'octubre de I'any 2017 i el febrer de I'any 2019. El grup cas
comprén pacients sans, entre 1 i 17 anys reclutats en I'hospital o en els
centres d'atencié primaria que presenten clinica digestiva, en els qual
s’ha descartat préviament altres causes (principalment malaltia celiaca,
infeccions gastro-intestinals, malaltia inflamatoria intestinal i malabsorcid
de hidrats de carboni (lactosa i fructosa/sorbitol). Es considera simptoma
digestiu dolor abdominal, meteorisme, diarrea, distensié abdominal,
nausea, vomit, perdua de pesi/o anoréxia. L'existéncia d'un diagnostic previ
de patologia digestiva o de malaltia sistéemica amb potencial afectacié del
tracte gastro-intestinal es va considerar criteri d'exclusié. El grup control
estava format per nens sans, entre 11 17 anys, sense patologia digestiva,
procedents dels centres d'atencié primaria o de la planta d’hospitalitzacié
on podien estar ingressats per altres patologies no relacionades amb
quadres gastro-intestinals

5.1.2. Metodologia del processament de mostres

Esvarecolliruna mostra de femta fresca de cada participant (57 mostres
del grup casi47 mostres del grup control). Per a 'examen de muntatge en
fresc d'ousi parasits (O&P), totes mostres es van fixar en un fixador 60 sense
formalina, AlcorFix®, i tub de recollida Mini Parasep® SF (sense dissolvent)
(Parasep®; Apacor; Berkshire, Anglaterra, Regne Unit). Préviament a tots
els pacients se'ls va realitzar estudi microbiologic en femta per descartar
altres infeccions gastro-intestinals (bacterianes, viriques i parasitaries).
Es va realitzar coprocultiu per descartar enteropatdogens mitjangant
técnica microbiologica estandard per excloure les segients infeccions:
Salmonella spp. , Shigella spp., Campylobacter spp. , Arcobacter spp. ,
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Yersinia entero- colitica, Vibrio spp., Plesiomonas spp. i Aeromonas spp.
La determinacié de virus en femta es va realitzar mitjancant una prova
de cribratge immunocromatografic (Adeno/Rota STAT-PAK; Chembio
Diagnostic Systems Inc., Sydney) que permetia la deteccié d'antigens dels
serotips 40-41 d'adenovirus i d'antigen de rotavirus. Pel que fa I'estudi
parasitologic es va realitzar prova de deteccié d'antigen de Giardia lamblia
i Cryptosporidium spp (RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia Combi,
Darmstadt, Alemanya) seguida d'un examen de muntatge en fresc O&P
en mostres préviament fixades. A més, hem estudiat la presencia de D.
fragilis en totes les mostres de femta per RT-PCR (VIASURE Dientamoeba
fragilis Real Time Kit de deteccié de PCR, Saragossa, Espanya) seguint
les indicacions del fabricant. L'extraccié d’ADN es va realitzar mitjancant
Maxwell® 16 Tissue DNA Kit (Promega Corporation, Madison, WI, EUA).
Entre el grup de casos, amb un resultat positiu per a D. fragilis (PCR i/o
microscopia humida amb examen en fresc) es va pautar metronidazol
oral (15/mg/kg/dia) durant 10 dies. Per comprovar erradicacié del parasit,
es va efectuar una segona PCR 4 setmanes després d'haver finalitzat el
tractament i un registre de l'evolucié dels simptomes (Figura 17). Els
participants del grup control amb resultat positiu per D. fragilis (PCR i/o
microscopia Optica)no van rebre cap tractament.

Cryptosporidhum and Giordio

antigen-detection test
positive
1 sto0l came X 4 weeks
sample/ RT-PR —— 3 oral metronidazole ——>  socond RT-PCR

patient sl

ova and parasite wet
mount examination

Figura 17. Workflow de l'estudi parasitologic D. fragilis
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5.1.3. Recopilacié de dades

Les dades cliniques es van obtenir en la mateixa visita medica. Es van
recollir dades epidemiologiques (edat i genere) en tots els pacients. En el
grup cas es van recollirtambé les seglients dades: dolorabdominal, diarrea,
meteorisme, nausees, pérdua de pes, anoréxia i eosinofilia. Leosinofilia es
va definircom = 0,5 x 109/L en el recompte de sang periférica. Els pacients
del grup cas amb resultat positiu en femta per D. fragilis i que van rebre
tractament amb metronidazol, es va dur a terme una visita de seguiment on
es va registrar I'evolucié de la simptomatologia gastro-intestinal i PCR en
mostra fecal a les quatre setmanes de finalitzacié del tractament.

5.1.4. Analisis estadistic

Es van registrar les dades, realitzant-se una analisi univariada no
estratificada dels grups abans i després del tractament per estudiar 'Odds
Ratio (OR) entre les diferents variables, aixi com el resultat de la PCR. A més,
es va efectuar una analisi univariant i multivariant per avaluar els factors de
risc i els possibles factors de confusié mitjancant el paquet estadistic Stata
14 (StataCorp LP, TX, EUA).

5.2. INFEcCIO PER HELICOBACTER PYLORI

5.2.1. Poblacié de pacients

Estudi prospectiu i longitudinal realitzat a 'Hospital Germans Trias i Pujol
entre gener del I'any 2019 i mar¢ de I'any 2022. El periode de reclutament
inicial era fins febrer de I'any 2021, pero degut a la pandémia de la COVID
19 de l'any 2020, es va alentir el reclutament dels pacients i |a realitzacié de
la Real-time-PCR d'H. pylori, prioritzant-se les Real-time PCR de SARS CoV2
per criteris sanitaris. Aquest motiu va fer que s'allargués l'estudi fins el marg
del 2022. Es van incloure pacients entre 4 i 18 anys derivats a la consulta
de gastroenterologia des de |'Atencié Primaria, Planta d’hospitalitzacié
o Urgéncies de pediatria, que complien els criteris d'inclusié definits a
continuacio (criteris ESPGHAN (98)).
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e Simptomes gastrointestinals definits com a epigastralgia de
caracteristiques ulceroses, pirosis i sensacié de plenitud post-
pandrial que presentin una determinacié de SAT positiva.

e Anémia ferropénica refractaria a la ferroterapia oral, havent
descartat altres causes d'anéemia, incloent patologia malabsortiva
(p. e Malaltia celiaca, malaltia inflamatoria intestinal) que presentin
una determinacié de SAT positiva.

e Pacient amb PTI cronica refractaria al tractament segons guies de
practica clinica i que presentin una determinacié de SAT positiva.

Es consideren criteris d'exclusié la presencia de simptomatologia
digestiva no compatible amb infeccié per H. pylori (p. e dolor abdominal
recurrent o de caracteristiques funcionals, diarrea ...)(98) independentment
de la positivitat o no del SAT.

5.2.2. Metodologia del processament de les mostres

En tots aquells pacients que complien els criteris d'inclusié se'ls va
realitzar una fibrogastroscopia diagnostica. En els casos on es va objectivar
lesié mucosa es van prendre un total de 6 mostres de biopsia, enviades per
separat i correctament identificades.

1. Estudi histologic (quatre mostres)

e Dues mostres d'antre gastric
e Dues mostres de cos gastric
S'analitzen les mostres de biopsia segons la Classificacié de Sydney
(112):
e (astritis cronica/activa
e Atrofia
* Metaplasia intestinal

e Densitat de H. pylori
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Per la determinacié d'H. pylori es realitzacid tinci6 amb
Hematoxilina&Eosina. En cas de no objectivar-se estructures compatibles
amb H. pylori, es realitza estudi immunohistoquimic. En cas de no identificar
I'H. pylori per cap de les dues técniques, es considera resultat negatiu.

2. Estudi microbioldgic (una mostra)

* Una mostra d'antre gastric

A partir de la mostra es realitza determinacié de Real-time PCR per H.
pylori.

La mostra es transporta des de la Unitat d'endoscopia al Servei de
Microbiologia, submergida en sérum fisiologic, en un temps maxim d’'una
hora. Un cop rebudes, es processen, realitzant-se cultiu convencional
i antibiograma mitjancant técnica Epsilon-test (E-test) (179). L'E-test és
una técnica quantitativa que permet determinar la concentracié minima
inhibitoria dels antibiotics

A l'inici del reclutament la técnica que es va utilitzar va ser GenoType®
HelicoDR (Hain Lifescience, Nehren, Alemanya). Aquesta técnica es basa en
la utilitzacié d'unessondes dissenyades perhibridaramblesseqiiénciesdels
al-lels tipus salvatge (WT sondes) o el al-lels mutats (sond4s MUT), A2142C,
A2142G i1 A2143G pel gen 23S rRNAiTN87K, D?1N, D91G o D1Y pel gyrA.
Un cop extret el DNA de les biopsies i seguint el procediment recomanat
pel fabricant es va realitzar el procés de PCR amb posterior hibridacié en
tira. Aquesta técnica permet la deteccié del DNA H. pylori i de manera
simultania la deteccié de resisténcia a fluorquinolones i claritronicina.
Per poder validar la prova, és imprescindible que tant el conjugat com el
control d'amplificacié tinguin un resultat positiu. Una banda positiva mostra
la positivitat per la deteccié de H. pylori, i les altres bandes identifiquen el
rRNA 23S i els gens gyrA.

En una segona fase de l'estudi es va utilitzar una real time PCR
(Allplex™H. pylori & ClariR Assay, Seegene) que ens permetia detectar el
DNA Helicobacter pylori, simultaniament amb la deteccié de resistencies a
claritromicina a través dels gens A2142C, A2142G, A2143G.
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Donat que la técnica d'hibridacié en tira GenoType® HelicoDR (Hain
Lifescience, Nehren, Alemanya) requeria d'un procés llarg per la seva
realitzacié a més d'un personal altament qualificat, i donat el déficit de
personal dedicat a la realitzacié d'aquests estudis i la manca de recursos, es
va decidir canviarlatécnica emprada per 'estudi per una més automatitzada
i habitual al laboratori assistencial.

3. Test rapid de la ureasa (RUT) (una mostra)

e Una mostra d'antre gastric

El test rapid de la ureasa es va realitzar mitjangant CLOtest ® Kimberly-
Clark (180) fabricat per Ballard Medical Products, Utha (USA). Els kits de
CLOtest® es van emmagatzemar en nevera a 7° fins la seva utilitzacié. Es
va mantenir la placa a temperatura ambient entre 7-10 minuts abans de
la seva utilitzacid, segons recomanacions del fabricant. Es va procedir a la
seva lectura definitiva a les 24 hores d'haver inserit la mostra de mucosa
gastrica a la placa de CLOtest®. Un viratge de color de groc a vermell es va
considerar com a resultat positiu, mentre que el no viratge de color es va
considerar resultat negatiu (181) (Figura 18).

Figura 18. Exemple de test de la ureasa amb resultat negatiu (a)
i amb resultat positiu (b). Crowley et al. (181)
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En aquells pacients en els que es confirma infeccié per H. pylori, tant
per metode histologic o microbiologic, es realitza tractament erradicador
segons guies de practica clinica (98,138). Posteriorment es realitza
determinacié de SAT a les 4-8 setmanes després de al finalitzacié del
tractament (Figura 19). La deteccié en femta de I'antigen de H. pylori (SAT)
es va realitzar mitjancant la técnica de quimioluminescencia de LIAISON
“Meridian H. pylori SA (DiaSorin, Vercelli, Italy). La prova consisteix en un
immunoassaig quimioluminiscent (CLIA) en format sandwich que utilitza
anticossos monoclonals per la captura i deteccié de I'antigen en femta de
H. pylori. Les proves es van realitzar seguint les instruccions del fabricant.
En cas de SAT negatiu, es considera infeccié resolta. En cas de SAT positiu
es realitza tractament de segona linia seguint les recomanacions de les
mateixes guies.

Microbiclogia
1 bidpsia antre gastric —— - Cultiu
- RT-PCR*
1 valor positiu > 5
1bidpsia antre gastric ——s CLOtest® L infeccié Hp Tractament de Ag femta Hp de
confirmada primera linea control en 4-8
setmanes

2 bidpsies antre gastric s ek
— - HEE
2 bidpsies cos gastric Y

Figura 19. WorKflow del diagnostic de la infeccid H. pylori. FGS: fibrosgastroscopia;
H&E: hematoxilina&eosina; IHQ: Immunohistoquimica

5.2.3. Recopilacié de les dades

Es van recollir dades epidemiologiques (edat, génere, raca) i dades
cliniques: epigastralgia /pirosis, anemia ferropénica, PTI_i hemorragia
digestiva alta (HDA). Es va preguntar també per tractament previs
erradicadors. Es van recopilar les troballes endoscopiques descrites
com normal, antritis nodular, atrofia gastrica, erosiod i Ulcera. Les troballes
anatomopatologiques es van recopilar segons classificacié de Sydney. Es
vanrecollir el resultat del CLOtest®, cultiu, Real-time PCRigen de resisténcia
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a claritromicina (A2143 G) Es va recollir el tipus de tractament prescrit aixi
el resultat del SAT per comprovar l'erradicacio.

5.2.4. Analisi estadistic

Les dades s’han expressat com a mitges (DE) per les variables continues
o com nUmeros/percentatges per les variables categoriques. La normalitat
de la distribucié i la igualtat de variancies s’han avaluat mitjangant la prova
de Kolmogorov-Smirnov i la prova de Levene, respectivament. Per la
comparaciédevariablescontinuesindependentsirelacionades, s'ha utilitzat
la prova t de Student o U Mann-Whitney, segons mida i caracteristiques de
les variables. S'ha usat la prova de Chi-cuadrat de Pearson per comparar
variables categoriques entre grups. Per mesurar |'associacio, s'han calculat
les odds ratio i els intervals de confianga del 95%. S’ha utilitzat el Paquet
Estadistic per Ciéncies Socials SPSS versié 23. 00 per realitzar tots els
analisis estadistics, establint la significanca en p<0. 005.
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6. RESULTATS

6.1. RESULTATS DIENTAMOEBA FRAGILIS

Durant el periode d'estudi es van incloure un total de 106 pacients.
D'entre ells, 59 pacients formaven part del grup cas, dels quals se'n van
excloure 2 pacients per obtenir coprocultiu positiu per Campylobacter
spp i Salmonella spp respectivament, quedant finalment 57 pacients
que complien els criteris d'inclusié. En el grup control es van incloure 47
pacients. No es van observar diferéncies significatives en relacié al génere ni
a l'edat en ambdds grups. L'edat mitjana en el grup cas va ser de 7,45 anys,
mentre que el grup control va ser de 6,23 anys. Pel que fa a la distribucié
per sexes, en el grup cas,30 pacients eren de sexe masculi (52,64%). En
el grup control 26 participants eren de sexe masculi (55%). Pel que fa a la
distribuciod per races, aquesta va ser forca homogénia en ambdds grups, tal
i com mostren la Figura 20 i 21 respectivament.

DISTRIBUCIO PER RAGCA GRUP CAS

44

pacinets
N
[¥)]

7
5 ~ == 2 3
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o = = fa— =3
caucasica arab xinesa llatins Gitana
raca/étnia

Figura 20. Distribucié de raca/étnia en el grup cas
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DISTRIBUCIO PER RACA GRUP CONTROL
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Figura 21. Distribucié de raga/étnia en el grup control

La simptomatologia en els pacients del grup cas va ser principalment
dolor abdominal 46/57 (80%), diarrea 28/57 (49%), meteorisme 15/57
(31%) i amb menys frequéncia distensié abdominal en 12/57 (21%),
anoréxia 5/57 (8%) i pérdua de pes 2/57 (3,5%) (Figura 22).

SIMPTOMATOLOGIA GRUP CAS

Paceinst grup cas
N
w

10 s
5 9% =31% == 8% 23,50%
0 o = | = | =
dolor diarrea meteorisme distensio anoxeria pérdua de pes
abdominal abdominal
Simptoma

Figura 22. Simptomatologia dels pacients del grup cas

Els pacients del grup control no presentaven cap tipus de clinica gastro-
intestinal. Cap dels simptomes que mostraven els pacients del grup cas es
va associar significativament a I'exposicié al parasit. No obstant el valor p
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per meteorisme va ser lleugerament superior a la significanca (p = 0. 0967).
Els valors p per tots els simptomes estan recollits en la Taula 16.

Taula 16. Dades obtingudes del grup cas. associacié entre els simptomes
i la preséncia de D. fragilis

Sympioms PR+ PCR IC (95%)
N=57

Abdominal pain 15 3 37-129 (OR2.17)
n=46 [ B0X)

Diarrhea [ 2 J11-165 (OR 44)
=28 [49%)

Meteorism 7 § B6-1138 (OR 2.8)
N=15(31%)

Abdominal distension 4 ] 22-562 (OR1.2)
N=12(21%)

Anorexia 1 4 163 (OR.56)
N=5[8%)

Wieight loss 0 2 0-46 (ORD)

N=1(35%)

Dels 57 nens amb simptomatologia,17 presentaven PCR D. fragilis
positiva (29,8%), mentre que en el grup control es va trobar PCR D. fragilis
positiva en 11/47 (23,4%) (Taula 17).

Taula 17. Resultat de la PCR D. fragilis del grup cas i del grup control. PCR positiva en
el grup cas 29,8%. PCR positiva en el grup control 23,4%. OR: 1,39 (IC 95% 0. 53-3.

75, p=0. 46).
GRUP CAS GRUP CONTROL N TOTAL
PCR POSITIVA 17 11 28
PCR NEGATIVA 40 36 76
N TOTAL 57 47 104

La relacié entre la preséncia de clinica digestiva i la troballa del parasit en
femta va ser significativa, amb un odds ratio (OD) de 1,39. Tot i aixi, malgrat
aquesta associacié positiva, es va observar una manca de significanca
estadistica (interval de confianca (IC) 95% 0,53-3. 75, p=0,46) L'estudi amb
microscopia optica no va permetre la deteccié del parasit en cap mostra,
diagnosticant-se la seva presencia només mitjancant la Real-time PCR. Els
17 pacients amb simptomes i amb PCR positiva van ser tractats amb MTZ,
segons protocol. Es va realitzar en tots ells tractament a dosis de 15-20 mg/
kg/dia repartits en 3 dosis durant 10 dies. Els pacients del grup control
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amb PCR positiva no van rebre cap tractament. Es va sol-licitar control
microbiologic en mostra fecal en tots els pacients tractats a les 4 setmanes
de finalitzacié del tractament antiparasitari. Es van obtenir mostres de
11/17 pacients, perdent-se el seguiment en 6/17 (35%). De les mostres
obtingudes 3/11 (27%) continuava detectant-se D. fragilis, mentre que en
8/11 el parasit s'havia erradicat. L'analisi univariant no estratificat va mostrar
que 5/11 pacients van continuar amb la mateixa simptomatologia (4/11
dolor abdominal i 1/11 amb meteorisme),perdo només 1/5 presentava PCR
D. fragilis positiva. Les 2 mostres positives restants corresponien a pacients
que ja no presentaven clinica digestiva, tot i continuar amb PCR + en
femta. Es va analitzar també la preséncia d'eosinofilia en sang periféerica.
Només van presentar eosinofilia 9/57 pacients (15%) motiu pel qual,
aquesta variable es va acabar excloent de I'analisi final. Malgrat la escassa
prevalenca d'eosinofilia en el grup cas, la persisténcia d'eosinofilia post-
tractament sembla que estava associada significativament a la persisténcia
de PCR positiva (p= 0,02). Tot i aixi, aquesta dada s'ha d'interpretar amb
cura, donat que el nimero de casos era molt baix (n=6).

Aquest estudi es va publicar el mes d'octubre de lI'any 2022 a la revista de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica sota el titol de «Should
Dientamoeba fragilis be looked for in pediatric digestive pathology of an

unknown cause? A proposed pilot case-control study» (Annex 3).

6.2. RESULTATS HELICOBACTER PYLORI

6.2. 1. Analisis descriptiva

Durant el periode d'estudi es van incloure un total de 71 pacients. En 7
d'ells es va perdre el seguiment, quedant finalment 64 pacients que van
completar tot l'estudi. L'edat mitja dels pacients va ser 11,56 anys (6-16
anys). Sexe femeni 37/64 (57,8%) La distribucié per raca es mostra en la
Figura 23, seglient el 57,1% dels pacients inclosos d'origen caucasic
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DISTRIBUCIO PER RACA/ETNIA
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Figura 23. Distribucié per raca/étnia

Tots els pacients inclosos presentaven un SAT positiu, donat que aquest
el vam definir com un criteri d'inclusié obligat. El 84,4% (54/64) no havien
rebut cap tractament erradicador previ. Dels 10 pacients (15,6%) que si
van rebre tractament previ, aquest va ser empiric en tots els casos, sense
especificar quina terapia es va realitzar ni quina durada.

Pel que fa als simptomes, la simptomatologia digestiva alta va ser la
més freqlient (epigastralgia, pirosis/o sensacié de plenitud post-pandrial).
Només un dels pacients inclosos (corresponent a raca asiatica) es va
presentar com un quadre d’hemorragia digestiva alta (HDA). En la nostra
serie cap dels pacients estava diagnosticat de PTlc. Els resultats es mostren
en el grafic (Figura 24).
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SIMPTOMATOLOGIA
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Figura 24. Simptomatologia presentada en els pacients de la nostra série

Es va realitzar FGS en tots els pacients. La gastroscopia va ser normal
en 17/64 (26,6%) i patologica en 47/64 (73,4%) dels casos, sent |'antritis
nodular la troballa més freqient, o aillada o bé associada a una altra
alteracié endoscopica (40/47 (85,1%)). Els resultats endoscopics es detallen
en la Figura 25.

FIBROSGASTROSCOPIA
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Figura 25. Troballes macroscopiques en la FGS
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Es va realitzar Test rapid de la ureasa (Clotest®) en mostra de biopsia
gastrica en tots els pacients, excepte un. El resultat va ser positiu en 57/63
(90,4%) (Figura 26).

CLOTEST
60
50
40

30

Pacients

20

10 6
0 == %040% == 960%

Positiu Negatiu
Resultat Clotest

Figura 26. Resultat Test rapid ureasa en mucosa gastrica

Es va realitzar estudi anatomo-patologic en totes les mostres segons
el protocol descrit en l'apartat de material i meétodes. La histologia va
mostrar preséncia de gastritis cronica activa en 60/64 (94%) dels pacients
i va ser normal en 3/64 (5%). Una mostra no va ser valorable per mal
processament de la mateixa en el moment de la recollida (Figura 27). Cap
pacient va mostrar displasia, metaplasia o bé histologia compatible amb
gastroenteropatia eosinofilica.
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ANATOMIA PATOLOGICA

1:1% 3; 5%

B Normal M Gastritis M No valorable

Figura 27. Resultat anatomia patologica de les biopsies d'antre gastrica

Es va realitzar recerca de H. pylori per histologia en totes les mostres,
tant en les que presentaven gastritis cronica activa com en les tenien
una histologia normal. Es va detectar H. pylori en 58/64 (90,6%). Es va
fer tincié de H&E en totes les biopsies. Van presentar una tincié positiva
26/64 (40,6%). En els casos en que la H&E va ser negativa es va realitzar

estudi mitjancant IHQ, la qual va ser positiva en 32/64 (50%). Els resultats
s'exposen en la Figura 28.
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ESTUDI HISTOLOGIC
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Figura 28. Resultat deteccié H. pylori mitjangant la técnica
de H&E i /o mitjangant IHQ

En relacio a l'estudi microbiologic, degut al baix rendiment del cultiu en
les mostres processades inicialment, es va decidir no realitzar cultiu durant
tot el periode de la pandemia COVID 19 per la sobrecarrega assistencial
que el servei de Microbiologia va patir durant gran part del periode d'estudi.
Per aquest motiu no disposem del seu resultat. Les mostres gastriques
es van congelar a -80° i es van processar posteriorment. Es van obtenir
resultat en 60/64, essent en 4 casos no valorable per estat no optim de la
mostra. De les mostres en les que si es va poder realitzar la deteccié de
H. pylori mitjangant PCR, 54/60 (90%) van ser positives, tal i com s'observa
en la Figura 29 (resultat obtinguts en el total de les mostres) i en Figura 30
(resultat obtinguts en les mostres valides).
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PCR H. pylori mucosa gastrica

Negativa No valida
6/64(9%) 4/64(6%)

Positiva
54/64(85%)
= Novalida = Positiva Negativa

Figura 29. Resultats de la PCR H. pylori en el total
de les mostres gastriques processades

PCR H. pylori mucosa gastrica

Negativa
6/60 (10%)

Positiva
54/60 (90%)

= = Positiva Negativa

Figura 30. Resultats obtinguts en les mostres gastriques
que es van considerar valides

En les 54 mostres en les que va identificar PCR H. pylori, es va realitzar
recercade lamutacid A2143G que confereix laresisténcia a la claritromicina.
Aquesta mutacié es va trobar en 22/54 (40,7%) (Figura 31).
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IDENTIFICACIO MUT A2143G

EMUT A2143G = NO MUT
35 32

PACIENTS

R CLARTROMICINA

Figura 31. Identificacié de la mutacié A2143G responsable de la majoria de casos
de resisténcia (R) a macrolids en el nostre medi.

Donat que no es va realitzar cultiu i que el processament de la PCR en
mucosa gastrica es va realitzar en un segon temps, es va decidir realitzar
tractament empiric en els pacients (60/64) que o bé van presentar un
Test de la ureasa positiu o bé estudi histologic positiu (H&E o IHQ). Els
tractaments de primera linia pautats es mostren en la Figura 32.

TRACTAMENT H. PYLORI

45 41

PACIENTS

OCA OMA
= 19 41
29,70% 64,10%
TRACTAMENT

Figura 32. Tractament de primera linea. oca: omeprazol, claritromicina i amoxicilina;
oma: omeprazol, metronidazol i amoxicilina.
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Es va procedir a control post-erradicacié amb determinacié de SAT de
tots els pacients tractats (60). Es va aconseguir mostra de femta en 58/60,
amb 2 perdues de seguiment post-tractament. El 83% dels pacients que
van rebre tractament i dels que vam obtenir mostra de femta per control,
van presentar negativitzacié del SAT a les 8 setmanes d’'haver finalitzat la
terapia erradicadora. Els resultats obtinguts es detallen en la Figura 33.

RESULTAT SAT POST-TRACTAMENT

SAT POSITIU;
10; 17%

SAT NEGATIU;
48; 83%

Figura 33. Resultat de SAT post tractament erradicador.
SAT: Stool Antigen Test

Dels 58/60 pacients dels quals es va poder fer seguiment, esva interrogar
sobre simptomatologia post-tractament erradicador. 50/58 (86%) van
presentar remissié de tots els simptomes mentre que 8/58 (13,7%) van
referir epigastralgia. Cap d'ells va referir pirosis ni cap altra simptoma
digestiu (Figura 34).
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SIMPTOMATOLOGIA POST-TRACTAMENT
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Figura 34. Evolucié de la simptomatologia després de la realitzacio
del tractament erradicador

6.2.2. Analisis estadistica

6.2.2.1. Analisis comparatiu en relacié a les troballes de la FGS

Per l'analisi estadistica es va simplificar el resultat de la fibrosgastrosopia
en normal o patologica, sense especificar tipus de troballa endoscopica.
El motiu d'aquesta simplificacié va ser la dispersié de dades en massa
subgrups que contenien pocs pacients en cada un d'ells, no permetent
trobar associacions significatives entre les diferents variables.

En Figura 35 es detalla l'analisi comparatiu en relacié a la FGS i les
diferents variables exposades.
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Erradicacio H.
pylori (SAT)

Troballes .
Clotest®

FGS

PCR Hp en
mucosa
gastrica

Estudi
histologic

Figura 35. Associacions que vam analitzar en relacié al resultat de la FGS

¢ Relacié entre FGS patologica i génere

En la Taula 18 es mostra els valors p obtinguts en relacié al génere,
observant que no hi ha associacié entre el génere masculi/femeni i una
FGS patologica (p=0,63). OR 0,93 (IC 95%: 0,682-1,26).

Taula 18. Relacié entre la troballa d'alteracions en la FGS i el génere.
No s'ha trobat associacié entre ambdues variables

masculi 19 8
femeni 28 9 063 093
total 47 17
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e Relaci6 entre tipus de simptoma i resultat FGS

L"Associacié entre el tipus de simptoma i les troballes en la FGS tampoc
no va ser significativa amb un valor p= 0,311 (Taula 19). Per tant el tipus de
simptoma no ens és Util per predir les troballes macroscopiques de la FGS

Taula 19. Associacié no estadisticament significativa entre el tipus de simptoma
i la troballa de FGS patologica. AF: Anémia Ferropénica.

SIMPTOMA FGS NORMAL FGS PATOLOGICA TOTAL Valorp
Epigastralgia 14 44 58

A. Ferropénica 1 1 2

(AF)

Epigastralgia + AF 2 1 2 0,311
HDA 0 1 1

TOTAL 17 47 64

e Relacié entre FGS i resultat del Clotest®

L'associacid entre el resultat de la prova rapida de la ureasa (Clotest®)
i les troballes en FGS tampoc no van ser estadisticament significatives
amb una p = 0,31 (Taula 20). Aquesta dada indica que una FGS normal no
descarta la preséncia H. pylori en mucosa gastrica.

Taula 20. Associacié entre el resultat del Test rapid de la ureasa (RUT)
i les troballes endoscopiques. p=0,31

Resultat Clotest N total FGS normal FGS patologica  Valor p
RUT positiu 57 14 43

0,31
RUT negatiu 6 3 3
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* Relaci6 entre la FGS i les troballes histologiques

En aquest cas si que es va trobar una associacid estadisticament
significativa entre la FGS patologica i alteracié de la histologia (gastritis
cronica activa amb un valor p de 0,04. (Taula 21)

Taula 21. Associacio entre les troballes endoscopiques i la preséncia d'alteracié en
I'anatomia patologica. p=0,04

Resultat histologia FGS normal  FGS patologica Valor p
Histologia Normal 3 0

Gastritis cronica activa 14 47 0,04
Total 17 47

e Relacié entre FGS i identificacié de Helicobacter pylori en estudi
anatomo-patologic

No es va trobar relacid estadisticament significativa entre les troballes
endoscopiquesila presencia de H. pylori en estudi histologic, ja que aquest
va ser positiu en 58/64 (90,6%). Només va ser negatiu en 6 pacients, dels
quals 4/6 tenien FGS normal i 2/6 tenien alteracié endoscopica amb valor p
de 0,51 (Taula 22) En els casos en que la H&E va ser negativa, es va realitzar
la IHQ.

Aquesta dada, a ligual que el Clotest®, indica que una FGS
macroscopicament normal, no descarta la preséncia de H. pylori en mucosa
gastrica.
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Taula 22. Relacio entre la identificacié H. pylori per técniques histologiques i la FGS.
H&E: hematoxilina& eosina; IHQ: immunohistoquimica

Identificacié H. pylori ~ Total FGS normal FGS patologica  Valor p

H&E i IHQ negativa 6 4 2
H&E positiva 26 7 19
0,51
IHQ positiva 32 6 26
Total 64 17 47

e Associaci6 entre FGS patologica i identificacié PCR H. Pylori positiva

L'associacié entre FGS patologica i determinacié de PCR H. pylori
positiva en mucosa gastrica va ser estadisticament significativa amb una
valor p de 0,038 (<0,05). Els resultats es mostren en la Figura 36. Aquesta
dada senyala que una FGS patologica s'associa a la troballa de H. pylori en
mucosa gastrica mitjancant la técnica de PCR.

FGS i identificacio PCR H.pylori

a5

40 42

35
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n
£ 25 M FGS normal
E 20 M FGS patolol

15 M Pacients

10 12

S

= 2
0
PCR Hp + PCR Hp -

Figura 36. En 42/44 pacients amb FGS patologica es va identificar PCR+ d'H. pylori
en mucosa gastrica (p= 0,038), aixi com en 12/16 que tenien fgs macroscopicament
normal.
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e Associacié entre les troballes FGS i la resisténcia a claritromicina

L'associacié entre la FGS patologica i la identificacié de la mutacid
A2143G que confereix resisténcia a claritromicina, no va ser estadisticament
significativa, amb un valor p de 0,161. Taula 23. Aquesta dada mostra que
no existeix més lesié endoscopica en els casos en els que I'H. pylori és
claritomicin-resistent.

Taula 23. El gen de R a claritromicina es va trobar en 18/42 pacients amb FGS
patologicaien 4/12 amb FGS normal. No es va observar una relacié estadisticament
significativa entre FGS patologica i més risc de resisténcia a cla (p 0,161)

Mutacié A 2143G FGS NORMAL FGS PATOLOGICA TOTAL Valor p

Si 4 18 22
No 8 24 32 0,161
12 42 54

e Associaci6 entre FGS patologica i erradicacié post-tractament

En aquest cas tampoc es va trobar una associacid significativa. Es va
realitzar I'analisi estadistic en base als 58 pacients dels que si es disposa
control post-erradicacié amb SAT amb un valor p de 0,64. (Taula 24). De
manera que els pacients que mostraven lesié endoscopica no van presentar
taxes d'erradicacié menors que els presentaven una FGS normal.

Taula 24. Resultat de I'erradicacié de la infeccio per H. pylori amb SAT
en funcié dels resultats endoscopics

RESULTAT SAT FGS NORMAL FGS PATOLOGICA TOTAL Valor p

POSITIU 2 8 10
NEGATIU 11 37 48 0,64
TOTAL 13 45 58
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6.2.2.2. Analisis comparatiu en relacié la identificacié de Helicobacter
pylori per histologia (H&E o IHQ)

e Associaci6 amb simptomatologia presentada

No s'ha trobat associacioé estadisticament significativa entre les diferents
técniques histologiques (H&E i IHQ) d'estudi de I'H. pylori i el tipus de
simptoma presentat. Els casos en que s’ha determinat H. pylori mitjancant la
técnica de IHQ, era en aquells que presentaven una tincié d'H&E negativa, i
que per tant tenien una carrega bacteriana més baixa. Es a dir, els pacients
en els que s'identificava I'H. pylori per tincié H&E tenien major carrega
bacteriana que en aquells que s'identificava per IHQ. No es va trobar per
tant, associacié entre el tipus de simptomatologia presentada i la carrega
bacteriana d'H. pylori (p =0,768) (Figura 37). Tot i aixi, com és logic esperar,
I'nic pacient de la nostra serie que va presentar HDA es va identificar I'H.
pylori per la tecnica de H&E, mostrant que aquest pacient presentava una
carrega bacteriana elevada.

RELACIO ENTRE LA SIMPTOMATOLOGIA I LA
IDENTIFICACIO DE L'H. PYLORI

EAP- EH&E+ =IHQ+

35
30
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5 1 1 1 o 1 1 o 1 o
0 R — P — —
AF E+AF HDA
= AP 1 0]
B H&E + 29 b 1
EIHQ+ 24 1 1
simptomes

Figura 37. Associacio entre clinica presentada i identificacio H. pylori per técniques
histologiques. e:epigastralgia; p:pirosis; AF:anémia ferropénica; HDA: hemorragia
digestiva alta. AP -: anatomia patologica per determinacié de H. pylori negativa.
H&E: hematoxicilina&eosina; IHQ: immunohistoquimica. valor p=0,768
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e Associacié amb la realitzacié de tractament previ

No s'ha trobat tampoc associacié entre el tipus técnica pel qual s'ha
identificat I'H. pylori i I'hnaver rebut o no tractament previ erradicador (p
=0,751), per tant en la nostra cohort, els pacients que havien rebut ja
un tractament previ no van presentar una menor carrega bacteriana en
comparacié amb el grup naif (Figura 38).

IDENTIFICACIO D'H. PYLORI EN PACIENTS AMB
TRACTAMENT PREVI

= No tto previ = Si tto previ

HE+ V80—~ ——=TF———————— 6

Ho+ EBDBeeee———ua—————~—

Teécnica histoldgica

Hp negatiu =08

0 D 10 15 20 25 30 35

Pacients

Figura 38. Associacié entre la identificacié de la H. pylori per H&E i/o IHQ
i haver rebut tractament erradicador previ. TTO: tractament. (p 0,751)

e Associacié amb resultat Clotest®

L'associacié entre Clotest® positiu i la identificacié de H. pylori per
histologia va ser estadisticament significativa amb una valor p de 0,0. 6/62
pacients van tenir un resultat de Clotest® negatiu. En 5 d'ells tampoc es
va identificar I'H. pylori per histologia. Només en un pacient de la nostra
cohortvatenirun resultat de Clotest ®negatiu, identificant-se I'H. pylorien la
IHQ. En aquest pacients es va considerar el Clotest® com a fals negatiu. En
aquest pacient la H&E va ser també negativa, degut a que presentava una
carrega bacteriana baixa. Aquest resultat indica que un Clotest ®positiu,
es correlaciona amb la preséncia de I'H. pylori per técnica de H&E o IHQ
(Figura 39).
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RELACIO ENTRE CLOTEST | IDENTIFICACIO D'H. PYLORI PER
HISTOLOGIA

H&E+ 0 32

IHQ + I 24
Hp negatiu -1

0 5 10 15 20 25 30 35
PACIENTS

HISTOLOGIA H. PYLORI

M Clotest - Clotest +

Figura 39. Associacio entre Clotest® positiu i identificacio de I'H. pylori
per IHQ o H&E. p value de 0,0

e Associacié amb la identificacié de PCR H. pylori positiva en mucosa
gastrica

L'associacid entre la identificacié de I'H. pylori per IHQ o H&E i
la presencia de H. pylori en mucosa gastrica per tecnica PCR va ser
estadisticament significativa amb un valor p de 0,0. Només en un cas es va
obtenir un resultat de PCR positiu, amb un estudi histologic negatiu. Dels
5 casos restants en els que tant la H&E com la IHQ van ser negatives, no
es va identificar tampoc H. pylori per PCR. Aquest resultat indica, doncs,
la fiabilitat de les técniques histologiques pel que fa a la determinacié de
la presencia de H. pylori en mucosa gastrica (Figura 40).
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RELACIO ENTRE TECNIQUES HISTOLOGIQUES I PCR EN MUCOSA
GASTRICA
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resultat técnica histolégica

EPCRHp+ MPCRHp-

Figura 40. Associacié entre histologia H. pylori i pcr en mucosa gastrica. p value 0,0

6.2. 2. 3. Analisis comparatiu en relacié a la PCR en mucosa gastrica

* Associacio entre el resultat de la PCR H. pylori en mucosa gastrica i
el resultat del SAT

En la nostra cohort no vam trobar associacié entre la PCR d'H. pylori en
la mucosa gastrica i un SAT positiu (p=0,89). Tots els pacients inclosos en el
nostre estudi presentaven un SAT positiu, donat que era un criteri d'inclusid.
En 6 casos (tots ells amb, doncs, SAT positiu), no es va detectar PCR d'H.
pylori en mucosa gastrica. Per tant, malgrat complir criteris clinics i tenir
SAT positiu, no vam poder atribuir la simptomatologia a la infeccié per H.
pylori (Figura 41). Interpretem aquest resultat negatiu com a consequéncia
de la petita mida mostral.
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RELACIO ENTRE EL RESULTAT DEL SAT I LA
DETECCIO DE PCR EN MUCOSA GASTRICA
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resultat PCR muocsa gastrica

Figura 41. Correlacié entre sat i pcr H. pylori en mucosa gastrica. Valor p 0,89

e Associacié amb el Clotest®

L'associacié entre un resultat de Clotest ® positiu i la deteccié de PCR
H. pylori en mucosa gastrica va ser estadisticament significativa amb un
valor p de 0,04 (Figura 42), indicant I'elevada sensibilitat del test rapid de la
ureasa per predir la preséncia de H. pylori en mucosa gastrica.

RELACIO ENTRE EL RESULTAT DEL CLOTEST | LA PCR EN MUCOSA
GASTRICA

M Clotest + M Clotest -

- [
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PACIENTS

PCR HPYLORI EN MUCOSA GASTRICA

Figura 42. Associaci6 entre resultat de la PCR en mucosa gastrica
i Clotest®. p=0,041
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6.2.2.4. Analisi comparatiu en relacié l'erradicacié de I'Helicobacter
pylori

e Associacio entre tipus de tractament prescrit (OMA o OCA)

La comprovacié de l'erradicacié de I'H. pylori es va realitzar amb control
de SAT a les 8 setmanes de la finalitzacié del tractament. Es va realitzar en
58/64 pacients, donat que vam perdre el seguiment post-tractament en
6 casos. No es va trobar associacié estadisticament significativa entre la
taxa d'erradicacié i la terapia erradicadora prescrita (p=0,458). Tot i aixi,
si que van presentar una major erradicacio de la infeccio els pacients que
van rebre OMA (OR: 1,215) que els que els pacients que van rebre OCA
(OR: 0,67) (Figura 43).

RELACIO ENTRE TRACTAMENT PRESCRIT | RESULTAT
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Figura 43. Correlacié entre la terapia erradicadora prescrita (OCA/OMA) i l'erradi-
cacié aconseguida, determinada per control de SAT. (p=0,458)
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e Associacié amb la identificacié de la mutaciéo A2143G

No s'ha trobat associacié estadisticament significativa entre les taxes de

erradicacié, mesurades pel resultat de SAT post-tractament i la preséncia de

la mutacié A2143G, que confereix resisténcia a la claritromicina (valor p=1)

(Figura 44). Aquesta dada indica que no va haver-hi diferéncies en les taxes

d'erradicacié obtingudes entre els pacients que mostraven resistéencia i els

que no. Aquesta dada, s'analitza en la discussio.
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Figura 44. Associacio entre la preséncia de la mutacié A2143G

i l'erradicacio de I'H. pylori (p=1)
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7. DiscussiO DELS RESULTATS

7.1. DiscussiO DE L'ESTUDI DE DIENTAMOEBA FRAGILIS

El paper etiopatogénic de la D. fragilis és, a dia d'avui, encara
objecte de debat. Alguns autors defensen el seu paper etiopatogénic
en la simptomatologia gastrointestinal per la seva capacitat de produir
inflamacidé local en la mucosa del budell (12,13,32,42,178), mentre que
d‘altres autors continuen defensant la seva benignitati el seu rol purament
comensal,jaques’haaillattanten pacientsimptomatics comasimptomatics
(11,16,33,34,182). Els estudis publicats son dificils d'interpretar i de
comparar donat que hi ha diferéncies importants en els seus dissenys,
en la mostra seleccionada, en el metode diagnostic utilitzat (microscopia
Optica, cultiu o técniques de biologia molecular) etc. Per altra banda, la
majoria d’ells no compten amb un grup control per poder comparar els
resultats obtinguts, fet que es una important limitacid. Els estudis realitzats
en poblacid infantil també son molts escassos, per tant la literatura
publicada fins a dia d’avui no permet treure conclusions definitives sobre
el paper delaD. fragilis com a causant de patologia digestiva en pediatria.
El nostre estudi va comparar la preséncia de D. fragilis en mostres fecals
de nens sans i asimptomatics amb mostres fecals de nens amb clinica
intestinal en els quals s’havien exclos altres causes. Malgrat que vam
trobar més incidéncia del parasit en el grup cas, la diferéncia no va ser
estadisticament significativa (p= 0,46). El métode microbiologic utilitzat
va ser la Real-time PCR en tots els casos, no trobant en cap d'ells una
microscopia positiva. En el nostre estudi no vam determinar els nivells
de CPF com a marcador d'inflamacié intestinal ni per tant de la capacitat
patogena del parasit. Hi ha pocs estudis que avaluin els nivells de CPF en
la infeccid per D. fragilis, i en els pocs estudis publicats que existeixen no
mostren diferéncies estadisticament significatives entre la CPF de nens
infectats simptomatics o asimptomatics (34,37). En referéncia als grups
d'edat, en estudis poblacionals on es cerca la preséncia de D. fragilis,
aquesta ha estat més present en el grup d’'edat de 0-14 anys. Roser et al
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(182), va analitzar mostres fecals de 9945 individus, trobant D. fragilis en el
39,9% total de les mostres, amb variacions entre el 12-71% en funcié de la
franja d'edat analitzada, presentant un pic d'incidéncia als 7 anys i amb un
predomini de casos positius en el sexe femeni. Girginkardesler et al (183),
va analitzar 400 mostres fecals de pacients amb clinica digestiva entre
31 60 anys. Va identificar D. fragilis (aillada o amb altres parasits com la
Giardia lamblia) en el 8,8% dels pacients, amb una incidéncia més elevada
(p<0,05) en el grup de 8 a 15 anys (14,8%). Menéndez et al (12), en una
estudi realitzat a Asturies en 892 pacients, va trobar una incidéncia global
deinfeccid perD. fragilis del 18,2%,amb un picdel 23,3% en menors de 14
anys. En un metaanalisi realitzat per Wong et al. (184) es reporten taxes en
poblacié infantil del 36% si el diagnostic ha estat realitzat mitjangant PCR,
mentre que les taxes de prevalenca quan el métode diagnostic utilitzat
es la microscopia, disminueixen per sota del 10%. En el nostre estudi, la
incidéencia en el grup cas va ser del 29,8%, mentre que en el grup control
va ser del 23,4%,dades similars a les publicades. En els estudis on el
meétode diagnostic utilitzat han estat les tecniques de biologia molecular,
les taxes d'incidéncia han estat superiors, fet que demostra una major
sensibilitat de la PCR enfront les técniques convencionals.

Pel que fa a la distribucié per sexes, no es va avaluar en el nostre estudi.
En poblacié adulta Réser et al (182) va descriure un pic d'incidéncia als
40 anys amb un clar predomini del sexe femeni, pero no hi ha estudis en
edat pediatrica que corroborin aquests resultats. Pel que fa a la diferencia
entre poblacid autoctona iimmigrant, Menéndez etal.(12) no va descriure
resultats estadisticament significatius en aquest sentit. Aquesta variable
no es va analitzar tampoc en el nostre estudi.

En referéncia a la simptomatologia presentada, en la nostra cohort,
el dolor abdominal i la diarrea van ser els simptomes més freqients
(80,7% i 49,1% respectivament), coincidint amb els resultats publicats
a la literatura (11,13,16,32,178,183). Aquests dos simptomes van ser
més freqlents en els pacients del grup cas positius per D. fragilis que
en els que no presentaven el parasit. EIl meteorisme va ser el tercer
simptoma més descrit (31%), perd sense significacié estadistica (p=
0,09). L'eosinofilia en sang periférica també va ser una de les variables
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associades a la infeccid parasitaria, perdo amb resultats entre grup cas
i grup control no estadisticament significatius. Degut als pocs casos
que vam poder recopilar, finalment aquesta variable la vam excloure
de la analisis. Curiosament, I'eosinofilia va ser un dels parametres que
es va associar a la persisténcia de PCR positiva després del tractament
erradicador (p=0,02). Tot i que és un resultat molt preliminar i amb una
mida mostral petita, I'eosinofilia es podria correlacionar amb més fracas
del tractament antiparasitari.

En relacié al tractament antiparasitari, els farmacs recomanats
habitualment sén el metronidazol, la paromomicina i el clioquinol.
Alguns estudis recents recomanen paromomicina o clioquinol per tenir
menys efectes secundaris, sobretot el clioquinol, i taxes d'erradicacié
més altes. Van Hellemond et al. (48) va descriure taxes d'erradicacié amb
paromomicina del 98% enfront del 57% d'erradicacié amb metronidazol.
Burgafa et al (50) va reportar taxes d'erradicacié amb paromomicina
del 81,8% davant del 65,4% amb metronidazol. Van Gestel et al. (49),
recomana com a tractament de primera eleccié el clioquinol. Tot i aixi,
la majoria del estudis estan realitzats en poblacié adulta i per tant cal
extrapolar els resultat a poblacié pediatrica. Nagata et al. (185) va
comparar la susceptibilitat de la D. fragilis in vitro de diferents farmacs,
suggerint que els derivats del 5 nitromidazol (metronidazol,ornidazol,
tinidazol) sén els antimicrobians més efectius contra els trofozoits de D.
fragilis. Per altra banda el clioquinol no esta comercialitzat a Espanya. La
suspensié de paromomicina sovint presenta problemes de dispensacid,
a part que presenta tots els efectes secundaris dels aminoglicosids, fet
que ens va fer limitar el seu us. En la nostra cohort es va decidir per tant,
tractar tots els pacients del grup cas amb PCR positiva amb metronidazol,
donat que esta comercialitzat en el nostre pais tant en comprimit com
en suspensié, alhora que és un farmac amb amplia experiéncia en
poblacié pediatrica. Es van tractar un total de 17 pacients, perdo només
es va obtenir femta per control erradicacié en 11. Els pacients del grup
control que van presentar PCR positiva no van realitzar tractament. Es
va aconseguir erradicacié post-tractament en el 72,5%, taxes similars o
inclls superiors a les descrites a la literatura (12,14,18,48-50,178,185).
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Malgrat la negativitzacié de la PCR, el 57% dels pacients continuava
presentant clinica digestiva. En la nostra cohort es va observar una
associacié positiva (OD= 1,39) entre la preséncia del parasit i la preséncia
de clinica digestiva, pero sense significanca estadistica (p=0,46), dada que
no permet per tant, demostrar causalitat. Els nostres resultats coincideixen
amb altres publicacions, on es posa en dubte la patogenicitat real de la
D. fragilis (16,33,34,186). En el metaanalisi publicat per Wong et al. (184),
s'inclouen 47 estudis (tant pediatrics com de poblacié adulta), en el que
acaben concloent que la relacié entre la preséncia de D. fragilis i la diarrea
com a simptoma de patologia digestiva és actualment inconsistent. Tot i
aixi, tal i com hem esmentat préviament, encara hi ha diversos autors que
encara continuen defensant la seva patogenicitat (11,18,21,27,178) motiu
pel qual el debat continua obert.

Com a resum final, el nostre estudi no recolza el paper etiopatogenic de
la D. fragilis com a responsable de patologia gastrointestinal en poblacié
pediatrica alhora que, com és d'esperar, posa en relleu la superioritat
de les tecniques de biologia molecular en comparacié a les tecniques
convencionals. Un tret rellevant de la nostra investigacid és que és un dels
pocs estudis publicats en edat pediatrica, prospectiu i comparat amb grup
control.

Tot i aixi, hem detectat diverses limitacions importants, com ara la petita
mida mostral, la pérdua de seguiment d'alguns pacients per realitzar
el control post-erradicacié i finalment el tractament escollit, que segons
l'evidéncia actual seria una opcid de segona linia, sent el farmac d'eleccié
la paromomicina. SOn necessaris estudis més amplis que permetin
confirmar els nostres resultats i que avaluin també el paper de I'Enterobius
vermicularis com a vehiculitzador de la transmissid, variable que el nostre
estudi no es va avaluar. Aquestes limitacions ens obliguen a interpretar els
nostres resultats amb cautela.
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7.2. DiscussiO DE L'ESTUDI D'HELICOBACTER PYLORI

LainfecciéperH.pylori,al'igualquelainfeccidperD.fragilis,éstambémolt
prevalentiamb adquisicié habitualmenten edat pediatrica. Esampliament
conegutidemostratel seu paperetiopatogenicen el desenvolupamentde
malaltia ulcerosa gastro-duodenal aixi com també el seu potencial poder
carciogenic  (53-55,65,68,74,76,83,122,127,138,149,154,156,168,187-
190). Tot i aixi és important saber quan i com I'hem de buscar i quanicom
I'hem de tractar. La preséncia d'un test no invasiu positiu no sempre indica
patologia gastrica ni justifica sempre la simptomatologia presentada, i
per tant el tractament de la bactéria en aquesta situacié no presentara
cap benefici.

Per aquesta rad, les guies actuals de maneig de la infeccid en pediatria
(98,138)recomanenrestringirla cercade I'H. pylorinomés en aquells casos
en els que la clinica sigui compatible (és a dir en els casos de sospita de
patologia ulcerosa, anémia refractaria a la ferroterapia oral i en els casos
de PTl cronica) i insisteixen en evitar la investigacidé de la bactéria com a
causa de dolor abdominal inespecific o recurrent, de patologia gastro-
intestinal no ulcerosa i en nens amb antecedents familiars de neoplasia
gastrica. Sovint es realitza estudi de SAT o test de l'alé en poblacié
pediatrica amb clinica no compatible amb infeccié amb H. pylori, fet que
comporta tractament del mateix sense justificacié. En I'enquesta que
vam realitzar als pediatres d’Atencié Primaria de la nostra area, el 40% va
admetre iniciar estudi de H. pylori (97% dels enquestats va realitzar SAT)
en dolor abdominal de caracteristiques funcionals. En els casos en que es
va obtenir un resultat positiu, el 60% dels pediatres prescrivia tractament
erradicador de manera empirica, quedant palés l'escas seguiment de les
recomanacions dels experts.

La rad per la qual en pediatria es recomana la investigacié directe en
mucosa gastrica, és perqué sovint la preséncia de l'antigen en femta no
es correlaciona amb la preséncia del mateix en mucosa gastrica ni amb
la presencia de dany histologic. Per tant el tractament de I'H. pylori no
millorara en aquests casos la simptomatologia, donat que no és l'agent
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causal del quadre clinic a estudiar. Es per aquest motiu, doncs, que
les guies pediatriques recomanen limitar la seva recerca només en els
pacients que presentin clinica compatible amb la infeccié alhora que
desaconsellen la utilitzacié de l'estratégia «test and treat». Aquestes
mateixes guies posen émfasi en la realitzacié de FGS en tots els pacients
en el que es sospita patologia ulcerosa, amb realitzacié de cultiu, test rapid
de la ureasa, técniques histologiques (H&E / IHQ) i sempre que es pugui,
recomanen demostrar la preséncia de DNA bacteria en mucosa gastrica
mitjancant técniques de biologia molecular, donada la poca sensibilitat
del cultiu. L'objectiu final és sempre poder objectivar de manera directa el
microorganisme in situ per poder establir una relacié causal entre el dany
histologic, la simptomatologia del pacientila preséncia de I'H. pylori com
agent etiologic. En la realitat, pero, tot i I'ampli coneixement d'aquestes
guies per la majoria dels professionals, la seva aplicacié en la practica
clinica del dia a dia és escassa. Bonilla etal. (191), en un article publicat el
2021 refereix que a USA l'adheréncia dels gastroenterolegs pediatrics a
les guies de ESPGHAN/NASPGHAN (98) es molt baixa. Només en un 3%
dels casos es realitza FGS i cultiu, amb un Us extremadament elevat de
I'estratégia «test and treat», utilitzant els meétodes no invasius com a Unica
eina diagnostic. Per altra banda, en el mateix article es refereix que es
prescriu tractament amb regims que contenen claritromicina en 2/3 dels
pacients, quan les guies recomanen evitar I'Us de la claritromicina quan es
desconeix la sensibilitat antibiotica. Aquests resultats a USA, coincideixen
en forca mesura als que nosaltres vam obtenir amb I'enquesta que vam
realitzar als gastroenterolegs del grup de treball de Gastroenterologia
Pediatrica de la SCP.En el nostre estudi els resultats van ser una mica millors
pel que fa al diagnostic. Tot i aixi, el 31% dels especialistes realitzaven el
diagnostic sense FGS, emprant directament l'estratégia “test and treat”.
El desconeixement en el nostre ambit de les resisténcies antibiotiques
era també molt alt (el 76% dels enquestats referien no coneixer la
sensibilitat antibiotica de I'H. pylori en la seva area geografica). El motiu
d'aquest desconeixement era per la no realitzacié de cultiu o be per la
baixa rendibilitat del mateix. Tot i no conéixer la sensibilitat antibiotica,
i en contra de les recomanacions, gairebé el 30% dels gastroenterolegs
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pediatrics i aproximadament la meitat dels pediatres d'atencid primaria,
pauten claritromicina com a tractament de primera linia.

Probablement la «millor» adheréncia a les guies a Catalunya es deu
al fet de que gaudim d’una sanitat publica, a diferéncia dels USA, cosa
que facilita la realitzacié de més proves diagnostiques. Malgrat tot,
sorpren la moderada adheréncia a les recomanacions dels experts, amb
presidencia de I'Gs de técniques no invasives (i per tant indirectes) pel
diagnostic de la infeccid i a I'elevada prescripcié de claritromicina. Hi ha
diversos motius que podrien justificar aquesta manca de seguiment per
part dels professionals, com pot ser el temps d'espera per la visita amb
I'especialista, el temps d'espera per la realitzacié de la FGS, la necessitat
d'anestesia (anestésia general en el cas de nens per sota de 5 anys) etc. .
motius que enredereixen el diagnostic i per tant I'inici del tractament. Per
altra banda, un dels objectius de la FGS és obtenir mostres de mucosa
gastrica per poder realitzar cultiu i estudi d'antibiograma a fi de prescriure
una terapia dirigida. En la practica clinica real, la rendibilitat del cultiu és
baixa (al voltant del 50%) (101,105), fet que obliga a prescriure tractament
empiric malgrat haver realitzat la FGS.

Aquesta realitat obliga a investigar métodes alternatius fiables i que es
puguin realitzar en mostres de facil obtencié (com ara la saliva o la femta).
El desenvolupament de lestécniques de biologia molecularamb les NGSi
I'estudide resisténcies per PCR podrien solucionar en gran mesura aquests
obstacles. Diversos autors han publicat recentment la bona correlacié de
la PCR en mostres fecals i la infeccié per H. pylori (121,147,192). Beckman
et al. (192), a més va descriure una bona correlacié entre la PCR en femta
i el SAT. Es important per tant, coneéixer aquesta correlacid, per poder
confirmar que l'estudi en femta és suficientment sensible i especific
per poder obviar l'estudi en mucosa gastrica. En la nostra cohort, els
pacients es van seleccionar en funcié de clinica compatible segons les
guies actuals i amb SAT positiu. En tots ells es va realitzar FGS. La FGS
mostrava lesié macroscopica en el 73,4%, sense significacié estadistica
pel que fa a la relacié amb el tipus de simptoma (p=0,3). En tots els
pacients es van obtenir mostres de mucosa gastrica per histologia i cultiu,
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independentment del resultat macroscopic de la FGS. El 94% de les
biopsies van mostrar alteracié histologica (principalment gastritis cronica
activa) amb un valor p estadisticament significatiu (p=0,04). La troballa
de H. pylori per técniques de tincié (H&E) o per IHQ va ser del 90,6%.
L'associacié entre histologia positiva, independentment de la técnica, i
la PCR H. pylori en mucosa gastrica va ser estadisticament significativa
amb un valor p=0,0. Només és un cas es va obtenir una PCR positiva
amb estudi histologic negatiu. Per tant, podriem deduir que en pacients
seleccionats per simptomes compatibles amb infeccié H. pylorii amb SAT
positiu, la correlacié amb identificacié de H. pylori per histologia i per PCR
en mucosa gastrica és molt alta, confirmant que en pacients seleccionats,
el SAT positiu indica preséncia de H. pylori en mucosa gastrica. Segons
I'estudi de Beckman la PCR en femta es correlaciona amb SAT positiu,
per tant podriem extrapolar que en aquest pacients l'estudi de PCR en
femta seria suficient pel diagnostic de infeccié per H. pylori, alhora que
permetria realitzar estudi de resisténcies antibiotiques. Graham (147),
en un article publicat aquest any 2023, basant-se en la premissa que I'H.
pylori present en mucosa gastrica es despren cap a la llum intestinal,
amb eliminacié d'antigens i material genétic per la femta, defensa que
les mostres fecals son una font fiable de DNA bacteria, podent detectar-
lo mitjancant técniques de PCR, alhora que aquestes tecniques ens
permetrien detectar mutacions que es correlacionen amb resisténcies
antibiotiques. Actualment a Europa encara no hi ha kits comercialitzats
i validats per l'estudi en mostres fecals. A USA I'Unic kit comercialitzat
detecta només resisténcia claritromicina (Mayo Clinical Laboratory). Les
proves de susceptibilitat basades amb les NGS poden detectar resistencia
fins a 6 antibiotics en mostres fresques, congelades i fins i tot en mostres
gastriques fixades amb formalina. Tot i aixi I'Us de les NGS a la practica
clinica pot ser complexa, ja que el formol pot degradar el DNA, obtenint-
se fragments més petits que sén insuficients per l'aplicacié d'algunes
técniques de NGS. En aquest aspecte s'obre tot un camp de futur, amb
la validacié d'aquestes tecniques en mostres fecals, pas definitiu per
poder obviar la realitzacié de FGS per l'obtencié de mostres gastriques.
En la nostra cohort hem pogut correlacionar la preséncia de H. pylori en
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mucosa gastrica i I'antigen en femta positiu en 54/60 dels casos (90%).
En 6/60 (10%) lI'antigen en femta va ser positiu, pero la PCR en mucosa
gastrica va ser negativa, amb un resultat no estadisticament significatiu
(p=0,81). Atribuim aquesta manca de significanca estadistica a la petita
mida mostral. Tot i aixi, en el 90% dels casos vam demostrar una bona
correlacid, indicant, per tant,que probablement que les mostres fecals
son una bona font de material genetic d'H. pylori.

En referéncia a les resisténcies antibiotiques, tal i com hem esmentat
an l'apartat de material i métodes, vam decidir no realitzar cultiu degut a
la pressid assistencial del servei de microbiologia durant els practicament
dos anys de pandéemia. En les 15 mostres inicials (reclutades entre el 2019
i principis del 2020), no vam obtenir cap cultiu positiu. Donada aquesta
baixa rendibilitat i la necessitat d'optimitzar recursos, es va decidir obviar
el cultiu. Les mostres gastriques es van congelar, i es va realitzar la PCR
en un segon temps. Els kits actualment comercialitzats permeten només
identificar la resisténcia a claritromicina i a quinolones. En la nostra cohort,
de les 54/60 PCR positives que vam obtenir, en 22/54 es va identificar la
mutacié A2143G que indica resisténcia a claritromicina. Per tant, segons
les nostres dades, en la nostra poblacié hi ha un 40% de resisténcia a
claritromicina, indicant que la nostra area te una alta taxa de resisténcia
a aquest antibiotic (>15%). Aquesta és, segons el nostre coneixement,
la primera dada reportada de resisténcia a claritromicina en la nostra
zona geografica. Aquesta evidencia obliga a eliminar la claritromicina
com a tractament empiric de primera linia. Malfertheiner et al (55) en
un article publicat aquest any 2023 refereix una resisténcia mundial
global a claritromicina del 25-30%, sensiblement inferior a la trobada en
la nostra cohort. Al no tenir cultiu, no hem pogut avaluar la resisténcia
a metronidazol. Tot i aixi, sabem que la resisténcia in vitro no s’equival
exactament a la resistéencia in vivo, degut a que aquesta disminueix
quan s'administra conjuntament dosis altes de IBP i/o sals de bismut. En
la nostra série vam realitzar tractament empiric en tots els casos, donat
que no vam realitzar cultiu (o aquest va ser negatiu) i que la PCR es va
dur a terme en un segon temps. En el 85,4% dels pacients tractats amb
pautes que contenien metronidazol (64,1% del total de tractaments)
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es va aconseguir erradicar I'H. pylori, obtenint un SAT post- tractament
negatiu. En el cas de la les pautes que contenien claritromicina (29,7%
del total de tractaments),es va aconseguir erradicacié en el 76,5%. No
vam trobar diferéncies estadisticament significatives (p=0,458) entre les
taxes d'erradicacid i el tractament antibiotic prescrit, resultat que s'ha
atribuit també a la petita mida mostral. Una altra de les raons d’aquesta
escassa diferéncia, és el fet de que el gen de resisténcia a Claritromicina
només es va trobar en 7 dels pacients tractats amb la mateixa. La resta de
mutacions de resisténcia es van trobar en el grup que va rebre tractament
amb metronidazol. El fet de que no s'obtinguessin taxes d’erradicacié més
altes en els pacients que van rebre metronidazol, podria ser degut a una
falta d'adherencia al tractament prescrit, efectes secundaris del mateix
o be resistencia a metronidazol, que com hem dit no va ser avaluada.
Actualment es considera que cal aconseguir unes taxes d'erradicacid
superiors al 90%. En la nostra cohort aquestes taxes va ser molt més
baixes quan el tractament administrat contenia claritromicina (76,5%) i
més altes quan contenia metronidazol (85,4%), pero ambdues inferiors a
les aconsellades.

Aquest estudi presenta dues limitacions molt importants. La primera
limitacié ha estat la petita mida mostral. Al tractar-se d’'un estudi pilot
s'han inclos pocs pacients, i aquesta és una de les raons per les quals
molts resultats no han aconseguit obtenir significanca estadistica. La
segona limitacié important ha estat el no haver realitzat cultiu ni estudi de
resisténcies per antibiograma, motiu pel qual només hem pogut estudiar
les taxes de resisténcia a claritromicina. Desconeixem per tant, quines sén
les taxes de resisténcia a metronidazol i a quinolones en el nostre medi.
Aquestes limitacions ens obliguen a interpretar els nostres resultats amb
cautela.

7.3. Discussi® CONJUNTA

La infeccid per H. pyloriilainfeccié perD. fragilis son dues infeccions molt
prevalent en el nostre medi, tal i com s’ha anat mostrant al llarg de la tesi.
Per altra banda la presencia de simptomatologia del tracte gastro-intestinal
és un dels motius de consulta més freqlient tant en I’Atencid Primaria com
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en la consulta especialitzada. Per tant la preséncia de I'H. pylori i de D.
fragilis en aquests pacients, pot fer establir una relacié de causalitat entre el
microorganisme i la clinica digestiva. Es per aquesta rad que és important
saber quan esta justificat buscar aquestes infeccions i quan esta justificat
tractar-les. En el nostre estudi no hem trobat una relacié etipatogeénica de
la D. fragilis amb clinica digestiva, motiu pel qual no aconsellem la seva
investigacio ni el seu tractament en cas d'identificar el parasit. En el cas
de I'H. pylori, hi ha situacions concretes en les que si cal investigar-lo. Ha
quedat ampliament demostrat que les tecniques de biologia molecular son
molt més sensibles que les técniques microbiologiques classiques, i que el
desenvolupament d'aquestes no només ens ajudara al diagnostic de l'agent
infeccids sind també a l'estudi de resisténcies antibiotiques en mostres de
facil obtencid, com ara la femta. Aquest avenc és un pas de gegant que
permetra realitzar tractaments antibiotics dirigits, evitant I'empirisme i
per tant evitant el desenvolupament de resisténcies. Un missatge basic
del nostre estudi, és transmetre la no necessitat de tractament de la D.
fragilis, evitant aixi un sobre Us del metronidazol, antibiotic de primera
linia en el tractament de I'H. pylori en el nostre medi, donada l'alta taxa de
resistencia que hem trobat a claritromicina. Tenir una politica racional de
I'Gs d'antibiotics és la clau per tenir un millor control de les resisténcies,
primera causa de mort mundial en les proximes decades.
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8. CONCLUSIONS

1. Lestécniques de biologia molecular (Real time-PCR) sén superiors
a les técniques microbiologiques convencionals per determinar
la presencia de Dientamoeba fragilis i d'Helicobacter pylori en
mostres fecals i en mucosa gastrica respectivament

2. Segons el nostre estudi, el tractament de la Dientamoeba fragilis
no esta justificat, donat que no s’ha demostrat que tingui un paper
etiopatogenic clar ni que sigui responsable de simptomatologia
gastro-intestinal en pacients pediatrics.

3. En pacients seleccionats, la positivitat de I'antigen d'Helicobacter
pylori en femta es correlaciona amb lesié histologica i amb la
preséncia de DNA bacteria en mucosa gastrica.

4. Les tecniques histologiques per determinar Helicobacter pylori
(H&E i IHQ) es correlacionen amb la presencia de DNA bacteria
en mucosa gastrica. En cas de no poder realitzar cultiu o PCR, la
negativitat de la H&E /IHQ pot descartar la infeccid.

5. Lataxa de resisténcia a claritromicina en I'area de la Metropolitana
Nord de Barcelona és del 40%, considerant aquest territori
altament resistent.

6. En la nostra area, el tractament empiric de primera linia de la
infeccié per Helicobacter pylori no pot contenir Claritromicina.

7. El metronidazol és un antibiotic imprescindible en les terapies
erradicadores de |'Helicobacter pylori. Cal evitar el seu sobre
Us no justificat en altres infeccions, com és el cas de la infeccid
per Dientamoeba fragilis a fi de reduir el desenvolupament de
resistencies.

8. Les mostres fecals sén una font apta per obtenir DNA bacteria,
que poden permetre el diagnostic de la infeccid i l'estudi de
resisténcies antibiotiques.
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Conclusions

9. Lavenc en les tecniques de biologia molecular en mostres de facil
obtencid pot ajudar a simplificar les guies actuals de Helicobacter
pylori, facilitant un millor seguiment per part dels clinics.
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9. ANNEXOS

9.1. ANNEX 1

9.1.1. Enquesta a Gastroenterolegs Pediatrics de la Societat

Catalana de Pediatria)

Enquesta realitzada mitjancant un questionari Google Forms als

membres del Grup de Treball de Gastroenterologia la SCP. Van participar

un total de 42 facultatius. El 68% dels enquestats exercien en I'ambit de la

sanitat publica, la majoria d'ells en hospitals de segon nivell (68%) i tercer

nivell (32%). El 70% dels enquestats treballen a la provincia de Barcelona

9.1.1.1. Resultats

Els 100% afirmava conéixer les guies de Maneig de la infeccié per
H. pylori de la SEGHNP (138) i /0 de la ESPGHAN/NASPGHAN (98)

El 97% dels pacients que arribaven a la Consulta especialitzada eren
remesos des de I'Atencié Primaria.

El 93% dels pacients remesos aportaven un test no invasiu (SAT o
TAU C™) positiu. Només un 5% es remetien per serologia positiva
(IgG H. pylori)
El 49% dels casos es va remetre després d’haver realitzat tractament
erradicador empiric, a fi de realitzar seguiment des de la consulta
especialitzada.

En cas de positivitat de Test no invasiu, el 31% dels gastroenterolegs
NO realitzaven gastroscopia i tractaven de manera empirica, és
a dir, una tercera part dels especialistes van reconeixer realitzar
I'estrategia Test and Treat, en contra de les recomanacions de les
guies pediatriques
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e Del 69% d'especialistes que si feien fibrosgastroscopies amb presa
de biopsies, el 84% agafaven mostres per cultiu. Per tant, un 16% no
realitzava cultiu.

e Quan es va preguntar per la técnica de deteccié de H. pylori per
técnica de PCR, aquesta només era accessible en el 22% dels centres.

e El 76% dels gastroenteroleg referien realitzar RUT en una de les
mostres de biopsia gastrica.

e Pelquefaalesresistenciesantibiotiques,el 76% dels gastroenterolegs
va afirmar no coneixer les resisténcies antibiotiques de la seva area.

e En referencia al tractament el 71,4 % afirmava prescriure tractament
de primera linia amb triple terapia amb pautes que inclouen
metronidazol mentre que el 28,6% prescrivia tractament empiric
amb claritromicina, toti no tenir dades sobre la sensibilitat antibiotica
ni sobre les taxes de resisténcia de la seva area.

e El 95% dels especialistes pautava tractament durant 14 dies de
tractament. Només un 5% dels enquestats realitzava pautes curtes.

* El95% dels especialistes realitzava un test no invasiu per comprovar
erradicacié post-tractament.

* El59% prescrivien tractament coadjuvant amb probiotics.

Segons els resultats obtinguts en aquesta enquesta als especialistes
de Gastroenterologia pediatrica, podem concloure que malgrat el
coneixementde les guies de maneig de lainfeccid per H. pylori,I'adheréncia
a les mateixes és discreta/moderada en una gran part dels hospitals. Cal
destacar el baix coneixement de les resistencies antibiotiques locals i amb
un Us de claritromicina empirica com a tractament de primera linia molt
elevat, en contra de recomanacions actuals. Aquests resultats ens haurien
de fer reflexionar del motiu pel qual, en la practica clinica real, tot i ser
coneixedorsdeles guies, una partimportantdels especialistes no segueixen
les recomanacions. Els resultats d'aquesta enquesta es van presentar en el
XXIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Gastroenterologia, Hepatologia
y Nutricién Pediatrica (SEGHNP) realitzat a Cérdova el maig 2023, com a
comunicacié oral.
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9.1.2. Enquesta als pediatres d'Atencié Primaria de la Regid

Metropolitana Nord de Barcelona

Enquesta realitzada a través d'un questionari Google Forms que es av

enviar als pediatres que exerceixen en l|'area sanitaria de la Metropolitana

Nord de Barcelona. Van contestar el questionari un total de 58 facultatius.

9.1.2.1. Resultats

El 57% dels pediatres enquestats va afirmar no seguir cap guia de
maneig de la infeccié per H. pylori. Del 43% que si afirmava seguir
guies de maneig, el 75% es basaven els protocols de la Asociacién
Espafola de Pediatria (AEP) publicades per Perdomo et als (193).

El 40 % afirmava realitzar estudi de infeccié per H. pylori en dolor
abdominal recurrent o de caracteristiques funcionals, en contra de
les recomanacions actuals.

El test no invasiu més emprat pel diagnostic de I'H. pylori va ser el
SAT, en un 97% dels casos.

El 60% dels pediatres, en cas de prova no invasiva positiva, afirmava
realitzar directament tractament de manera empirica.

Quan es va preguntar sobre el tractament, el 26% dels pediatres
no va respondre a la pregunta. Dels que si que va respondre, el
34% realitzava tractament de primera linia amb triple terapia amb
pautes que contenien claritromicina, el 29% ho feia amb pautes que
contenien metronidazol, el 5% realitzava terapia quadruple amb
sals de bismuti el 6% restant no tractava. La majoria dels enquestats
(81%) va prescriure pauta erradicadora durant 14 dies.

El 58% sol-licitava control post-erradicacié amb un test no invasiu
(98% dels casos la prova realitzada va ser SAT).

Gairebé el 30% de pediatres no realitzava control per comprovar
erradicacié si els simptomes s’havien resolt.

En cas de no erradicacié o no resolucié de la simptomatologia
després del tractament, el 62% dels pediatres remetia el pacient a la
consulta especialitzada
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e Pel que fa referéencia al coneixement de resistencies antibiotiques,
el 98% dels pediatres va admetre no saber les taxes de resisténcia a
claritromicina de la seva area geografica.

Segons els resultats obtinguts en aquesta enquesta, podem concloure que
en la practica clinica real, en els centres d’Atencié Primaria també s'observa
en general, una baixa adheréncia a les guies publicades.

Els dos collectius enquestats mostren globalment un elevat desconeixe-
ment de les taxes de resisténcia antibiotica de I'H. pylori, amb un alt Us
empiric de la claritromicina.

En resum, segons aquestes dades, en el nostre medi existeix un elevat di-
agnostic d'infeccié per H. pylori sense comprovacié de la seva preséncia
en mucosa gastrica, fet que comporta segurament un sobrediagnostici per
tant a un sobretractament del mateix. Aquest fet esdevé una de les justifica-
cions fonamentals del nostre estudi.
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9.2. ANNEX 2
9.2.1. Aprovacié Comité Etica estudi Dientamoeba fragilis

i,

- ' e

Germans Trlas | Pujol
Haospital

Gomith d'Etica de la Investigacid

DICTAMEN DEL COMITE D'ETICA DE LA INVESTIGACIO

El Dr. Magi Fareé Albaladejo, Prasident del Comité d'Etica de la Investigacié de PHospital Universitari
Germans Trias | Pujal,

CERTEFICA

Cue aguest Cormitd ha avaluat la propasta de realitzacio del projecte diinvestigacid:

cooi DRENTA RE# CEI P-17-186
oL Clagnéstic de Dientamosba fraghls. Paper & sin Eastr en
pacEnts pediabics. Versid 2

PROMOTOR Servel de Microbeolog i [HUGTE)

Full d'infermacid al Paclent | Comsentiment Infarmat grop cas” werslf (no consta) [ Full dinformadd al Padent |
Cansentimant Infesmal “grup contsl” Warsi (Ha conslal

i conside ra gque:

P Es compleixen els requisits necessaris d'idoneitat del protocol en relacid amb els objectius de l'estudi
i que Mestudi compleix amb els aspectes que es recullen ala el ' Investigacio Biomedica 14/2007.

¥ El procediment per obtenir el consentiment informat, incloent & full d'informacid per als subjectes |
e pla de reclutament de subjestes previstos son Bdeguats.

* Bl procediment previst per al maneig de dades personals és adequat.

¥* Lacapacitat de Firvestigador | els seus col-laboradors, aixd com els mitjans disponibles s6n apropiats
per realltzar &l projecte.

* En cas d'obtencid i progessament ce mostres biologiques, aguesta s'adeguard al que préveu el Reial
Decret 1716/2011,

Cee aguast Comite ha decidit emetre DICTAMEN FAVORABLE en la reunid celebrada el dia 27/10/2017
acceptant que 'esmentat estudl sigul realitzat a |'Hospital Universitari Germans Trias i Pujal per la Dra,
Gerna Ferndndez Rivas del servel de Microbéologla com investlgadara prindpal,

Oue & Fesrnentada reunit & van camplic ebs requisies que estableix b legisl st vigent perque la declsid
de MNesmentat CEI sigui villida.,

Que o CEl de I'Hospital Unéversitari Germans Trias | Pufol tant en 3 sava com@osicid como en els seus
procediments, compleix amb les normes de BRC ([CFMPJICH/135/85) | ami [a legislacid vigent que regula
el seu fundonament, | gue |2 composicld del CE &5 |a Indicada en 'annex |,

Que en el supbsit que algun membre del CEl sigul investigador prindipal o collaborador de 'estud|
arvaluat, aguest s'absentard de la reunid durant la deliberacid | presa de decisid.

Signat a Badalona, a 27 d'octubre de 2017

, | firte v *ﬁ“"'”’

I G b o

Comit o Exica de fa Investigacis

D, b Albaladejo
A

REF.CE: PM-17-166
Phging 1de 2
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Vs

L l -
Germans Trias i Pujol
Hospital

Comité & Etica de la Investigacice

ANNEX I: COMPOSICIO CEl HOSPITAL UNIVERSITARI GERMANS TRIAS | PUJOL

President

Farré albaladejo, Magl. Farmacologia Clinica
Vicepresidenta

Balafid Quintero, Carme. Oncologia Médice (1C0)
Secretaria

Lopez Andrés, Anna. Farmacologia Clinica (IGTP)
Secretaria Tecnica

Fortes Villegas, Angels. [IGTP)

Vocals

Alonso Fernandez, Sergio. Infermeria

Avecilla Palau, M2 Angels, Ginecologia y Obstetricia [BSA)
Bayés Genis, Bealriu, Direccid de Cenlie

Cabrera Jaime, Sandra, Infermeria

Casanovas Cuellar, Cristina, Infermerla

Dachary Jiménez, Natalla. Jurista

liménez Lapez, Irene. Unitat d"Atencid a la Ciutadania
Lipez Sisamdn, David. Farmacia {1C0]

Maontané Esteva, Eva. Farmacologia Clinica

Oriol Rocafiguera, Albert. Hematologia i Hemoterapia (ICD)
Peldez de Lofo, Jordi. Farmacia (CATSALUT)

Puyalto Depablo, Paloma. Radiclogia

Rameo Tella, Cristina. Neurologia

Romew Fontanillas, Joan, Medicina Interna -VIH

Sanchez Ferndndez, M? del Carmen. Biologia-Gendtica {1JC)
Sold Sudrez, Montserrat, Medicing Nuclear

Vilard Jagues, Lala. Farmicia

REF.CEl; P-17-166
Figina 2del
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W

- |

Germans Trias i Pujol
Hnspital

Direccld Centre
Crin De Conpef, g/n
DE15 Badalona

CONFORMITAT DE LA DIRECCIO DEL CENTRE

La Dra. Beatriu Bayés Genls, Directora de centre de PHospital Universitarl Germans Trias |
Pujol, i vista l'autoritzacid del Comité d'Etica de la Investigacia.

CERTIFICA

Que coneix la proposta realitzada pel Servei de Microbiologia (HUGTIP), per tal que sigui
realitzat al nostre Centre I'estudi titulat:

"Diagnéstic de Dientamoeba fragilis. Paper etiopatogénic en simptomatologia
gastrointestinal en pacients pediatrics.”,

Codi de protocol: DIENTA, versid: 2,

[ que serd realitzat per la Dra. Gema Ferndndez Rivas del Servei de Micrebiologia com a
investigadora principal,

Que esta d'acord ami 13 seva viabiitat des del punt de vista econdmic,

Que accepta |a realitzacio d*aquest al Centre.

Signat a Badalona a 2 de novembre de 2017

Dra. Beatriu Bagés Genis

Raf. CEl: PI-17-165
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9.2.2. Aprovacié Comité Etica estudi Helicobacter pylori

| Germans Trias i Pujol
Hospital

Comite d’Etica de la Investigacié

DICTAMEN DEL COMITE D’ETICA DE LA INVESTIGACIO

El Dr. Magf Farré Albaladejo, President del Comité d’Etica de la Investigacié de I'Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol,

CERTIFICA

Que aquest Comité ha avaluat la proposta de realitzaci6 del projecte d’investigacio:

copl Hppedia 18 REF.CEI PI-18-220

TiToL Infeccid per I'Helicobacter pylori en poblacié pediatrica en I'area Barcelongs-Metropolitana Nord:
incidéncia, caracteristiques cliniques i estudi de resisténcies antibidtiques. Versié: no consta

PROMOTOR Servei de Pediatria i Servei de Microbiologia (HUGTIiP)

Full Informatiu i Consentiment Informat del pare, mare o tutor legal per a menors de 12 anys (10/12/2018) + Full
Informatiu i Consentiment Informat per a menors d’edat entre 16 i 18 anys (10/12/2018) + Full Informatiu | Consentiment
Informat “assentiment >12 anys” (10/12/2018)

i considera que:

» Es compleixen els requisits necessaris d'idoneitat del protocol en relacié amb els objectius de I'estudi
i que I'estudi compleix amb els aspectes que es recullen a la Llei d'Investigacié Biomedica 14/2007.

» El procediment per obtenir el consentiment informat, incloent el full d'informacié per als subjectes i
el pla de reclutament de subjectes previstos sén adequats.

» El procediment previst per al maneig de dades personals és adequat.

» La capacitat de I'investigador i els seus col-laboradors, aixi com els mitjans disponibles son apropiats
per realitzar el projecte.

> En cas d’obtencié i processament de mostres biologiques, aquesta s'adequara al que preveu el Reial
Decret 1716/2011.

Que aquest Comité ha decidit emetre DICTAMEN FAVORABLE en la reuni6 celebrada el dia 11/01/2019
acceptant que I'esmentat estudi sigui realitzat a I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol per la Dra.
Montserrat Montraveta Querol del servei de Pediatria com investigadora principal.

Que a I'esmentada reunié es van complir els requisits que estableix la legislacié vigent perqué la decisié
de I'esmentat CEl sigui valida.

Que el CEI de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol tant en la seva composicié como en els seus
procediments, compleix amb les normes de BPC (CHMP/ICH/135/95) i amb la legislacié vigent que regula
el seu funcionament, i que la composicié del CEl és la indicada en I'annex 1.

Que en el suposit que algun membre del CEI sigui investigador principal o col-laborador de I'estudi
avaluat, aquest s'absentara de la reunié durant la deliberacié i presa de decisio.

Signat a Badalona, a 11 dg gener de 2019.
Wy
-‘-

eneralitat de Catalunya Geﬂnav‘w “Triae i Pujo!

epartament de Salut Hospital
Inslitut Catals de 2 Satt

Comité d'Etica de la Investigacio

Dr. Mag#Farré Albaladejo

REF.CEI: PI-18-220
Pagina 1de 2
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| Germans Trias i Pujol
Hospital

Comité d’Etica de la Investigacié

ANNEX I: COMPOSICIO CEI HOSPITAL UNIVERSITARI GERMANS TRIAS | PUJOL

President

Farré Albaladejo, Magi. Farmacologia Clinica
Vicepresidenta

Balafid Quintero, Carme. Oncologia Médica (ICO)
Secretaria Técnica

Fortes Villegas, Angels. (IGTP)

Vocals

Alonso Fernandez, Sergio. Infermeria

Avecilla Palau, M2 Angels. Ginecologia y Obstetricia (BSA)
Bayés Genis, Beatriu. Direccid

Bret Garriga, Esteve. Representant del Pacient
Cabrera Jaime, Sandra. Infermeria

Casanovas Cuellar, Cristina. Infermeria

Dachary Jiménez, Natalia. Jurista

Jiménez Lopez, Irene. Unitat d’Atenci6 a la Ciutadania
L6pez Andrés, Anna. Farmacologia Clinica (IGTP)
Montané Esteva, Eva. Farmacologia Clinica

Moreira Porta, Berna. Representant del Pacient

Oriol Rocafiguera, Albert. Hematologia i Hemoterapia (ICO)
Peldez de Lofio, Jordi. Farmacia (CATSALUT)

Puyalto de Pablo, Paloma. Radiologia

Ramo Tello, Cristina. Neurologia

Romeu Fontanillas, Joan. Medicina Interna -VIH

Sola Sudrez, Montserrat. Medicina Nuclear

Vilaré Jaques, Laia. Farmacia

REF.CEL: PI-18-220
Pagina 2 de 2
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9.3.ANNEX 3

9.3.1. Publicacié6 article: Should Dientamoeba fragilis be looked
for in pediatric digestive pathology of an unknown cause?
A proposed pilot case-control study
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Original article

Should Dientamoeba fragillis be looked for in pediatric digestive N
pathology of an unknown cause? A proposed pilot case-control study %

f
Updates

Montse Montraveta-Querol®"-*, Maria Victoria Bovo?, Neus Roig-Abraham?, Nona Romani¢,
Alba Alcaraz?, Gema Fernandez-Rivas 4

@ Paediatric Gastroenterology Unit, Department of Pediatrics, Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain

b Department of Pediatrics, Obstetrics and Gynecology and Preventive Medicine, Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), Spain

© Department of Microbiology, Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain
d Department of Genetics and Microbiology, Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB), Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articl_e history: Introduction: Dientamoeba (D.) fragilis is a common intestinal protozoan with an unresolved clinical sig-
Received 1 October 2021 nificance. The association between D. fragilis and the etiology of gastrointestinal symptoms in children
Accepted 22 March 2022 is unclear. Metronidazole is often used for treatment. The aims of this study are to clarify the clini-

Available online 1 june 2022 cal relevance of D. fragilis in children with gastrointestinal symptoms, and to determine the clinical and

microbiological efficacy of metronidazole in D. fragilis-infected children with gastrointestinal complaints.
Keywords: Methods: A prospective case-control study was performed from October 2017 to February 2019. A total
ﬁi:ggilali';al pain of 106 individuals aged 1-17 were included. Out of the 106; 59 showed gastrointestinal symptoms (case
Metronidazole group), and 47 were without gastrointestinal symptoms (control group). We excluded 2 patients from

the case group. D. fragilis was diagnosed by real-time PCR in stool samples. A 10-day course of oral
Metronidazole was prescribed in D. fragilis positive children with GI symptoms. Clinical data before and
after the treatment as well as peripheral eosinophilia in previous blood samples, were recorded.
Results: Of the 104 participants, D. fragilis was found in 17 (29.8%) children from the case group, whereas
in the control group the parasite was detected in 11 patients (23.4%) with an odds ratio (OR) of 1.39 (IC95%
0.53-3.75, p=0.46). The most prevalent clinical manifestation was abdominal pain (46/57, 80.7%). Sev-
enteen cases with a positive PCR received anti-parasitic treatment according to the established protocol,
although during the collection period we received only 11 stool samples to perform the post-treatment
follow-up. The PCR of the D. fragilis remained positive in 3 patients (3/11, 27.27%). Despite achieving the
eradication of the parasite, 4/8 patients (50%) continued with digestive symptoms.
Conclusions: According to our study there were no differences between the D. fragilis infection in children
with or without gastrointestinal symptoms. No relation was found between the clinical and microbio-
logical responses after said D. fragilis treatment. Therefore, we conclude that it is not justified to look
specifically for D fragilis in pediatric patients with abdominal symptoms.

© 2022 Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Se debe investigar la infeccién por Dientamoeba fragilis en nifios con
enfermedad digestiva de causa desconocida? Estudio piloto caso-control

RESUMEN

Palabras clave: Introduccion: Dientamoeba (D.)fragilis es un protozoo intestinal muy comun pero con una relevancia

D. fragilis clinica incierta. El papel etiopatogénico de la D. fragilis en sintomatologia gastro-intestinal no esta

Dolor al_:dominal claramente establecido. El metronidazol es con frecuencia el firmaco de eleccién. El objectivo de nue-

Metronidazol stro estudio fue determinar la relacién entre D. fragilis y la presencia de clinica digestiva en poblacién
pediatrica asi como valorar la eficacia del metronidazol en la resolucién de los sintomas.

* Corresponding author.
E-mail address: montse.montraveta@hotmail.com (M. Montraveta-Querol).

https://doi.org/10.1016/j.eimc.2022.03.007
0213-005X/© 2022 Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.
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M. Montraveta-Querol, M.V. Bovo, N. Roig-Abraham et al.

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 40 (2022) 436-440

Material y métodos: Estudio prospectivo caso-control realizado entre octubre 2017 y febrero 2019. Se
incluyeron un total de 106 pacientes entre 1-17 afios. 59 pacientes presentaban sintomas digestivos
(grupo caso) y 47 pacientes asintomaticos (grupo control). Se excluyeron 2 pacientes del grupo caso. La
presencia de D. fragilis se determind por técnica de PCR real-time(PCR-RT) en muestra de heces. En los
pacientes del grupo caso con PCR-RT positiva se realizé tratamiento con metronidazol durante 10 dias. Se
recogieron datos clinicos antes y después del tratamiento asi como presencia de eosinofilia periférica.
Resultados: De los 104 participantes, se detectd D. fragilis en el 17/59 (29,8%) en el grupo caso y en 11/47
pacientes del grupo control (23,4%) con una odds ratio (OR) de 1.39 (IC95% 0.53-3.75, p=0.46). El sintoma
mas frecuente fue el dolor abdominal (46/57, 80,7%). Los 17 pacientes del grupo caso recibieron metron-
idazol segtin protocolo y se realizé6 PCR-TR D. fragilis post-tratamiento en 11/17 pacientes. La PCR-RT
persistié positiva en 3 pacientes (3/11, 27,27%). De los 8 pacientes que negativizaron PCR-RT, 4 (50%)
continuaron con dolor abdominal.
Conclusién: Segtn nuestro estudio no se encontré relacién significativa entre la presencia de infeccién
por D.fragillis y la existencia de sintomatologia digestiva. Tampoco se observé mejoria clinica significativa
en aquellos pacientes infectados que recibieron tratamiento.

© 2022 Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Publicado por Elsevier

Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Introduction

Dientamoeba fragilis is a protozoan reported worldwide as a
common microorganism present in the human gastrointestinal
tract, with an estimated prevalence in Spain of around 17.7%,’
which is equal or exceeds the incidence of giardiasis.? It remains
controversial whether D. fragilis is a commensal parasite or a
pathogen. Several studies were published to describe its role,
mainly in the adult population,® but so far, there are few pediatric
studies designed with a specific control group.*

The complete life cycle of D. fragilis has not yet been eluci-
dated. It is suggested that the cyst stage is the vehicle that mediates
fecal-oral transmission of D. fragilis between hosts.>S Although
it is unknown how trophozoites can remain outside the body,
some authors postulate that they can survive within the eggs of
helminths such as Enterobius vermicularis, but, on the other hand,
other studies have not shown the correlation between infections
caused by D. fragilis and E. vermicularis.” The classic method to
diagnose the parasite is by optic microscopy (permanent stains or
a microscopic wet mount examination), but this can be hard to
identify due to its morphological similarity to other protozoa. Addi-
tionally, the method requires rapid fixation of the stool samples,
and even specific stains such as trichrome or another permanent
stains which are not routinely used in clinical microbiology labo-
ratories. In any case, highly trained technologist is also required
for a correct diagnosis of D. fragilis infection. Another difficulty is
the phasic secretion of the parasite and the intermittent elimina-
tion of D. fragilis on different days, as in other intestinal parasites,
with the risk that in the absence of D. fragilis, a single stool sam-
ple conducted a false negative result. To avoid this problem, it is
recommended to send 3 samples taken on different days to inves-
tigate its presence.® Introduction of the Polymerase Chain Reaction
(PCR) as a diagnostic technique, with a higher sensitivity than a
microscopic examination,'2 makes the diagnosis easier and it
has made its prevalence increase in recent years. Another advan-
tage of the PCR is the possibility of using a single sample instead of
three.?

Although its real prevalence is not known, the published data
presents a high variability with figures ranging between 1% and
70% according to the studies (accurately in developed countries
the incidence has been described between 1 and 20%)."® The
highest incidence rates have been described in patients under 15
years old and in adults with close contact with infected children.
The variation in prevalence may be due to the different study
designs and specially, the type of diagnostic technique applied.
The use of molecular biology techniques would probably increase
the prevalence.?'%13.14 Results based on PCR analysis should be
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regarded with caution because of the variability from different plat-
forms and the potential for low specificity. These data could be false
positive results so there is a need for a standardization of detection
assays across all nations screening for D. fragilis.?®

The most frequent symptoms described in individuals with D.
fragilis are abdominal pain (frequently lasting longer than two
weeks) and diarrhea. Less frequently reported symptoms included
weight loss, anorexia, flatulence, vomiting and anal itching.'>

In the last few years an increasing interest toward D. fragilis
has emerged. More studies have been published*'?'# in which
symptoms were correlated with the presence of the parasite in
the gastrointestinal tract (the colon). But on the other hand, other
recent studies question the role of this parasite'>!617 because
many individuals with D. fragilis were asymptomatic carriers.'®

There is no consensus in clinical guidelines about eradication
treatment of D. fragilis. Although there are several treatments
options, oral metronidazole in monotherapy seems to be the one
with the lowest minimal lethal concentration in the moment of
treatment.® Another treatment options are paromomycin, an intra-
luminal antiparasitic and clioquinol.' The aim of this study was to
assess the prevalence and, to understand the role of D. fragilis in
children with gastrointestinal symptoms excluding other causes
(infectious or otherwise like celiac disease) in our settings. We
designed a pilot case control study to compare the presence of
the parasite in children who did and didn’t refer gastrointestinal
symptoms.

Materials and methods
Patient population

This is a prospective case—control study performed at the Hos-
pital Germans Trias i Pujol in Badalona (HGTiP), Spain, between
October 2017 and February 2019. The chosen case group com-
prises of individuals aged between 1 and 17 that attended the
hospital or the associated primary care centers from when they
have had any kind of gastrointestinal (GI) disorder (abdominal
pain, diarrhea, meteorism, nausea, weight loss, abdominal bloat-
ing and/or hyporexia) when other organic/infectious causes have
been excluded. The existence of a previously diagnosed digestive
pathology or a systemic disease, with a possible involvement of the
gastrointestinal tract, is considered as an exclusion criterion. The
control group was formed by healthy children aged between 1 and
17 years old recruited at the HGTiP or the associated primary care
centers for any other reason apart from a GI disorder.
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Fig. 1. Parasitological study workflow.

Microbiological analysis

We collected one fresh stool sample for each participant (57
samples of the case group and 47 samples of the control group).
Subsequently for the Ova and Parasite (O&P) wet mount examina-
tion, samples were fixed in a formalin-free 60 fixative, AlcorFix®,
and Mini Parasep® SF (solvent free) collection tube (Parasep®; Apa-
cor; Berkshire, England, UK) for every individual from both the
case and the control groups that were treated as routine sam-
ples according to the protocol in our settings. Stool cultures for
enteropathogens were performed using standard microbiological
techniques to exclude the following infections: Salmonella spp.,
Shigella spp., Campylobacter spp., Arcobacter spp., Yersinia entero-
colitica, Vibrio spp., Plesiomonas spp. and Aeromonas spp. Virology
testing was performed by an Immunochromatographic screening
test (Adeno/Rota STAT-PAK; Chembio Diagnostic Systems Inc., Syd-
ney) for detection of Adenovirus serotypes 40-41 and Rotavirus
antigens in stool samples, according to the manufacturer’s recom-
mendations.

This parasitological study (Fig. 1) consisted in a Cryptosporidium
spp. and Giardia lamblia antigen-detection test (RIDA® QUICK Cryp-
tosporidium/Giardia Combi, Darmstadt, Germany) followed by an
O&P wet mount examination. For the antigen detection test, not-
fixed stool sample was used but for the O&P examination, we used
fixed samples. Furthermore, we studied the presence of D. fragilis in
all the samples by RT-PCR (VIASURE Dientamoeba fragilis Real Time
PCR Detection Kit, Zaragoza, Spain) following the manufacturer’s
instructions. DNA extraction was performed by using the Maxwell®
16 Tissue DNA Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA) with
the fixed samples used in the O&P wet mount examination. Among
the case group, individuals with a positive result for D. fragilis (PCR
and/or wet mount microscopy) were treated with oral metronida-
zole (15/mg/kg/day) for 10 days. A second PCR was performed 4
weeks after the end of the treatment to verify the eradication of
the parasite in stools, and the evolution of the symptoms was also
recorded (Fig. 1).

Data collection

Clinical data was obtained from medical records in the pedi-
atric facilities. We collected the following data on abdominal
pain, diarrhea, meteorism, nausea, loss of weight, hyporexia and
eosinophilia. Eosinophilia was defined as >0.5 x 10%/Lin peripheral
blood. Once a patient received anti-parasitic treatment according
to the protocol, information about the new clinical status was also
compiled. For all individuals, epidemiological data such as age and
gender was registered.

Statistical analysis

Data was recorded and a univariate non-stratified analysis for
the pre-treatment and post-treatment groups was performed to
study the Odds Ratio (OR) among the variables, as well as the result
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of the PCR. Additionally, a univariate and multivariate analysis to
assess risk and confusion factors was performed by using the Stata
14 (StataCorp LP, TX, USA) statistical package.

Ethical approval

This study was approved by the Ethics committee of our hos-
pital (PI-17-166). Parents of the children were informed about the
study and written consents were obtained, and when appropriate,
consent from the child was also retrieved.

Results

During the period of study, a total of 106 individuals were
enrolled. Out of them, 59 children were included in the case group
but 2 were excluded because they were diagnosed with Campy-
lobacter spp. and Salmonella spp. infections. Ultimately 57 children
met the inclusion criteria for the case group. The control group was
composed of 47 participants. There were no significant differences
between gender and age in both groups. The average age of the
cases was 7.45 years old and 6.23 for the control group. Out of the
57 participants of the case group 27 were females and 30 were
males (47.36% and 52.64% respectively).

Among children with symptomatology, D. fragilis was found in
17 patients (29.8%), whereas in the control group the parasite was
detected in 11 patients (23.4%). The effect of the parasite on the
clinical features is positive with an odds ratio (OR) of 1.39. Despite
this positive association, there is still a lack of statistical signifi-
cance (IC 95% 0.53-3.75, p=0.46). Light microscopy did not allow
detecting the presence of D. fragilis in any of the cases.

The most prevalent clinical manifestation was abdominal pain
(in 46 cases, 80.7%), followed by diarrhea (28, 49.1%), meteorism
(15, 26.3%), abdominal distension (12, 21.1%), hyporexia (5, 8.8%)
and weight loss (2, 3.5%). None of these symptoms were signifi-
cantly associated with the exposure to the parasite. Nevertheless,
the p value for meteorism is slightly greater than the significance
(p=0.0967). The p values can be seen in Table 1.

Seventeen cases with a positive PCR received anti-parasitic
treatment according to the established protocol: although dur-
ing the collection period we only received 11 stool samples to
perform the post-treatment PCR. The Univariate non-stratified
analysis in post-treatment cases of the clinical symptoms shows
five patients (5/11) who continued with gastrointestinal symptoms
(4 had abdominal pain and one had meteorism), but only in one
did the PCR of D. fragilis remain positive (1/11). Two other samples
(2/11) were positive for the parasite, but those children no longer
had gastrointestinal complains.

Eosinophilia in peripheral blood was also recorded but only 9
patients met these criteria, so we excluded it in the final analysis.
Despite this fact, the persistence of eosinophilia in the post-
treatment group does appear to be significantly associated with
the persistence of a positive PCR (p=0.02). But there are very few
cases (n=6), so this data must be carefully considered.

The persistence of meteorism does appear to be almost signif-
icantly associated with the persistence of a positive PCR in the
post-treatment group (p=0.09), but there are also very few reg-
istered cases.

Discussion

Several authors have tried to determine the role of D. fragilis
as an etiology of a gastrointestinal disorder, but it seems that this
question has been left unanswered. Some authors suggest that it
is a real pathogen. Nevertheless, several publications consider this
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Table 1
Data obtained in the case group.

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 40 (2022) 436-440

Symptoms PCR+
N=57

PCR— IC (95%)

Abdominal pain 15
n=46 (80%)

Diarrhea 6
n=28 (49%)

Meteorism 7
N=15(31%)

Abdominal distension 4
N=12(21%)

Anorexia 1
N=5(8%)

Weight loss 0
N=2(3.5%)

31 37-22.9 (OR2.17)

22 11-1.65 (OR .44)
8 66-11.38 (OR2.8)
8 22-5.62 (OR1.2)
4 01-63 (OR .56)

2 0-46 (ORO)

parasite to be a commensal protozoan since it has been recovered
from both symptomatic and asymptomatic individuals.'8

This fact also explains the epidemiological variations in the inci-
dence of the D. fragilis infection. The wide range of prevalence
levels of Dientamoebiasis established by different authors can be
explained by the lack of standardization of a D. fragilis diagnosis.'®
Direct comparisons between regions can be misleading due to
different study designs: fixed or direct sample, diagnosis using
molecular techniques or light microscopy, or the type of PCR, smear,
and study population, or the number of samples sent to the labora-
tory, etc. Furthermore, this information is sometimes not detailed,
so results cannot be accurately interpreted, and experiments can-
not be replicated.?’ It seems that children are one of the groups
with the highest prevalence of Dientamoebiasis, and for this rea-
son we decided to focus on this demographic. In our study, D.
fragilis was found more often amongst children with symptoma-
tology than in the control group. Despite this tendency, results are
not statistically significant. Several authors defend the commensal
nature of D. fragilis, through different approaches. Detection of the
D. fragilis was higher among healthy children and was not associ-
ated with anincrease in fecal calprotectin concentration, compared
with children with chronic abdominal pain and diarrhea in whom
other somatic gastrointestinal disorders were excluded.'” More-
over, in other European countries the estimated prevalence was
around 68.3% in children attending day care centers, and no sta-
tistical association between a history of infant colic or recent —
gastrointestinal symptoms and testing positive for D. fragilis, was
observed.!*?!

On the other hand, we can also find authors who support the
pathogen role of D. fragilis. Wit et al. found that D. fragilis infections
were more common in control patients (15-75 years old) than in
case patients, except for the 0-14-year age group, where the per-
centage of positive cases was higher in the case group.?? Similarly,
Girginkardesler et al. described in their group of cases, 35 patients
(8.8%) aged between 3 and 60 years old that were positive for D.
fragilis. Of all the cases, the infection rates were found to be sig-
nificantly higher in the 8-15-year age group (14.8%).2% This could
correlate with our data, but despite this fact, the low number of
patients included is a limitation.

In our cohort, abdominal pain (80.7%) and diarrhea (49.1%) are
the most frequent symptoms, and this is also in accordance with
other authors research.!*2324 These two symptoms were found to
be significantly more frequent in patients with only Dientamoebia-
sis, when the cases were compared. But our results show a positive
effect of the parasite, with no statistical significance, especially for
meteorism. We think that this result should be interpreted carefully
due to the low number of cases involved.

Regarding an antiparasitical treatment, the case group patient
received metronidazole when D. fragilis was detected. Only 17
patients were checked up upon after the first PCR, and only 11
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samples were sent to the laboratory to perform a second PCR.
Despite the treatment, 45% of the patients continued to have gas-
trointestinal symptoms and the PCR remained positive in one of
them. Two other samples were positive for the parasite, but chil-
dren no longer had gastrointestinal complains. One explanation
may be because the PCR detected the parasite due to its high sen-
sitivity, but it was not viable anymore. Another explanation may
be a failure of the treatment. There is evidence of the wide use of
metronidazole to treat dientamoebiasis, although treatment fail-
ures are also reported, and more frequently so than with other
antiparasitical agents such as secnidazol.'#232%26 Paromomycin
or clioquinol are antibiotics of choice based on their small spec-
trum of activity, fewer side effects and better eradication rates than
metronidazole.'> Metronidazole is widely used as an antiparasitic
treatment despite some authors suggesting that its resistance and
failures to comply with the whole treatment are reasons for which
some patient cases who are on dientamoebiasis do not respond
to the metronidazole treatment.”’ Our choice of treatment with
metronidazole was due to its high availability and its frequent use
for other protozoan infections. Further studies with more partici-
pants should be performed and other treatments will be evaluated
in case the role of D. fragilis is finally established. Eosinophilia in
peripheral blood was also one of the parameters that was associ-
ated with a D. fragilis infection,?’ but our results show that there
are not statistically significant outcomes when comparing case and
control groups. Little data was collected so we finally excluded it
from the analysis. Curiously, it was one of the clinical data that
showed a positive association (p=0.02) with the persistence of a
positive PCR. This is a very preliminary conclusion, but it could be
considered as a marker for a positive outcome for any antiparasitic
treatment.

Other clinical data that has shown a positive association, is
meteorism, but no sufficient evidence of this was observed. These
kinds of symptoms must be carefully analyzed because some of the
side effects of metronidazole are gastrointestinal symptoms, so a
confusion factor must be excluded before considering it as reliable
data with a sound evolution.

We detected several limitations in our study. First of which being
the number of patients enrolled is low so the statistical results must
be regarded carefully. Secondly, we have the loss in the follow-up of
the patients in the case group. Only 17 patients were enrolled in the
second part of the study but in only 11 cases could we obtain a stool
sample to confirm the eradication of the D. fragilis by the PCR and
O&P examination. Even then, the PCR is not the best tool to assess
the eradication due to the high sensitivity of the molecular tech-
niques. And finally, there is the chosen treatment. Other authors
have already observed that metronidazole provides no clinical ben-
efit for children with chronic GI complaints who have D. fragilis in
their stools, and the microbiological effect of metronidazole is only
moderate and transient.”®

439



Annexos

M. Montraveta-Querol, M.V. Bovo, N. Roig-Abrahamet al.

More studies with more extensive samples are needed in order
to confirm our results. In addition, further studies should be per-
formed to investigate household transmission of the D. fragilis. As E.
vermicularis has been postulated to have a role in the transmission
of the parasite, studies of the presence of the pinworm in D. frag-
ilis infected patients and studies assessing the treatment of both
parasites, are also needed.

Conclusion

To our knowledge this is the first prospective case-control study
focused on a pediatric demographic, with the control group consist-
ing of asymptomatic children. Since healthy children and children
with a Gl symptomatology present similar frequency of the D. frag-
ilis infection, we consider that D. fragilis could be considered as
a commensal parasite of the gastrointestinal tract. When a treat-
ment is proposed our results show that we do recommend avoiding
metronidazole because of its high rates of therapeutic failures
and the lack of improvement in gastrointestinal symptoms. We
conclude that it is not justified to look specifically for D fragilis
in pediatric patients with abdominal symptoms. Further cohort
studies with bigger sample, double-blind, randomized and placebo-
controlled trials are necessary.
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